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RESUMO

Dentre os tubardes explorados pela pesca, as espécies costeiras
circunglobais apresentam uma maior complexidade na avaliagdo e monitoramento
de suas populagdes, devido as suas distribuicbes em vastas areas geograficas.
Destas, o tubardao-cabeca-chata, Carcharhinus leucas, ocorre em todos os estados
costeiros do Brasil, havendo registros de capturas também no Rio Amazonas e no
interior da Lagoa dos Patos/RS. Sua ocorréncia em areas estuarinas e de agua doce
torna-o mais vulneravel a impactos humanos no ambiente marinho, e, por outro lado,
faz com que a mesmo tenha muito mais contato com o homem do que outras
espécies de tubardes grandes. Atualmente C. leucas ¢é a terceira espécie de tubaréo
mais procurada para a obtengcado de nadadeiras, sendo sua pesca registrada em toda
a zona litoranea brasileira. No entanto, informag¢des basicas para o manejo da
pesca, tais como a caracterizacdo da estrutura genética populacional, com a
identificacdo dos niveis de variabilidade, identificacdo de possiveis restricoes
geograficas ao fluxo génico e da existéncia de populagdes locais ainda permanecem
pouco conhecidas. Tais aspectos sao especialmente relevantes para o setor
pesqueiro e podem fornecer subsidios para o manejo e conservagao de estoques.
Considerando a urgente necessidade de controle sustentavel da pesca, este estudo
buscou caracterizar a estrutura genética populacional do tubardo cabega-chata no
Atlantico Ocidental, abrangendo uma area compreendida entre Estados Unidos e
Brasil, utilizando marcadores moleculares do DNA mitocondrial. A partir da extragao
de DNA de 112 amostras da espécie C. leucas de duas regides distintas, foz do Rio
Amazonas e Flérida, foram realizadas analises genéticas para a analise populacional
da espécie. Os resultados revelaram nivel de diversidade genética extremamente
baixo na populacdo presente na foz do Rio Amazonas, sendo um dos niveis mais
reduzidos entre todas as espécies de elasmobranquios ja estudadas. O mesmo nao
ocorrendo na populacdo da Florida, que apresentou 16 haplotipos. A analise
comparativa entre as populagcbes mostrou que existe forte estruturacao
provavelmente relacionada a comportamentos de filopatria desta espécie, como
observado em outros tubarbes, ou também por mecanismos de isolamento por

distancia.

Palavras-chave: D-loop, biodiversidade marinha, tubarées, Carcharhinus leucas.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt s st 01
L L ESPACIE ..ottt ettt ettt ettt b ettt enb et et e aeeaeeaeereens 01
1. 2 Exploracéo Pesqueira de TUDArGES ...........ccooveeeueeieciieeeeeeeee e 03
1. 3 Plano de AGA0 para a CONSEIVAGAD ...........cc.eeveeeveeeeereereeteeteeete e e eteeereere e eveeae e e 05
1. 4 Estruturas Geneético-populacionais.............c.coeeeveeiiirieciieieceeeeeeeeeee e 06
O 1= T8 I Y SR 10
3. MATERIAIS E METODOS ........oiieieieeeieeeseteesseeisss st ses s ses s sss s sssansss s, 11
3.1 Coleta das AMOSIIAS. .....ccerieeieiieieieiente sttt ettt ettt sttt ese e st eseenaensensessessesaeeseenens 11
3.2 Extrac8o do DNA GENOMICO ......c.eovuiiiieeiietieieeeeeeteete ettt et sae e ae e 12
3.3 Amplificac@o dos Genes MitOCONAIIAIS. ........c..ccueeuiecvieiieieecieeie et 13
3.4 Purificacdo das Amostras Amplificadas .............cccoeieiieiiciciiiieeeeeeeeeeeeee e, 15
3.5 Reacdo PCR de SeqUENCIAMENTO............ccuevuieiieeieeiieieeeeeteete ettt 15
3.6 Purificacdo da Reagdo de SequenCiamento ..........c.ccuieieeuieiiieieeiecieeee et 16
3.7 SEQUENCIAMENTO ......vievieieteeieeieeeeeitet ettt ettt e st e b e tesbeeaeeseessessessesessessesseeseeseesens 17
3.8 ANALISE A0S DAUOS ......cvevieeieiieiieiieiet ettt ettt ettt et e sa s s b e saeebeeaeeseenens 17
O e 1 1 R 1N I 2 P 18
5. DISCUSSAO E CONCLUSAO ..ottt 24

