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RESUMO

Para o setor pesqueiro, a identificacdo e manutencdo de estoques
diferenciados sdo fundamentais, pela sua relacdo direta com a produtividade
total e uso sustentavel dos recursos, sendo um dos objetivos basicos para
programas de controle e conservacao de espécies em perigo, a conservacao
da variabilidade genética. Entre os tubardes mais explorados, as espécies
pelagicas apresentam uma maior complexidade na avaliagdo e monitoramento
de suas populacfes devido as suas distribuicbes em vastas areas geograficas.
Entre essas espécies, Pseudocarcharias kamoharai, popularmente conhecida
como tubardo-crocodilo ou tubar&do-cachorro, atinge tamanhos maximos em
torno de 140 cm de comprimento total, habita profundidades maximas em torno
de 600 metros e ocorre em todos 0s oceanos tropicais, sendo registrada no
Brasil principalmente nas areas oceéanicas do Nordeste. A andlise genética
molecular realizada utilizando sequéncias da regido controladora do DNA
mitocondrial (D-loop) de 125 individuos capturados em quatro regides distintas
no Oceano Atlantico (Equatorial Oeste, Noroeste Africano, Golfo da Guiné e
Sudoeste Africano) Permitiu identificar 22 haplétipos com diversidade
haplotipica h=0.627 e diversidade nucleotidica 1=0.00167. Estes indices sao
similares aos encontrados em outras espécies de tubardes pelagicos também
do Atlantico e podem ser considerados dentro dos niveis médios de
diversidade genética entre os tubardes. O indice de Fst=0.00125 obtido nas
comparacdes pode sugerir auséncia de estruturacdo populacional entre os

guatro grupos amostrados. Tendo em vista a continua inclusao de espécies de
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tubarbes na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservagao da

Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN), os resultados obtidos neste estudo

podem auxiliar na gestdo adequada da pesca e na conservacao desta espécie

no Oceano Atlantico.

Palavra-Chave: Conservacgao, D-loop, Estruturacdo populacional,
Lamniformes, Pseudocarcharias kamoharai, Tubardes.
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ABSTRACT

For the fishing sector, the identification and delimitation of the fishing
stocks constitute fundamental information due to their direct relationship to the
overall productivity and sustainable utilization of the resources. This constitutes
a basic objective in terms of population management and conservation of
endangered species that can be represented by the conservation of the genetic
variability. Among the most exploited sharks, pelagic species have a greater
complexity in terms of evaluation and monitoring due to their distributions along
large geographical areas. One of these species is the crocodile shark,
Pseudocarcharias kamoharai, which reaches maximum sizes of around 140 cm
in total length, inhabits maximum depths of around 600 meters, and occurs in all
tropical oceans including in Brazil, mainly in the Northeast region. The
molecular genetic analysis using sequences of the mitochondrial DNA control
region (D-loop) of 125 individuals captured in four distinct regions in the Atlantic
Ocean (Western Equatorial, Northwest Africa, Gulf of Guinea and Southwest
Africa), allowed the identification of 22 haplotypes which revealed a haplotype
diversity of h=0627 and a nucleotide diversity of m=0.00167. These indices
showed to be similar to those found in other species of pelagic sharks, also
from the Atlantic sites and can be considered inside of the average levels of
genetic diversity among the sharks. The value of Fsr=0.00125 index found in
the comparisons may suggest the absence of population subdivision among the
four sampled regions analyzed. Given the continued inclusion of shark species
in the Red List of the International Union for Conservation of Nature and Natural

Resources (IUCN), the results obtained in this study may be used to help a
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more sustainable management of fisheries and conservation programs of this

species in the Atlantic Ocean.

KeyWords: Conservation, D-loop, Populational Structure,
Lamniformes, Pseudocarcharias kamoharai, Shark.
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INTRODUCAO

Aspectos Gerais dos Peixes

Recentes descobertas de fosseis de vertebrados primitivos do
Cambriano Inferior estenderam o surgimento dos vertebrados para cerca de
540 milhGes de anos atras. Em um mesmo depdsito féssil na China foram
encontrados dois tipos de vertebrados, o Myllokumingia e o Haikouichthys,
ambos pequenos com cerca de 3 centimetros de comprimento, possuindo
forma semelhante a dos peixes. A evidéncia de um cranio e mibmeros em
forma de W caracterizaram estes animais como Vertebrata verdadeiros (Shu et
al. 1999). Os Branchiostomas ou anfioxos (que sédo encontrados enterrados na
areia em aguas rasas) sao 0s mais proximos exemplos deste tipo de animal e
gue ainda vivem nos dias atuais (Compagno et al. 2005).

A classe Chondrichthyes foi caracterizada inicialmente como um grupo
de peixes primitivos e de pouco sucesso evolutivo; na verdade, constituem uma
linhagem derivada de peixes extremamente adaptada ao seu ambiente,
amplamente distribuida e diverfisicada (Compagno 1973, 2000). No passado
eram muito mais abundantes e diversificados e, segundo registros fosseis,
possuiam mais de 3000 espécies. Peixes de morfologia muito semelhante a
dos tubardes modernos (Figura 1) ja nadavam nos oceanos quando 0S
dinossauros caminhavam sobre a Terra ha pelo menos 150 milhées de anos
(Grogan & Lund 2004).

Os fésseis atualmente disponiveis destes organismos representam

provavelmente apenas uma pequena fracdo da diversidade total do grupo



existente ha pelo menos 400 milh6es de anos. A julgar pelos dados existentes
nos volumes da ultima década do Zoological Record, a taxa anual de descri¢ao
de novas espécies de Chondrichthyes fosseis pode ser maior do que a das
espécies que vivem atualmente. Durante sua longa existéncia, 0s
Chondrichthyes aumentaram e diminuiram sua biodiversidade repetidas vezes,
acompanhando as flutuacbes na biodiversidade de outros organismos
marinhos e de agua doce durante os Periodos Paleozoico, Mesozoico e
Cenozodico e até os dias atuais. Os peixes cartilaginosos quase foram extintos
e, em seguida se recuperaram dos fatores que causaram a extingdo dos
principais grupos de organismos marinhos durante a transicdo do Permiano-
Tridssico e ao final do Cretaceo (Carroll 1988), tiveram muitas radiacdes e
sucederam grupos competitivos ao longo de sua da histéria de vida. Ndo ha
evidéncias de que o numero de espécies de Chondrichthyes diminuiu durante
os ultimos 65 milhdes de anos, apds a extingdo do Cretaceo. Em vez disso,
recuperaram-se do Cenozoico com vigor e flexibilidade evolutiva, ja que novas

oportunidades ecoldgicas surgiram nos mares pos-Cretaceo (Compagno 1990).

Figura 1. Representacdo de um tubardo Ctenacanthus sp. (esquerda) e uma
réplica de um fossil de Stethacanthus sp. (direita), ambos tubardes ancestrais

extintos. Retiradas de http://www.csotonyi.com/ em 18/02/2011.




As informacdes disponiveis atualmente relatam a existéncia de
aproximadamente 954 a 1125 espécies de elasmobranquios, compondo uma
distribuicdo que abrange pelo menos nove ordens, 57 familias e 182 géneros
(Compagno et al. 2005). Na classe Holocephali, existem pelo menos 34
espécies descritas de quimeras (Chimaeriformes) (Didier 1995; Didier &
Stehmann 1996; Didier 1998). Estudos recentes realizados com capturas e
investigagbes em grandes profundidades nos oceanos descobriram novas
espécies de quimeras e 0s pesquisadores acreditam haver ainda mais. Das 13
espécies ndo descritas de quimeras, nove sao de aguas da Nova Zelandia e da

Australia (Last & Stevens 1994).

Os peixes cartilaginosos apresentam diversos habitos alimentares,
variando desde planctivoros até predadores do topo de cadeia alimentar e
exibem todas as estratégias reprodutivas conhecidas em vertebrados, desde a
postura de ovos até a viviparidade placentaria (Snelson et al. 2008). A maioria
dos Chondrichthyes vive no ambiente marinho; entretanto, muitos utilizam
areas estuarinas como areas de bercario, outros entram em rios e ha espécies
gue sdo endémicas e vivem em agua doce. Eles habitam desde areas
proximas as praias, recifes, ilhas, em zonas pelagicas (0-200m), batiais (200-
2000m) e até abissais, situadas a mais de 2000m de profundidade (Figura 2).
Algumas espécies sdo bentbnicas, como as raias da familia Rajidae e os
cacdes-anjo (Squatinidae); outras, como o tubardo-anequim (Isurus oxyrinchus)
sdo pelagicos, restringindo a maior parte de suas atividades as camadas

superficiais do oceano (Compagno et al. 2005).



Figura 2. Esquema ilustrativo das Zonas Oceéanicas (Camhi et al. 2009b).

Ha muita discussdo sobre a antiga classificacdo tipolégica dos
Chondrichthyes, em que tubardes e raias representavam a subclasse
Elasmobrachii e as quimeras representavam a subclasse Holocephali. A
maioria das chaves de classificagdo dos elasmobranquios modernos subdivide
a subclasse Elasmobranchii em grupos de tubarbes (Squalii, Pleurotremata) e
as raias (Batoidea, Hypotremata). Pesquisas recentes mostram que o0s atuais
elasmobranquios podem ser divididos em duas superordens, representadas por
Squalomorphii e Galeomorphii. Classificacdes cladisticas modernas (Shirai
1996; De Carvalho 1996; Compagno 2000) refutam a idéia de que os batoides
comporiam uma ordem, Rajiformes, a qual pertence o grupo dos tubardes
squalomorfos, que é grupo irmao dos Pristiophoriformes, grupo dos peixes-

serra. Os batodides sao tubardes achatados dorso-ventralmente com nadadeiras



peitorais alargadas. Esta ordem de tubardes é a de maior sucesso em termos

de numeros e de diversidade morfologica.

Figura 3. Cladograma ilustrativo das formas de tubar6es modernos (Compagno
2000).

No ambiente natural, as maiores ameacas aos elasmobranquios séo
representadas pela atividade pesqueira, pela destruicdo dos habitats e pela
poluicio do ambiente marinho, que podem gerar problemas para a
administracdo da pesca e conservacdo dos estoques. Somam-se a estes
fatores as limitacdes ligadas a estratégia de vida adotada pelas espécies
(Camhi et al. 1998). As caracteristicas do ciclo de vida do tipo K - Estrategista
tornam os Chondrichthyes frageis e suscetiveis a sobrexploracdo, pois
geralmente apresentam crescimento lento, maturacdo sexual tardia, baixa
fecundidade e alta longevidade (Hoenig & Gruber 1990), que constituem

fatores limitantes para a reacdo das espécies a mortalidades excedentes



impostas aos estoques pela pesca, decorrente da estreita relacdo entre

estoque e recrutamento (Holden 1974; Holden 1977).

Os modelos utilizados na gestado de pescarias tradicionais de teledsteos
ndo se aplicam aos elasmobranquios, tornando o gerenciamento desses
recursos extremamente complexo. Em escala mundial, 0 manejo dos estoques
de elasmobranquios é complicado pela falta de informacfes basicas sobre a
dindmica de suas populacdes. A atividade pesqueira envolve o paradoxo de
que tubarbdes e raias tém baixo valor econémico, o que lhes confere baixa
prioridade quando se consideram aspectos da pesquisa e da conservacao, ao

passo que a demanda por subprodutos, como as nadadeiras, € muito alta,

estimulando o aumento da exploracéo (Bonfil 1994).

Em todo o globo, devido a atividade pesqueira, a cada dia, novas
espécies de elasmobranquios séo incluidas na lista vermelha das espécies
ameacadas da International Union for Conservation of Nature and Natural

Resources - IUCN (Cambhi et al. 1998).

Elasmobréanquios Pelagicos

Tubardes e raias pelagicos formam um grupo relativamente pequeno,
representado cerca de 6% de todas as espécies de peixes cartilaginosos e
possuem uma baixa diversidade em relacdo aos Chondrichthyes costeiros. Sao
espécies geralmente muito ativas, nadam grandes distancias, habitam a coluna
d'agua e nao estdo intimamente associadas com o fundo do oceano. As ordens
Squaliformes e Lamniformes possuem a maior diversidade entre as espécies

oceanicas, enquanto os membros da ordem Carcharhiniformes provavelmente



possuem maior biomassa. As ordens Carcharhiniformes, Rajiformes e
Squaliformes possuem a maior diversidade entre as espécies semipelagicas.
N&ao ha registro de quimeras (Chimaeriformes) oceanicas ou semipelagicas,
sendo que a maioria das espécies habitam as plataformas continentais e

insulares (Compagno 2008).

A grande maioria das espécies oceanicas vive toda ou grande parte de
sua vida longe de grandes massas continentais. Contudo, algumas espécies
habitam é&reas proximas as plataformas continentais e insulares, a
profundidade de cerca de 200m, podendo habitar também &reas costeiras para
se alimentar, procriar ou participar de atividades de interacbes sociais. As
espécies semipelagicas penetram areas oceanicas, mas concentram-se nas
proximidades das grandes massas continentais, na plataforma continental

(Compagno 2008).

Quanto a sua distribuicdo, as espécies oceanicas podem ser
epipelagicas, confinadas as regides superficiais do oceano, em regides
abrangendo desde a superficie até profundidades de 200m; mesopelagicas,
guando habitam areas de pouca luminosidade abaixo da zona epipelagica, em
profundidades que variam entre 200m e 1000m; ou batipelagicas, habitando
areas sem luz a mais de 1000m de profundidade, podendo alcancar

profundidades até 2000m (Compagno 2008).

Compagno (1990) analisou os tubardes considerando os ecomorfotipos,
determinado a inclusdo de diversos tadxons que podem ou nao ser
filogeneticamente relacionados, mas que sdo agrupados por semelhancas

morfologicas, de habitat ou de comportamento. Os tubardes oceéanicos



apresentam alguns desses ecomorfotipos, sendo classificados como
taquipelagicos ou de alta velocidade, por possuirem um morfotipo “tuna-like”,
com corpos fusiformes, nadadeira caudal em forma de lua, quilhas em seu
pedunculo caudal, altas temperaturas corporais e mecanismos circulatorios
especializados na retencdo de calor para reforcar as investidas em altas
velocidades e poderem permanecer em velocidades menores por mais tempo.
Sao representantes deste ecomorfotipo os membros da familia Lamnidae,
como o cacdo-marracho (Lamna nasus), o tubardo-salmé&o (L. ditropis) e o
anequim (Isurus oxyrhinchus). Um provavel ramo especializado deste
ecomorfotipo, formando um subtipo de seu proprio, € o tubardo-frade
(Cetorhinus maximus), que possui uma forma Unica de filtragem dinamica para
a alimentacao, mas comparavel com os mecanismos de alimentacdo de muitos
teledsteos. Tubardes taquipelagicos alimentam-se geralmente de organismos
marinhos de tamanho moderado, mas ha um ramo chamado arquipelagico que
engloba a elite dos tubardes superpredadores, localizados no apice da cadeia
alimentar, que combinam um tamanho grande e poderosas mandibulas que os
permitem matar e desmembrar presas ativas de grande porte e forca, como

outros tubardes, raias, pinipedes e cetaceos (Compagno 1990).

Durante o periodo Cretaceo surgiram grandes tubardes lamnideos
superpredadores (Cretoxyrhinidae e Squalicoracidae) de porte avantajado, que
exploravam grandes peixes e provavelmente grandes répteis marinhos e aves.
Apbs eventos de extincdo ocorridos no Cretaceo, a maioria das espécies de
tubarbes encontrados passou a ser de pequeno porte. Contudo, tubardes
gigantescos voltaram a surgir em algumas familias, apesar de uma possivel

competicdo das archaeocetes e das primeiras baleias squalodontes
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odontocetes com grandes bocas cheias de dentes como a dos tubardes (Evans
1987; Harrison & Bryden 1988). Durante o Mioceno Superior, surgiu entre 0s
tubarbes lamnideos um dos maiores superpredadores de todos os tempos, 0
tubardo dente-grande, Carcharodon megalodon, que podia medir entre 12,4 e
17,8m de comprimento. Junto com ele haviam outros superpredadores de
menor porte como o tubardo mako dente-de-langa, Isurus hastalis, que
possivelmente atingia 6m de comprimento e o grande tubardo-branco,
Carcharodon carcharias, que atinge entre 6,4 e 7,1m de comprimento, sendo o

seu mais préximo representante que ainda vive nos oceanos (Evans 1987).

O morfotipo macroceéanico € definido por grandes tubarbes oceanicos
com longas nadadeiras peitorais, como o tubardo-azul (Prionace glauca), o
galha-branca (Carcharhinus longimanus), o lombo-preto (Carcharhinus
falciformis), os tubardes-raposa (familia Alopiidae), o anequim-preto (lsurus
paucus) e o tubardo boca-grande (Megachasma pelagios). Este morfotipo é
caracterizado por espécies de tubarbes de pequeno a médio porte, com corpos
fusiformes e pequenas nadadeiras peitorais, sendo representado por alguns
membros de pequeno porte das ordens Squaliformes e Lamniformes, como o

tubardo-crocodilo (Pseudocarcharias kamoharai) (Compagno 2008).

Entre as raias aquilopelagicas estdo representantes das familias
Myliobatidae, Rhinopteridae e Mobulidae. No morfotipo aquilopelagico ocorreu
um aperfeicoamento das nadadeiras peitorais, de modo que elas se tornaram
orgdos propulsores com forma de asas. O ecomorfotipo rajobéntico é
representado por espécie de raia pelagica (Pteroplatytrygon violacea) que
possui 0 seu disco peitoral alargado que constitui seu principal modo de

propulséo, ja que sua calda geralmente é reduzida (Compagno 1990).
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Todas as 64 espécies de tubarbes e raias pelagicas estdo listadas no
Apéndice | da CITES. Considerando que a preferéncia de habitat dominante de
algumas dessas espécies ndo é bem definida, cerca de metade delas s&o
consideradas oceanicas e a outra metade semipelagica, sendo que algumas
das espécies aqui definidas como semipelagicas podem ocorrer em diversos

habitats (Compagno 2008).