B. REFERENCIAS ..o e et e e e e e et e et e e e et e e ee e et et e et e eseer e 26



1. INTRODUCAO

1.1 Espécie

A espécie Carcharhinus leucas (Muller & Henle 1839), mais conhecido como
tubarao cabeca-chata, da familia Carcharhinidae, ordem Carcharhiniformes, € assim
chamado pelo formato pontiagudo da cabega, pelo seu aspecto robusto e sua
agressividade, sendo um dos tubarbes de grande porte mais comuns em zonas
litoraneas.

A espécie apresenta distribuicdo mundial em ambientes tropicais e
temperados quentes, com ocorréncias sazonais em aguas frias temperadas
(Compagno 1984). Embora seja uma espécie marinha, C. leucas € conhecido por
sua predilegdo pela agua doce, encontrado em rios e estuarios, ocorrendo até em
lagos na América Central. Também ja foram encontrados a mais de 3.000 km do
delta de alguns rios, incluindo os rios Amazonas e Mississippi (IUCN 2013).

No Brasil existem registros de C. leucas em todos os estados costeiros, desde
capturas ocorridas no Rio Amazonas associadas as partes de aguas claras, até
registros histéricos da presenga da espécie no interior da Lagoa dos Patos/RS,
sendo o ultimo exemplar coletado na década de 1980 (Soto & Nisa-Castro-Neto
1993). Na area do complexo lagunar-estuarino Cananéia-Parangua, provavel area
de bercario desta espécie, a captura ainda é regular, enquanto o litoral de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul registram a ultima captura desta espécie, uma fémea
adulta, em janeiro de 1989 (Soto & Nisa-Castro-Neto 1993; Soto & Mincarone 2004).
Até o momento, nenhum programa especifico de gestao da pesca é conhecido para
esta espécie e o0 unico estudo realizado para acessar a estrutura genética
populacional de C. leucas demonstrou forte restricio ao fluxo génico entre

populagées da foz do Rio Amazonas e Golfo do México (Karl et al. 2011).



Fig. 1 — Carcharhinus leucas (Miiller & Henle, 1839) (Compagno 1984).

O frequente aparecimento em areas estuarinas e de agua doce do tubardo
cabecga-chata torna-o mais suscetivel a impactos humanos. Eles normalmente se
deparam com o homem quando estdo em aguas de baixa salinidade, e sao,
portanto, sujeitos a maior pressado de pesca e mudangas ambientais associados a
modificagdo do habitat.

A espécie apresenta tamanho maximo de aproximadamente 340 cm e peso
de aproximadamente 230 kg, consumindo outros peixes, incluindo outros tubardes, e
atuando como um dos principais responsaveis pelos ataques em humanos.

Na maioria das situacdes, ndo sdo espécie-alvo da pesca, entretanto sao
apanhados como pesca acidental. A espécie ja foi explorada comercialmente por
sua pele, 6leo de figado e carne, mas atualmente suas barbatanas sao a principal
demanda, assim como de muitas outras espécies de tubardes.

Segundo a IUCN (2013), esta espécie foi considerada mundialmente como
“Quase Ameacada”. A avaliacao foi baseada em dados de pesquisas realizadas por
Fowler et al. em 2005.
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Fig. 2 — Distribuicdo da espécie Carcharhinus leucas (laranja). (IUCN 2013).

Ainda que o tubardo cabecga-chata seja raramente a espécie-alvo da pesca
comercial, muitas vezes é pego como captura acessoéria e sua abundancia em
habitats costeiros torna-o grande alvo da pesca artesanal. Quando capturado, a
carne € consumida por seres humanos ou utilizada em farinha de peixe, além de o
couro ser aproveitado, as barbatanas em sopa e o figado como fonte de vitamina.

Ha diversas espécies de elasmobranquios inclusas prioritariamente em planos
de conservagao, entre elas Carcharhinus longimanus (Poey 1861), Sphyrna zygaena
(Linnaeus 1758), Alopias superciliosus (Lowe 1841), Prionace glauca (Linnaeus
1758), Isurus oxyrinchus (Rafinesque 1810), Galeocerdo cuvier (Péron & Lesueur

1822) e a espécie do presente estudo, C. leucas (Muller & Henle 1839).

1.2 Exploragéo Pesqueira de Tubardes

O conhecimento a respeito da diversidade de espécies de elasmobranquios

tem sido amplamente revisado nas ultimas décadas. Compagno (1984) estimou a



existéncia de um minimo de 376 espécies de tubardes e 494 espécies de raias em
todo o mundo. Posteriormente, este numero foi ampliado para 395 espécies de
tubarbes e 526 espécies de raias (Compagno 1999). De acordo com o ultimo
levantamento realizado por Ebert & Compagno (2007), o grupo dos tubarbes é
composto por 8 ordens, 34 familias e aproximadamente 500 espécies, sendo
reconhecidas entre as raias 5 ordens, 20 familias e 574 espécies. Em aguas
brasileiras sao reconhecidas 81 espécies de tubardes e 55 espécies de raias
marinhas (Menezes et al. 2003). A grande variacdo do numero de espécies descritas
nas ultimas décadas reflete o estado de conhecimento ainda insipiente a respeito da
biodiversidade deste grupo e, embora a necessidade de medidas urgentes de
conservagao tenha recebido destaque nos ultimos anos, acdes efetivas para auxiliar
no manejo, controle da exploragdo pesqueira e recuperagdo das populagdes que
estao sendo exploradas ainda nao sao efetivas no Brasil.

Até ha pouco tempo, a captura de elasmobranquios em todo o mundo podia
ser considerada quase totalmente como uma ocorréncia incidental, embora sempre
tenha havido comercializacdo da carne e de subprodutos destes animais. No
entanto, nas ultimas duas décadas, esse quadro se alterou drasticamente e, com a
crescente valorizacdo das nadadeiras comercializadas principalmente na Asia, as
pescarias de tubardes passaram a ser direcionadas a diversas espécies. Nos dados
estatisticos da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) sobre
a exploragao pesqueira mais recente foi registrado no ano de 2009 a captura
mundial de 720.000 toneladas de elasmobranquios, com cerca de 546.000 toneladas
de tubardes e o restante de raias. Deste total, cerca de 300.000 toneladas foram
capturadas apenas no Oceano Atlantico, sendo o Brasil responsavel pela captura de
aproximadamente 21.000 toneladas (FAO 2012). A partir do ano 2000, o Brasil
passou a ser considerado pela IUCN como um dos seis paises que mais capturam
elasmobréanquios em todo o mundo, sendo incluido na categoria “Major Shark fishing
State” (Lack & Sant 2006).

Em um contexto global, varias espécies de tubardes e raias tém sido incluidas
nas listas de risco iminente de extingdo da International Union for Conservation of
Nature e Natural Resources — IUCN (Camhi et al. 1998). Entre os tubarées mais
explorados, as espécies pelagicas, assim como as espécies costeiras circunglobais,
apresentam uma maior complexidade na avaliagcdo e monitoria de suas populagcdes

devido as suas distribuicbes em vastas areas geograficas (Baum et al. 2003). Desta



forma, o efeito global das capturas ainda permanece desconhecido para a grande
maioria das espécies (Castro et al. 1999). No Atlantico Norte, onde a disponibilidade
de informagbes tem sido um pouco mais consistente, pode-se destacar diversas
especies que ja apresentam drasticos declinios populacionais. Para as espécies de
tubardo-martelo Sphyrna zygaena, S. lewini e S. mokarran foram constatadas
reducdes populacionais de até 89%. Entre as espécies de tubardo-raposa Alopias
superciliosus e A. vulpinus observa-se a redugdo de cerca de 80% em seus
estoques. A espécie Carcharhinus longimanus, conhecida como tubardo galha-
branca, apresenta reducao populacional de 70%. Para os tubarées mais capturados
em todo o mundo, Prionace glauca (tubarao azul) e Isurus oxyrinchus (mako) as
reducdes registradas séo de cerca de 60% e 50%, respectivamente. Ainda, para os
tubardes costeiros de grande porte, tais como o tubarado-tigre Galeocerdo cuvier e o
cabeca-chata Carcharhinus leucas, sao registrados declinios populacionais de até
65% (Compagno 2001; Baum et al. 2003). Obviamente, a conservagédo efetiva
destas espécies requer a organizagao de programas de cooperacgao internacional
(Baum et al. 2006).