Uma analise do status global de 21 espécies constantes da Lista
Vermelha — 16 de tubarbes pelagicos e 5 de raias — capturados regularmente
nas pescarias em alto-mar, foi apresentada por Dulvy et al. (2008). Foi
verificado que a maioria destas espécies sao epipelagicas e altamente
migratérias, realizando movimentos de longa distancia. Apresentam-se
particularmente vulneraveis as frotas de pesca industriais que operam em mar
aberto com artes de pesca pelagica, incluindo espinhéis, redes de cerco e

redes de emalhar (Camhi et al. 2009a).

Tubardes pelagicos ocorrem em aguas internacionais e grande parte
migra através das fronteiras nacionais. Pelo fato de os animais se
movimentarem regularmente entre as Zonas Econdémicas Exclusivas (ZEEs) de
paises diferentes e em alto-mar, e ndo sao beneficiados plenamente com as
regulamentacdes que se aplicam apenas as aguas ou frotas de um uUnico pais.
Em decorréncia disto, considera-se que para garantir a conservagcao destas
espécies e maximizar os beneficios obtidos pelos esforcos de gestéo interna,
torna-se necessario 0 estabelecimento de programas de cooperacao
internacionais para impor medidas de manejo por regido, ou mesmo de um

oceano inteiro, se for necessario (Anonymous 2008, Camhi et al. 2009a).
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No mundo todo, por volta de 32% de todos os elasmobranquios
pelagicos estdo ameacados de desaparecimento ou de drastica diminuicao de
seus estoques (6% estdo em perigo e 26% estdo vulneraveis). Mais de 24%
das espécies estdo proximas do cumprimento de critérios para serem postas
em uma categoria de ameacgadas, 19% possuem status pouco preocupante e
25% possuem dados insuficientes. A proporcdo de espécies oceanicas e
semipelagicas ameacadas é a mesma, cerca de 31%. Entretanto, as espécies
semipelagicas possuem quase duas vezes mais espécies proximas de
ameacadas que as espécies oceanicas (31% versus 16%). Uma porcentagem
um pouco maior de espécies oceanicas possui dados insuficientes em
contraste com espécies semipelagicas (28% versus 25%) e quase duas vezes
mais sdo consideradas como em estado preocupante (25% versus 13%)
(Camhi et al. 2009b). Dulvy et al. (2008) apresentaram uma lista de 21
espécies de tubardes e raias pelagicas capturados regularmente em pescarias
em alto-mar. A proporcdo destas espécies tidas como ameacadas (52%) é
maior do que todas as outras espécies pelagicas, pois sdo capturados em

grandes quantidades em pescarias sem o devido manejo (Camhi et al. 2009b).

E amplamente aceito que as informacbes sobre a pesca de
elasmobranquios sdo insuficientes e inadequadas e isto é particularmente
verdadeiro para as espécies capturadas em alto-mar (Bonfil 1994; Camhi et al
1998; Fowler et al 2005; Dulvy et al 2008; ICCAT, 2008, Camhi et al 2009a).
Uma consequéncia direta deste fato € a falta de dados especificos da pesca,
no que se refere as espécies capturadas. Embora a Food and Agriculture
Organization (FAO) tenha documentado o desembarque de 102 espécies de

elasmobranquios em 2007, somente 19,5% da biomassa foi documentada ao
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nivel de espécie. O maior namero de registros espécie-especificos €
encontrado para o Oceano Atlantico (29%), seguido pelo Pacifico (17%), indico
(9%) e regido Sul (6%). Os peritos consideram que estes dados subestimam
enormemente o nivel de mortalidade e mesmo de desembarque para estas
espécies. A falta de registros de captura espécie-especificos e de descartes de
fauna acompanhante também compromete a utilidade do banco de dados da
FAO para avaliar os efeitos da pesca sobre o status populacional das espécies

(Camhi et al. 2009a).

Como os produtos de tubarbes sdo exportados em nivel mundial, as
estatisticas do comércio poderiam complementar dados sobre a pesca para
desenvolver estimativas mais robustas sobre a mortalidade anual de tubardes.
Em um trabalho visando a identificacdo espécie-especifica de nadadeiras de
tubardes comercializadas no mercado de Hong Kong, pais que importa entre
50% e 85% das barbatanas de elasmobranquios de todo o mundo (Vannuccini
1999; Clarke 2004), foi observado que as capturas mundiais de tubarbes
podem ser de trés a quatro vezes maiores do que os dados constantes das
estatisticas oficiais relatadas pela FAO (Clarke et al. 2006). Em um extenso
estudo em Hong Kong, corroborado pelas analises de DNA forense das
barbatanas, Clarke et al. (2006) estimaram que os tubarbes pelagicos sdo

responsaveis por pelo menos um terco das barbatanas comercializadas.

Em todo o mundo h& uma crescente preocupa¢do com o0 aumento das
capturas de tubardes e as consequéncias dessa exploracdo para muitas de
suas populacdes em diversas regides oceanicas. Tal fato se deve, em parte,
pela relagdo que muitas espécies de tubardes tém com o recrutamento dos

estoques e longos periodos de recuperagdo em resposta a sobrepesca (baixa
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produtividade biolégica devido a maturidade sexual tardia, poucos filhotes,
embora com baixa mortalidade natural) e complexas estruturas espaciais

(tamanho / segregacao sexual e a migragéo sazonal) (FAO 1999).

Alguns paises tém planos de gestdo especificos para as capturas de
tubardes e estes incluem o controle de acesso, medidas técnicas, incluindo as
estratégias de reducdo de capturas acessorias de tubarbes e suporte para o
uso dos animais inteiros e ndo apenas as nadadeiras. No entanto, dada a
ampla distribuicdo dos tubardes, principalmente em alto-mar e a longa
migracdo de muitas espécies, é cada vez mais importante o desenvolvimento
de cooperacdes internacionais e a elaboracdo de planos de gestéo integrados

de manejo da pesca (Camhi et al. 2009a).

Pseudocarcharias kamoharai

A origem dos tubardes Lamniformes foi estimada para o periodo
Jurassico Médio, sendo a datacéo do primeiro fossil do género Paleocarcharias
encontrada no Jurassico Superior, na Europa. O género possuia um corpo
orectoloboide bentbnico, mas apresentava claramente dentes Lamniformes
(Duffin 1988). Os primeiros registros das familias dos Lamniformes existentes,
Odontapsidae e Mitsukurinidae, datam do Cretaceo Inferior, ha cerca de 115
milhes de anos, sendo que o0s lamnideos surgiram no Paleoceno, 0s
alopideos, em sua grande maioria, no Eoceno Inferior e os cetorhinideos no

Oligoceno (Cappetta 1987; Cappetta et al. 1993).
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Os Lamniformes sdo um grupo de tubarbes de tamanho moderado,
sendo formado por sete familias, dez géneros e quinze espécies reconhecidas
(Compagno 2001), sendo que suas inter-relacbes ainda ndo estdo
completamente resolvidas. Shirai (1996) reconheceu Mitsukurinidae como
grupo irmao primitivo de todo o resto da ordem, seguido por dois clados, um
com Odontaspidae e Pseudocarchariidae e o outro com Megachasmidae como
grupo irméo de Alopiidae, Lamnidae e Cetorhinidae. Em um estudo molecular
(Martin & Naylor 1997) foram definidos dois clados distintos: um com
Carcharias na sua base e Cetorhinidae e Lamnidae acima; outro com

Megachasma, Pseudocarcharias, Alopias e Odontapsis (Figura 4).

Figura 4. Filogenia dos Lamniformes (Martin & Naylor 1997).

Pertencente a ordem Lamniformes, familia Pseudocarchariidae, o
género Pseudocarcharias possui somente uma espécie, Pseudocarcharias

kamoharai (Matsubara, 1936), conhecida popularmente por tubardo-crocodilo
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ou tubardo-cachorro (Compagno 2001, 2005). A espécie (Figura 5) é
caracterizada pelos olhos grandes, sem membrana nictitante, dentes finos e
longos com bordas lisas, pedunculo caudal com quilha dérmica, coloragcéo
marrom uniforme e nadadeiras com margens claras (Last & Stevens 1994;

Nelson 1994; Menezes et al. 2003).

Figura 5. Exemplar de Pseudocarcharias kamoharai (NOAA Observer

Program) - http://en.wikipedia.org/wiki/File:Pseudocarcharias _kamoharai.jpg

A espécie P. kamoharai € oceanica epipelagica e, possivelmente,
mesopelagica, ocorrendo em todos 0s oceanos tropicais (Figura 5), com maior
ndamero de registros no sul do Pacifico e ocupando o ambiente desde as
camadas superficiais até cerca de 590m de profundidade, (Compagno 1984,
2001; Cigala-Fulgosi 1992; Long & Seigel 1997). Os primeiros registros da
espécie no oceano Atlantico, indicavam sua presenca somente nas margens
orientais, leste e sul das llhas de Cabo Verde, Guiné Bissau, Guiné, Angola e

Africa do Sul (Cadenat 1963). O primeiro registro de P. kamoharai na margem
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ocidental ocorreu na costa brasileira, com base no exemplar capturado no
litoral de Santa Catarina (Sadowsky et al. 1988). Os olhos grandes, mas nao
reflectivos do tubardo-crocodilo sugerem atividade noturna na zona
epipelagica, movimentando-se em direcdo a superficie durante a noite e

descendo para areas abaixo da termoclina durante o dia (Compagno 2001).

Figura 6. Distribuicdo de Pseudocarcharias kamoharai (Compagno 2001).

Os habitos alimentares de P. kamoharai sdo pouco conhecidos.
Contudo, seus dentes longos e flexionados, mandibula longa e forte e sua
reacdo quando capturado, sugerem que a espécie pode cacar presas
ocedanicas ativas de tamanho moderado. Com base em estudos de contetdo
estomacal de quatro individuos, verificou-se que sua dieta inclui pequenos
peixes 6sseos das familias Gonostomatidae e Myctophidae, como também

invertebrados  marinhos como pequenos camardes e  moluscos
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(Onychoteuthideos, Mastigoteuthideos, Pholidoteuthideos e Cranchiideos)

(Compagno 1984).

A espécie apresenta-se com a de menor porte entre os Lamniformes,
sendo que as fémeas adultas apresentam em média comprimento em torno de
1,20m de comprimento total (CT) enquanto os machos tamanhos em torno de
1,10m CT. Acredita-se que a reproducao ocorra durante todo o ano, uma vez
gue ndo h& sazonalidade na atividade reprodutiva (Fujita 1981; White 2007;
Oliveira et al. 2010). Os machos tornam-se maduros em torno de 80cm CT e as

fémeas a cerca de 91,5cm CT (Oliveira et al. 2010).

Os Chondrichthyes apresentam fecundacédo interna, fecundidade
relativamente baixa e uma grande diversidade de estratégias reprodutivas (Last
& Stevens 1994). A reproducdo do P. kamoharai ocorre por viviparidade
matrotréfica ovofagica, com fecundidade uterina de no maximo quatro embrides
e 0 nascimento ocorrendo com o comprimento total entre 41,5 cm (Oliveira et
al. 2010). A ovofagia, que também ocorre em P. kamoharai, € um tipo de
viviparidade em que ap6s uma inicial nutricdo pelo saco vitelinico, os embrides
em desenvolvimento passam a ingerir ovos nao fertilizados cedidos pela mae,
para continuar o seu desenvolvimento. A ovofagia pode resultar em recém-
nascidos de grande tamanho em algumas espécies, chegando a atingir cerca

de 100cm de CT (Hamlet & Koob 1999).

A ovofagia € o modo de reproducdo da maioria dos Lamniformes,
somente o Carcharias taurus, se reproduz por adelfofagia, estratégia
reprodutiva em que ocorre o canibalismo uterino e nasce apenas um filhote por

gestacdo. A ovofagia evoluiu em uma pequena familia de Carcharhiniformes,
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os Pseudotriakidae (Yano 1992, 1993). Estudos realizados sobre as alteracdes
na morfologia e na massa das gbnadas ao longo do tempo sugerem que na
regido do Atlantico Equatorial, a espécie ndo apresenta uma temporada
reprodutiva bem definida, com o acasalamento e o parto ocorrendo

possivelmente durante um periodo prolongado do ano (Oliveira et al. 2010).

Exemplares de Pseudocarcharias kamoharai séo capturados em todo o
mundo, predominantemente como captura acessoria na pesca de espinhel
pelagico dirigida a outras espécies como o espadarte, Xiphias gladius L. e os
atuns (Scombridae) (Hazin et al. 1990). Contudo, a espécie também é
ocasionalmente capturada por outros métodos de pesca como redes de
emalhar (redes de atuns) e pescas com iscas de lulas (Compagno 2001). Dado
0 seu baixo valor comercial, exemplares capturados sao geralmente
descartados. Abe et al. (1969) relataram que, embora esta espécie seja tratada
como peixes de lixo no mercado atacadista central de Toquio, o figado €&
proporcionalmente muito grande, com cerca de 20% do peso corpéreo total e o
conteudo esqualeno é também muito elevado, compreendendo 60-70% da
biomassa do figado. Assim, em algumas partes do mundo, o figado pode ser

utilizado para comercializagéo (White et al. 2006).

Com base nas caracteristicas de sua histéria de vida, a International
Union for the Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN) listou o
tubardo-crocodilo na relacdo de espécies vermelhas ameacadas de extingao
como "baixo risco / quase ameagada”’ ou "quase ameacada” (Compagno &
Musick 2005). No entanto, as avaliacbes de risco ecoldgico da Australia
Ocidental e Oriental sobre a pesca de atum e espadartes classificam o tubaréo-

crocodilo como em "risco médio" (Webb et al. 2008).
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Apesar da deficiente plataforma de informacdes existente, as avaliacdes
de risco da IUCN sugerem que as populacbes de tubardo-crocodilo tém
diminuido significativamente devido a pesca pelagica com espinhel (Compagno
& Musick 2005). No entanto, ndo ha muitos estudos sobre a ocorréncia,
distribuicdo e abundancia da espécie, sua estrutura populacional ou das

caracteristicas dos estoques existentes.

Biologia Molecular aplicada & Conservacéo de Espécies

Os tubardes pelagicos se distribuem em vastas extensfes de mar
aberto, sendo extremamente dificil estimar o tamanho das populacdes
existentes e delinear os estoques. Muitas espécies migram através das
fronteiras nacionais ou em aguas internacionais, onde podem ser exploradas
por frotas pesqueiras de varios paises (Kohler et al. 1998; Musick et al. 2000),
dificultando seu controle e manejo. Uma melhor compreensao da distribuicéo e
do numero de estoques destes peixes abundantes, mas vulneraveis, torna-se,
pois, urgente e essencial para a sua conservacdo e gestao adequada (Heist

2009).

A maior dificuldade na aplicacdo das andlises de variagdo molecular
para tubarbes pelagicos é decorrente do seu alto potencial de migragcédo, onde
os valores de Fst esperados devem ser muito baixos. Espécies marinhas
tendem a ter valores mais baixos de Fst quando comparadas a organismos de

adgua doce ou com espécies anadromas (Ward et al. 1994). Os organismos
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marinhos pelagicos parecem ter valores ainda mais reduzidos de Fst devido ao

seu grande potencial de dispersao.

Enquanto estudos tradicionais de marcacao e recaptura sdo muito Uteis
para a identificacdo de estoques Unicos de tubardes pelagicos (Kohler et al.
1998; Kohler & Turner 2008), marcacdes e metodologias genéticas podem
fornecer informacdes complementares e n&o idénticas. Os resultados de
estudos de marcacdo e recaptura fornecem dados diretos sobre o
deslocamento de individuos, indicando muitas vezes que alguns tubardes
percorrem grandes distancias. No entanto, nem todos os tubarfes que se
movem sao "migrantes eficazes" no contexto da dindmica de estoques e da

genética populacional. (Heist 2009).

A utilizacdo de diversos tipos de marcadores moleculares altamente
polimorficos tem viabilizado a andlise de um grande namero de individuos,
contribuindo para solucionar diversos aspectos populacionais em peixes. Os
marcadores moleculares podem ser classificados em marcadores a base de
proteinas (por exemplo, isoenzimas) e marcadores baseados em DNA que sao
divididos em marcadores mitocondriais e nucleares. Cada um dos tipos de
marcadores moleculares possui caracteristicas positivas e negativas (custo,
gualidade do tecido necessario, resolucdo) que deverdo influenciar no seu
potencial de aplicacdo em estudos populacionais, como no presente estudo e

também para outras espécies de tubardes pelagicos (Heist 2009).

A eletroforese isoenzimatica (isoenzimas sdo diferentes formas alélicas
de proteinas enzimaticas) foi o primeiro método molecular amplamente

utilizado para avaliar a estrutura genética das populacdes de peixes marinhos
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(Utter 1991), sendo este um método barato e que requer equipamentos menos
especializados do que os métodos baseados em DNA (Murphy et al. 1996). No
entanto, as isoenzimas possuem inconvenientes graves para 0 USO em
tubardes pelagicos. Um ponto fraco é que os tubardes geralmente apresentam
baixo polimorfismo em proteinas, o que reduz a eficacia em discriminar o0s
estoques por este método. Em um estudo com vinte exemplares de tubaréo
azul (Prionace glauca), Smith (1986) observou que apenas 3 de 27 loci eram
polimérficos (heterozigosidade média de 0,037). Eitner (1995) encontrou
apenas um heterozigoto em seis tubar6es anequim (Ilsurus oxyrinchus)
analisado com 14 loci isoenziméticos. A variacdo isoenzimatica nas trés
espécies reconhecidas de cacao-raposa (Alopias vulpinus, A. superciliosus e A.
pelagicus) foi igualmente baixa, mas uma amostra de cacao-raposa
apresentou-se homozigota para alelos alternativos em varios loci, sugerindo a
presenca de uma espécie desconhecida (Eitner 1995). Outra desvantagem de
isoenzimas é que para se marcar um numero representativo de loci é preciso
coletar tecidos de varios 6rgaos, tornando a amostragem nao letal e a analise

isoenzimatica em postos de desembarque impraticavel.

A descoberta da aplicacdo do DNA mitocondrial como marcador
molecular no final da década de 70 (Avise et al. 1979; Brown et al. 1979)
produziu um grande impacto nos estudos moleculares da genética de
populacbes e evolucdo. O mtDNA animal é uma molécula circular pequena,
fechada covalentemente, com tamanho geralmente variavel de 14 a 26kb
(Billington & Hebert 1991). Apresenta um conteudo génico altamente
conservado, representado por dois genes que codificam RNAs ribossémicos

(rRNAs 12S e 16S), 22 genes que codificam RNAs transportadores (tRNAs) e
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13 genes que codificam proteinas envolvidas no transporte de elétrons e na
sintese de ATP. A molécula de mtDNA possui ainda uma regido de cerca de
1kb rica em sequéncias AT, denominada regido controle (D-loop). Apesar de
nao codificante, essa regido € importante, pois contém os promotores de
transcricdo das cadeias leve e pesada, assim como a origem de replicacdo da
cadeia pesada (Clayton 1982). O DNAmt apresenta uma alta taxa de
substituicdo de nucleotideos, cerca de 5 a 10 vezes superior a do DNA nuclear
(Brown et al. 1979; Harrison 1989), o que resulta em altos niveis de variacéo
inter e intraespecifica.

Entre suas possiveis aplicacdes do DNAmt nos estudos genéticos e
evolutivos incluem-se estimativas do grau de variabilidade genética (Avise
1986; Avise et al. 1987; Moritz et al. 1987; Bechenbach et al. 1990); analises de
zonas de contato entre espécies (Ferris et al. 1983; Szymura et al. 1986) e de
fluxo génico (Brown & Chapman 1991; Sanetra & Crozier 2003); estudos de
biogeografia historica (Avise 1987; Sivasundar et al. 2001; Beheregaray et al.
2002) e de caracterizacOes de estrutura populacional (Graves 1998; Stepien &
Faber 1998; Pestano & Brown 1999), além do seu emprego crescente no
campo da sistematica molecular, para inferéncia de relacdes filogenéticas
(Alves-Gomes et al. 1995; Orti et al. 1996; Alves-Gomes 1998; Saitoh et al.
2003; Thacker 2003) e em estudos de conservacao (Beheregaray et al. 2002;
Li et al. 2005).

A identificacdo e manutencdo de estoques diferenciados constituem
elementos de fundamental importancia para o setor pesqueiro, principalmente
por suas relacdes diretas com a produtividade total e uso sustentavel dos

recursos (Carvalho & Hauser 1994), sendo a conservacao da variabilidade
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genética um dos objetivos basicos nos programas de controle e conservacéo
de espécies em perigo (Lacy & Lindenmayer 1995). Essa questdo €
especificamente relevante no ambiente marinho, onde as barreiras fisicas
parecem ser menos expressivas (Avise 1994; Palumbi 1994), sugerindo uma
tendéncia a homogeneizacao genética dos organismos (Ward et al. 1994; Levy
& Cassano 1994; Bonhomme et al. 2002). Contudo, a premissa errbnea de que
populacdes marinhas sdo geneticamente uniformes pode estimular a sobre-
exploragéo, reduzir os niveis de variabilidade, diminuir a producdo comercial

total e até eliminar estoques locais (Kuusipalo 1999).

Segundo Haig (1998), a aplicacdo dos métodos de conservacao deve
ser adotada com base na estrutura das populagbes. Se uma populacdo é
estruturada, sua diversidade deve ser localmente conservada, visto que ja
devem existir adaptacdes locais que seriam perdidas se esta populacdo fosse
misturada com individuos de outras populac¢des. No entanto, se a populagcéo é
homogénea em todos os pontos da sua distribuicdo, pode-se entdo optar pela
concentracdo dos esforcos de protecdo desta espécie em uma determinada
area e utilizar espécimes ai existentes como matrizes para re-colonizacao de
outras areas impactadas, quando houver necessidade.

A variabilidade e diferenciacdo populacional podem ser resultantes da
atuacao de varios fatores tais como a selecdo natural, favorecendo genétipos
ou alelos diferentes em cada subpopulacdo; processos aleatérios na
transmissdo dos alelos a cada geracéo (deriva genética); diferencas ao acaso
nas frequéncias alélicas dos fundadores das subpopulacdes e fluxo génico

entre as subpopulacdes (Hartl 2010).
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O fluxo génico exerce influéncia importante na caracterizacdo da
estrutura populacional de uma espécie, pois determina até que ponto cada
populacdo local pode ser considerada uma unidade evolutiva independente
(Slatkin 1993). O grau e a direcéo do fluxo génico entre populacdes separadas
podem agir como uma forca poderosa atuando na manutencdo ou na
homogeneizacdo das diferencas genéticas (Slatkin, 1987). Desse modo, na
presenca de fluxo génico intenso, as populacbes tendem a evoluir
conjuntamente, uma vez que a migracdo atua na homogeneizacdo das
frequéncias alélicas. Por outro lado, quando o fluxo génico € restrito ou
ausente, cada populacéo tende a evoluir de maneira independente. Embora o
fluxo génico tenda a ser uma forca homogeneizadora, ela também tem o
potencial de promover divergéncias entre subpopulacfes através da criacao e
dispersdo de combinacdes Unicas de alelos (Slatkin 1987), atuando, assim,
como uma for¢a criadora.

Segundo Avise (1994), fatores intrinsecos das populacfes como o grau
de fluxo génico e sua estrutura genética, a mobilidade dos organismos e a
existéncia de barreiras fisicas ou ecoldgicas constituem caracteristicas que
podem ser determinadas, do mesmo modo que caracteristicas
comportamentais como filopatria, histéria de vida dos organismos, padrées de
dispersédo e fluxo génico ligados ao sexo, influencia diferencial da selecao
natural em locos nucleares e mitocondriais, eventos demograficos que rompem
o equilibrio entre fluxo génico e deriva genética e a distancia geografica entre

as populagodes.

Mesmo considerando a crescente captura de tubardes determinada pela

atividade pesqueira, com a continua inclusdo de novas espécies nas listas de
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risco de extincdo e também a inexisténcia de mecanismos apropriados para o
manejo sustentavel das espécies mais exploradas, ainda sdo mundialmente
pouco expressivos 0s estudos sobre a estrutura genética das populacdes
destes peixes. Duncan et al. (2006) elaboraram um primeiro trabalho
filogeografico global para a espécie de tubardo Sphyrna lewini, onde foi
observada uma forte descontinuidade populacional entre os oceanos. No
entanto, o baixo nimero amostral analisado néo possibilitou a determinacao de
estruturas populacionais intra-oceanicas. Outro ponto importante levantado por
estes mesmos autores foi a possibilidade da ocorréncia de uma espécie
criptica no género Sphyrna na amostra do Oceano Atlantico. Para o tubarao C.
limbatus, foi sugerida uma forte estruturacdo entre as populacdes do Atlantico
Oeste (Golfo do México e Caribe) e populacbes do Atlantico Leste (Africa),
oceanos indico e Pacifico, com a existéncia de estoques reprodutores distintos
(Keeney & Heist 2006). No entanto, esta hipotese foi formulada com base em
amostra com pequeno numero de individuos capturados na costa africana
(n=8) e, desta forma, ndo pode ser descartada a idéia de que os haplétipos que
poderiam ser correspondentes aos haplétipos do Atlantico Ocidental
simplesmente ndo teriam sido amostrados. Neste mesmo trabalho também foi
sugerida uma possivel incerteza taxonémica entre C. limbatus e C. tilstoni.
Utilizando uma amostragem global do tubardo Galeorhinus galeus
Chabot & Allen (2009) revelaram a existéncia de estrutura populacional para
individuos amostrados em diferentes oceanos sem, contudo, avaliar as
populacdes de forma restrita a cada um dos oceanos. Na andlise realizada com
amostragem global do tubar&o-baleia Rhincodon typus, n&o foram encontradas

fortes restricbes ao fluxo génico entre os oceanos, tendo sido detectada
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apenas uma moderada diferenciacdo entre a amostra da populacdo do oceano
Atlantico e do indico (Castro et al. 2007).

Em avaliacGes de menor escala, Schultz et al. (2008) identificaram fortes
restricbes ao fluxo génico em populacbes do tubardo-limado Negaprion
brevirostris a partir de amostras coletadas no Brasil, Bahamas (Atlantico Oeste)
e Guiné Bissau (Atlantico Leste). Neste estudo ficou evidente a estruturacao
entre as porc¢des do leste e oeste do oceano Atlantico, bem como a existéncia
de uma moderada diferenciacdo entre as amostras brasileiras coletadas no
hemisfério sul e as amostras das Bahamas, coletadas no Caribe. De acordo
com Chapman et al. (2009) em outro estudo realizado, S. lewini apresenta
uma forte diferenciagdo no Atlantico, com estoques distintos no Golfo do

México, Caribe e América do Sul.

Recentes declinios globais nas populacbes de tubardes tém chamado
muito a atencdo para os efeitos devastadores da sobre-exploragcdo dos
ecossistemas marinhos (Baum et al. 2003). No entanto, interpretacdes corretas
e possiveis corre¢cfes dos valores destes declinios exigem tanto conhecimento
demografico quanto genético dos estoques. Para o desenvolvimento de
mecanismos de controle da pesca adequados a espécie P. kamoharai €
necessario um conhecimento consistente a respeito da biologia populacional,
incluindo a determinacéo da variabilidade genética, fluxo génico e estruturacao
populacional ao longo da distribuicdo da espécie. Assim, este estudo buscou
tais parametros analisando amostras populacionais do Oceano Atlantico,

utilizando sequéncias da regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop).
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OBJETIVOS

Considerando a relevancia dos tubar6es em um contexto ecoldgico geral
e também sua atual importancia mundial como um recurso econémico que
apresenta a urgente necessidade da formulacdo de medidas de conservacao,
este trabalho buscou, de modo geral, fornecer dados a respeito da
caracterizacdo dos estoques e da dinamica populacional do tubardo-crocodilo
Pseudocarcharias kamoharai utilizando marcadores moleculares do DNA

mitocondrial.

Para o desenvolvimento do trabalho, foram relacionados os objetivos

especificos:

e identificar o niumero e a distribuicdo geografica dos haplétipos de DNA
mitocondrial que formam os estoques de P. kamoharai no oceano
Atlantico;

e averiguar se ha ocorréncia de estoques isolados ou um unico estoque
no oceano Atlantico do tubar&do P. kamoharai;

e propor uma hipoétese filogeografica, estabelecendo as relagbes entre as
populacdes desta espécie;

e gerar informacbes que possam subsidiar programas de manejo
adequado e exploracéo sustentavel da espécie de tubardo P. kamoharai

no oceano Atlantico.



Material e Métodos
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MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

O trabalho desenvolvido fez parte de um acordo de colaboracao
cientifica estabelecido entre pesquisadores do Instituto de Biociéncias de
Botucatu - UNESP, do Centro de Ciéncias do Mar da Universidade do Algarve
(CCMAR) e do Instituto das Pescas e do Mar de Portugal (IPIMAR).

As amostras de tecido muscular de tubares da espécie
Pseudocarcharias kamoharai (Matsubara, 1936) foram coletadas por
observadores de bordo em navios da frota industrial portuguesa ao longo da
costa africana ocidental (Oceano Atlantico). Nas andlises desenvolvidas neste
estudo foram utilizadas amostras de 125 individuos de ambos 0s sexos,
coletadas com os registros de posicionamento geografico e demarcadas pelo
Sistema Global de Posicionamento (GPS), sendo 20 amostras provenientes da
regido denominada para este estudo de Equatorial Oeste, 35 amostras da
regido denominada Noroeste Africano, 56 amostras da regido do Golfo da
Guiné e 14 amostras da regido do Sudoeste Africano (Figura 7). Ainda em
campo, o0 material biolégico coletado dos exemplares capturados e
identificados foi acondicionado em frascos contendo etanol a 95% e enviado ao
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBGP), Instituto de Biociéncias —
UNESP, Botucatu, SP. Todas as amostras foram catalogadas e depositadas no
banco de amostras de acordo com as normas do LBGP, credenciado no
Ministério do Meio Ambiente como Fiel Depositario de Amostras do Patriménio

Genético.
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Figura 7. Grupos amostrais de tubardo-crocodilo, P. kamoharai e localidades
dos individuos coletados. Em vermelho, zona Equatorial Oeste ; Amarelo,
Noroeste Africano (zona de Cabo Verde e Mauritania); Verde, Golfo da Guinég;

Azul, SE Atlantico (zona da Namibia).

Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

O DNA gendmico total foi extraido utilizando o kit Phire® Animal Tissue

Direct PCR seguindo o protocolo: 5 ul de Tampéo de diluicdo e 0,125 ul de
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DNA Release Additive uma porcdo de 0,5 mm de diametro do tecido livre de
etanol. Apés a mistura dos reagentes, a solucdo contendo o tecido foi deixada
durante 5 minutos em temperatura ambiente (~24°C) e 2 minutos a 98°C para
desnaturar o DNA Release Additive. ApOs a desnaturacdo a extracdo do DNA

esta pronta para ser usada na Reac¢éo de Polimerase em Cadeia (PCR).

A amplificacdo dos fragmentos da regido controladora do DNA
mitocondrial (D-loop) foi realizada utilizando reagdes em cadeia de polimerase
(PCR) com 10,0 pl de volume final contendo: 3,6 uyl de agua ultra-pura
autoclavada, 5 pl de tampéao 2x Phire® Animal Tissue PCR (que inclui dNTPs e
MgCl,), 0,25 pl de primer Forward (Pro-L 5-AGGGRAAGGAGGGTCAAACT-3)
a 10uM, 0,25 ul de primer Reverse (282H 5-AAFGCTAFFACCAAACCT-3’) a
10 uM, 0,2 ul de Taq DNA Polimerase (Phire® Hot Star 1| DNA Polymerase) e
0,5 pyl de DNA. A PCR seguiu o0 seguinte programa: denaturagao inicial a 98°C
durante 4 minutos; 30 ciclos com denaturacdo a 98°C durante 5 segundos,
55°C durante 5 segundos para anelamento e extensdo a 72°C durante 30
segundos; extenséo final durante 2 minutos a 72°C. Os primers utilizados foram
descritos em Keeney & Heist (2006). Os segmentos de DNA amplificados
foram visualizados apos eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando

Bluegreen®, sob luz azul.
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Figura 8. A esquerda, constatacdo da amplificacdo da regido D-loop em

amostras de individuos de P. kamoharai visualizados apés eletroforese em gel
de agarose a 1%, utilizando BlueGreen®, sob luz azul. A direita,

eletroesferograma de uma sequéncia de um individuos de P. kamoharai.

Uma reacao de purificacao enzimatica foi realizada utilizando ExoSAP-IT® para
0 preparo das amostras amplificadas, antes das reacbes de sequenciamento
de DNA. As reacdes de sequenciamento foram realizadas a partir do seguinte
protocolo: para cada amostra 2ul de pré-mix (fornecido no kit - Dye-
Terminator), 2ul de produto de PCR purificado e 2ul de cada primer F (F - 5
CTC CCA AAG CCAAGA TTC TG - 3 and R & - GGC TTA GCA AGG TGT
CTT CTT GG - 3’) (10uM) sintetizado e descrito por (Mendonca et al. 2009), em
termociclador. Em seguida, a composicdo nucleotidica destes fragmentos foi

determinada no sequenciador automatico ABI 3130.

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

al. 2003).

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) foi
realizada para testar a heterogeneidade genética espacial entre os haplotipos
do mtDNA com a aplicacdo do programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer
2010) que utiliza a estatistica F de Wright (1951, 1965). Nestas analises foram
avaliadas as subdivisbes das variacbes genéticas. Para a andlise de
estruturacdo populacional segundo Wright (1978), os valores de Fst entre 0 e
0,05 configuram uma baixa estruturacdo genética; entre 0,05 e 0,15, uma
estruturacdo moderada; entre 0,15 e 0,25, uma estruturacdo alta e acima de
0,25, uma forte estruturacdo genética. A significancia estatistica da Fst é
determinada pelas permutacbes nao-paramétricas, considerando-se 1000
permutacdes (Excoffier et al. 2005). As regides geograficas mais proximas
foram agrupadas para avaliar a heterogeneidade genética dentro e entre as
regibes e em pares de regides. A matriz de distancia genética e a arvore de
haplétipos foram obtidas utilizando o programa MEGA 5.0 (Tamura et al. 2011)
e as redes de haplotipos foram elaboradas com critérios de parciménia

estatistica utilizando o programa Network 4.6 (Bandelt et al. 1999).



Resultados
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RESULTADOS

O sequenciamento da regidao controle do DNA mitocondrial de 125
individuos da espécie P. kamoharai resultou em 747 nucleotideos analisaveis,
com 15 sitios polimorficos, originando 22 haplétipos (Tabela 1). As frequéncias
nucleotidicas observadas foram de A=0.317, T=0.342, C=0.207 e G=0.134. As
diversidades haplotipicas (h) e nucleotidicas (1) foram h=0,627 e m=0.00167,
respectivamente. O valor obtido para a diversidade genética para a espécie
ficou em 0,4474+0,1367. O haplétipo (1) mais comum, compartilhado por 74
individuos, foi encontrado em individuos de todas as regides estudadas (Tabela

2).

As diversidades haplotipicas e nucleotidicas totais apresentaram altos
indices de diferenciacdo, sendo a maior diversidade observada entre os
individuos do grupo amostral da Golfo da Guiné (h=0.711, 7m=0.00187) e a
menor diversidade foi identificada entre os individuos do Equatorial Oeste

(h=0.447, m=0.00125) (Tabela 2).
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Tabela 3. Estatisticas populacionais de P. kamoharai: n, tamanho amostral; N,

namero de haploétipos; h, diversidade haplotipica; r, diversidade nucleotidica.

Localidade n N h n
Equatorial Oeste 20 6 0,447 0,00125
Noroeste Africano 34 10 0,617 0,00171
Golfo da Guiné 57 14 0,711 0,00187
Sudoeste Africano 14 4 0,495 0,00138
TOTAL 125 22 0,627 0,00167

Na estimativa de diferenciacdo genética pelo método de Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) observa-se que ndo ha estruturacdo entre todas

as localidades estudadas (Fst=0.00125) (Tabela 4).

Tabela 4. Diferenciacdo genética Fst entre os pares de populacdes de P.

kamoharai. Nivel de significancia de p<0,05 em1000 permutacdes.

Equatorial Noroeste Golfo da Sudoeste
Oeste Africano Guiné Africano

Equatorial Oeste 0,00000

Noroeste Africano -0,01628 0,00000

Golfo da Guiné 0,02274 -0,00399 0,00000

Sudoeste Africano -0,04497 -0,003543 -0,00275 0,00000
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Tabela 5. Valores de Fst encontrados para os agrupamentos arbitrarios feitos a
partir da proximidade geografica dos individuos amostrados de P. kamoharai.
Nenhum destes valores obteve significancia estatistica (p<0,05). Legenda: A:

Equatorial Oeste, B: Noroeste Africano, C: Golfo da Guiné e D: Sudoeste

Africano.
Hipéteses de Estruturagéo Fst P % da variagéo

1 AB /CD -0,00120 0,48485 0,84
2 AC/BD -0,00542 0,51222 0,84
3 AD/BC 0,00547 0,50831 1,93
4 ABC/D -0,01958 0,50538 -2,26
5 A /BCD 0,00125 0,49071 0,79
6 B /ACD -0,01093 0,51222 -1,77
7 C/ABD 0,00596 0,50342 3,5
8 A/BC/D -0,00418 0,52297 -0,18
9 A/BD/C -0,00044 0,53763 3,44
10 A/CD/B -0,00414 0,55230 -0,40

Como a rede haplotipica (Figura 9) e o dendograma (Figura 10.) ndo
sugeriram agrupamentos geograficos, foram construidos reagrupamentos
arbitrarios hipotéticos entre grupos amostrais geograficamente mais proximos.
Estes agrupamentos e seus respectivos valores de Fst encontram-se descritos

na Tabela 5.
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Figura 9. Rede de haplétipos com o agrupamento das localidades de coleta de
P. kamoharai. Os tamanhos dos circulos estdo em proporcéo as frequéncias
dos haplétipos. Em vermelho séo individuos no grupo amostral do Equatorial
Oeste; em amarelo da Noroeste Africano; em verde do Golfo da Guiné e em
azul do Sudoeste Africano. Os numeros apresentados referem-se aos

haplétipos mais frequentes e encontrados em todas as regides amostradas.
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Figura 10. Arvore de haplétipos de P. kamoharai construida utilizando o
método Neighbor-Joining, com modelo evolutivo Kimura 2p e com 1000

réplicas de bootstrap.
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Na rede de haplétipos e no dendograma elaborado utilizando apenas o0s
haplétipos encontrados, ndo foram observados agrupamentos relacionados

geograficamente que indicasssem a existéncia de estruturacéo populacional.



Discussao
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DISCUSSAO

O tubar&o-crocodilo P. kamoharai é encontrado em todos os oceanos,
entre as latitudes 44°S e 37°N. No entanto, sua distribuicdo € mais
heterogénea quando comparada com a distribuicdo de outras espécies com
grande capacidade de migracdo como atuns, espadartes e outras espécies de
tubarbes pelagicos, tais como o tubardo azul (Prionace glauca) e o tubaréo
galha-branca (Carcharhinus longimanus) (Last & Stevens 1994). De um modo
geral, o tubardo-crocodilo parece apresentar uma distribuicdo limitada a
ambientes especificos. A espécie é abundante no Oceano Pacifico Tropical,
mas rara em regioes subtropicais (Bailey et al. 1996, Molony 2005). Romanov
et al. 2008 disseram ter encontrado um padrdo oposto no Oceano indico, onde
a espécie € abundante em regifes subtropicais e rara nos trépicos. No Oceano
Atlantico tropical ocidental, Hazin et al. (1990) forneceram a primeira evidéncia
de que esta espécie era relativamente comum.

Romanov et al. (2008) sugerem que a abundancia da espécie P.
kamoharai estd aumentando no Oceano Indico devido a diminuicdo da
abundéancia de grandes predadores de topo, como o0s grandes tubardes,
tele6steos e mamiferos marinhos. Contudo, ndo ha registros sobre a predacao
da espécie por qualquer predador de topo que possam apoiar estas
observacdes.

No presente estudo pode ser observado que P. kamoharai foi capturado
em uma faixa latitudinal relativamente extensa, sendo o0 maior niumero de
individuos capturados em regifes préximas ao equador no oceano Atlantico.

Amorim et al. (1998) descreveram uma baixa abundancia de P. kamoharai no
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sul do Brasil, entre as latitudes: 17°S e 35°S. Da mesma forma, os dados
obtidos nas coletas realizadas para este estudo, as frequéncias desta espécie
também parecem ser menores ao Sul do continente africano.

A maioria das popula¢gdes naturais sdo, de modo geral, agrupadas em
subpopulacdes menores, entre as quais geralmente ocorrem cruzamentos.
Quando héa estruturacdo populacional, € quase inevitavel que ocorra alguma
diferenciacao genética entre as subpopulacdes, ou seja, as frequéncias alélicas
entre as populacdes se tornam diferentes. Essa diferenciacdo genética pode
resultar da ocorréncia do processo de selecdo natural em favor dos diferentes
genotipos em populacdes distintas, mas também pode resultar de processos
aleatorios na transmissao dos alelos de uma geracao para a proxima, ou ainda
de diferencas casuais na frequéncia alélica entre os fundadores iniciais das

subpopulacdes (Hartl 2010).

Baixos indices de diversidade nucleotidica sdo comuns em estudos
realizados utilizando a regido controle do mtDNA como marcador molecular em
tubardes, tanto entre as espécies pelagicas quanto costeiras. Para Carcharias
taurus, Ahonen et al. (2009) encontraram valores de 1m=0,0041 £ 0,00003 e em
estudos com Galeorhinus galeus e Carcharhinus limbatus, os valores de
diversidade nucleotidica foram 1m=0,0071 £ 0,0037 e 1=0,00214 + 0,0130,

respectivamente (Keeney & Heist 2006, Chabot & Allen 2009).

Entre os representantes dos tubardes pelagicos, os valores de
diversidade nucleotidica encontrados tém se mostrado relativamente baixos,
como descrito por Hoelzel et al. (2006) em um estudo realizado com o tubaréo-
peregrino Cetorhinus maximus, onde foram encontrados valore de 1=0,0013 £

0,0009. Para o tubarao baleia, foram encontrados valores de 1m=0.0011+0.006
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e para uma das espécies de tubardo-raposa (Alopias. superciliosus) foi
encontrado um valor de 11=0,00140 + 0,00047 (Morales et al.). Estes valores se
apresentam similares aos encontrados para a espécie Pseudocarcharias
kamoharai no presente estudo (1m=0.00167) e tais resultados reforcam a
hipotese de que tubardes pelagicos apresentam uma variabilidade genética
que pode ser considerada muito baixa em relacdo aquela encontrada entre as

espécies costeiras.

O valor de diversidade haplotipica encontrado no presente estudo
(h=0.627) também pode ser considerado baixo quando comparado aos de
outras espécies de tubardes pelagicos. Em C. taurus, o valor de diversidade
haplotipica encontrado foi de h=0,725 + 0,0002 (Ahonen et al. 2009) e estudos
com G. galeus, C. limbatus e C. maximus revelaram valores de h=0,92 + 0,01,
h=0,805 + 0,018 e h=0,720 + 0,028, respectivamente, para estas espécies
(Hoelzel et al. 2006, Keeney & Heist 2006, Chabot & Allen 2009). Para outros
elasmobranquios como Rhincodon typus, Sphyrna lewini, Rhizoprionodon
lalandii, Stegostoma fasciatum, os valores de diversidade haplotipica foram de
h=0,80 £ 0,020, h=0,974 + 0,008, h=0,8239 e h=0.484+0.112, respectivamente
(Duncan et al. 2006, Castro et al. 2007, Mendonca et al. 2009b & Dudgen et al.
2009). A Tabela 6 abaixo ilustra valores de diversidade nucleotidica e
haplotipica de algumas espécies de tubarbes e de outros vertebrados

pelagicos.

Pelas analises de variancia molecular entre toda a area de estudo foi
observada a inexisténcia de estruturacdo populacional para a espécie P.

kamoharai, que apresentou o valor de Fst=0.00125, caracteristico de
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populacdes panmiticas com alto grau de fluxo génico entre individuos de toda a

area de distribuicio da espécie.

Nas analises de estruturacdo populacional através de cenarios
hipotéticos, também néo foi observado qualquer agrupamento que pudesse
caracterizar diferenciagcdo populacional entre o0s grupos amostrais. Nas
hipoteses 4 e 5, consideradas com maior probabilidade da existéncia de
possivel estruturacdo devido as disposicbes geograficas das amostras,

também nao foram observados indicios de diferenciagcéo populacional.

Tabela 6. Diversidade da regido do mtDNA em algumas espécies de
vertebrados pelagicos (Elasmobranquios, Teledsteos, Quelbénios e Cetaceos).

Espécie Diversidade Nucleotidica (1) Diversidade Haplotipica (h) Referéncias
Cetorhinus maximus 0.0013+0.0009 0.72040.028 Hoelzel et al. (2006)
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)
Sphyrna lewini 0.013+0.0068 0.80+0.02 Duncan et al. (2006)
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)
Mustelus schimitti 0.0015 0.226 Pereyra et al. (2010)
Galeorhinus galeus 0.0071+0.0037 0,92+0,01 Chabot & Allen (2009)
Rhincodon typus 0.0011+0.006 0.97+0,01 Castro el al. (2007)
Triakis semifasciata 0.0067 Lewallen et al. (2007)
Rhizoprionodon lalandii 0.004843+0.002941 0.8239 Mendongca et al. (2009)
Alopias superciliosus 0.00140 + 0.00047 0.123 £ 0.00142 Morales et al.
Stegostoma fasciatum 0.089+0.086 0.48440.112 Dudgen et al. (2009)
Thunnus obesus 0.054 0.98-1.0 Martinez et al. (2006)
Xiphias gladius 0.0148+0.0005 0.997 Lu et al. (2006)
Thunnus thynnus 0.015 0.991 Carlsson et al. (2004)
Acanthocybium solandri 0.053 0.999 Garber et al. (2005)
Caretta caretta 0.0236+0,0121 0.579+0.028 Bowen et al. (2004)
Physeter macrocephalus 0.002+0.0003 0.86 Lyrholm et al. (1996)
Orcinus orca 0.0053+0.0031 0.874+0.013 Hoelzel et al. (2002)
Tursiops truncatus 0.013-0.024 0.42-0.92 Natoli et al. (2004)
Delphinus delphis 0.012-0.021 0.853-1.0 Natoli et al. (2006)
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A topologia da rede de haplétipos gerada para os grupos amostrais de P.
kamoharai denota as divergéncias genéticas entre os individuos analisados,
sem, contudo, apresentar correlacdes entre os diferentes ramos e as
distribuicbes geograficas dos haplotipos. Na rede de haplétipos também é
observado um padréo caracteristico de populacdes ndo estruturadas. Tais
resultados reforcam a hipdétese de ndo haver estruturacdo populacional entre
0S grupos amostrais analisados, o que da indicacao de que todos os individuos
fazem parte de uma Unica populacdo e um de mesmo estogue no oceano
Atlantico, ndo havendo diferencas significativas para agrupa-los em populacdes

distintas.

A néo significancia estatistica de Fst e o fato de a grande maioria dos
exemplares de P. kamoharai estudados apresentarem expressiva identidade
em parte da regido controle do mtDNA pode demonstrar a auséncia de
estruturacdo populacional da espécie na regido amostrada e tais informacoes
sugerem, portanto, a existéncia de um unico estoque da espécie no oceano
Atlantico. Um estudo global realizado com o tubardo-frade (C. maximus)
também caracterizou auséncia de estruturacdo genética entre as amostras
estudadas, com valores ndo significativos de Fst (Hoelzel et al. 2006). Por
outro lado, embora ambas as espécies sejam consideradas grandes
migradores pelagicos, Castro et al. (2007) encontraram estruturagdo
populacional significativa entre as amostras de tubardo-baleia (R. typus)
analisadas num estudo global envolvendo individuos capturados no oceano
Atlantico, Oceano Indico e Pacifico, sendo que boa parte dos haplétipos

encontrados nos exemplares do Atlantico mostrou-se exclusiva.
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Estes resultados demonstram a necessidade de estudos genéticos e sua
importancia na historia evolutiva dos organismos, bem como para o manejo das
espécies exploradas comercialmente. Estudos filogeograficos que apresentem
amostragens abrangentes e em escalas geograficas apropriadas, incluindo
habitats com caracteristicas ecoldgicas diferentes (como a oceanica e a
continental, tropical ou subtropical) tém uma chance maior de detectar
unidades evolutivamente significativas, que tornariam possivel o
desenvolvimento e aplicacdo de medidas de conservacdo adequadas (Rocha

et al. 2007).

Mesmo com a crescente conscientizagcdo sobre a vulnerabilidade da
maioria das espécies de tubardes e raias a exploracdo pesqueira (Camhi et al.
1998), trabalhos sobre a estrutura populacional de muitas espécies de tubardes
pelagicos vém sendo publicados atualmente em uma maior frequéncia.
Contudo, sé&o necessarios mais trabalhos envolvendo um maior nimero de
localidades amostradas, pois como essas espécies habitam grandes areas dos
oceanos, torna-se necessario realizar em certos casos uma amostragem global
da espécie e, deste modo, possibilitar a elaboracédo de planos adequados de

manejo para estas espécies.

Neste contexto, estudos populacionais utilizando marcadores
moleculares, como no presente estudo, constituem uma importante ferramenta
para a caracterizacdo da estrutura genética populacional das espécies
pelagicas frequentemente pescadas e que devem ser levados em consideracao
para a formulacdo de planos de conservagédo e manejo. Como a ocorréncia do

tubardo-crocodilo abrange extensas areas do oceano Atlantico, esforcos e
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cooperacao internacionais serdo necessarios para a criacdo de um plano eficaz

e sustentavel de manejo e conservacgao desta espécie.

A expansdo dos mercados globais por produtos de tubardo e do
crescimento da pesca em alto-mar tém intensificado a pressédo de exploracdo
dos tubarbes de mar aberto. A expansao da captura tem ocorrido na auséncia
de programas abrangentes de coleta de dados e regimes sustentaveis de
gestdo da pesca. Os estudos para avaliar os impactos da pesca industrial
efetuada em ambientes pelagicos sobre os tubarbes devem ser expandidos
através da acdo conjunta de recursos cientificos, com 0 manejo desses
recursos sendo realizado pelos paises pesqueiros e por organizacfes regionais
de gestdo de pesca, como recomendado pela FAO no International Plan of
Action (IPOA) para tubarbes (FAO, 1999), CITES e IUCN (Cavanagh et al.

2009).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os atuais niveis de sobrepesca aos quais o0s tubarbes tém sido
submetidos vém causando drasticos declinios populacionais em diversas
espécies, colocando varias delas nas listas de risco iminente de extingdo. Entre
os tubardes impactados pela pesca, a espécie Pseudocarcharias kamoharai,
com ocorréncia em todos 0s oceanos tropicais, encontra-se classificado como
“Quase Ameacado”, de acordo com a Unido Internacional para a Conservagao
da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN). Embora a espécie ndo seja
relacionada entre os tubares com valor comercial, sua captura “acidental” é
bastante frequente. Considerando a importante relacdo entre a sustentabilidade
de recursos pesqueiros com as caracteristicas genético-populacionais, torna-se
evidente a necessidade do conhecimento a respeito dos niveis e diversidade
genética e sua distribuicAo geografica, padroes de fluxo génico e

caracterizagcao de unidades evolutivas significativas.

No presente trabalho apresentam-se 0s primeiros resultados sobre a
estrutura genética populacional do tubardo-crocodilo ou tubardo-cachorro, P.
kamoharai, utilizando sequéncias da regido controladora do DNA mitocondrial
de grupos amostrais representativos do Oceano Atlantico. Em todas as
andlises efetuadas observam-se indices relacionados a auséncia de
estruturacdo populacional, caracterizando um alto grau de fluxo génico em toda
a area geografica amostrada. Para fins de gestdo da pesca visando a
conservacao desta espécie, pode-se sugerir a existéncia de um unico estoque

de P. kamoharai nas localidades amostradas. No entanto, do ponto de vista
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genético, a caracterizacdo de um unico estoque ndo deve ser considerado
como um indicativo de status favoravel a pesca. Os indices de moderada a
baixa variabilidade genética encontrados podem representar um risco ao
potencial evolutivo da espécie, além de promover uma menor habilidade
populacional de resposta as alteracbes ambientais, podendo levar a espécie a

um risco efetivo de extingao.

Para o conhecimento abrangente a respeito das populacbes de P.
kamoharai, viabilizando a manutencdo genética da espécie, mantendo-se 0s
niveis atuais de captura, recomendam-se avalia¢des continuadas a respeito da
variabilidade genética remanescente. Por outro lado, torna-se necessaria e
fundamental a continuidade e complementacéo deste estudo, compreendendo
grupos amostrais que sejam representativos de toda a area de distribuicdo da

espécie.
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