1.3 Plano de Acéao para a Conservacgao

Embora a IUCN considere a espécie Carcharhinus leucas quase ameagada, o
seu comportamento costeiro e a frequéncia em agua doce o torna um alvo mais facil
de pesca, como também particularmente vulneraveis a modificacdo do habitat e a
poluicdo causada pelas atividades humanas. Pesquisas sao evidentemente
necessarias para determinar o status de C. leucas, permitindo, posteriormente,
medidas de conservagao adequadas a serem implementadas para garantir o futuro
da espécie.

Para a adogao de medidas efetivas para a conservagao das espécies de
tubardes que apresentam distribuicdo global, torna-se necessaria a participagao
conjunta de diversas nacdes. Em 1999 foi criado um Plano de Agao Internacional
para a Conservacdo e Gestdo dos Tubardes (IPOA-Sharks) pela Comissdo das
Pescas (COFI) da Organizagdo das Nagdes Unidas Para Alimentagdo e Agricultura
(FAO), dando origem a diversos planos nacionais com metas em comum para os
paises participantes, entre os quais o Brasil, EUA, Inglaterra, Australia, Canada,

Malasia, paises do Mediterraneo, Equador, Senegal, entre outros. No Brasil este



plano foi elaborado em 2005 pela Sociedade Brasileira para o Estudo dos
Elasmobranquios — SBEEL. Contudo, somente em 2009 o Ministério do Meio
Ambiente — MMA aprovou a Proposta de Plano de Gestdo para o Uso Sustentavel
do Grupo de Elasmobranquios Sobre-explotados ou Ameagados de Sobre-
explotagdo no Brasil, conferindo prioridade para a pesquisa, gestdo e conservagao
das espécies listadas na Instrugao Normativa do IBAMA de 2004, como ameacgadas
de extingao, sobre-explotadas ou ameagadas de sobre-explotagédo. Foi estabelecido
0 prazo maximo de cinco anos para o desenvolvimento e implantagdo de planos de
recuperacao de espécies ameagadas e planos de gestdo para os estoques em risco
de agravamento.

Entre as prioridades estabelecidas no plano nacional constam pesquisas que
visem a caracterizagdo genética populacional dos estoques, monitoria das areas
protegidas ou areas de bercgario, monitoria dos desembarques nos principais portos
comerciais para a obtencdo de dados populacionais, pesquisas para a identificacdo
de areas prioritarias e ainda, o estimulo a trabalhos de pesquisa em conjunto e para
participacdo em féruns internacionais para espécies que constituam recursos
compartilhados (IBAMA 2009).

1.4 Estruturas Genético-populacionais

Na Convengao sobre Diversidade Bioldgica ocorrida durante a Conferéncia
das Nacodes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento realizada em 1992, foi
acordada pela comunidade mundial a utilizagao sustentavel de seus componentes e
a partilha justa e equitativa dos beneficios decorrentes da utilizagdo dos recursos
genéticos, como parte de um compromisso com o desenvolvimento sustentavel
global. Tal determinagdo representou um passo dramatico para a conservagao
biolégica, sendo esta convengdo considerada como o primeiro acordo global
abrangente para abordar todos os aspectos da diversidade biologica. Além disso,
reconheceu que a conservacado da diversidade bioldgica se apresenta como uma
preocupagao comum da humanidade e uma parte integrante do processo de
desenvolvimento.

Nos ultimos anos, uma representativa parcela da comunidade cientifica
mundial tem se dedicado ao conhecimento relacionado a diversidade bioldgica e a

conservagao dos recursos genéticos, utilizando desde as tradicionais técnicas para



os estudos de DNA até as mais recentes inovacgdes biotecnologicas aplicadas em
analises intra e interespecificas para avaliacido de processos evolutivos, estimativas
do grau de variabilidade genética, analises de zonas de contato entre espécies, fluxo
génico, biogeografia histérica, caracterizagdbes de estruturas populacionais,
sistematica molecular, inferéncia de relagdes filogenéticas, e identificagdo especifica
de espécimes processados, entre outras (Avise 1986; Orti et al. 1996; Bermingham
& Avise 1986; Beheregaray et al. 2002).

Neste contexto, os bancos de material genético, que tém como objetivo
agrupar e resguardar de maneira sistematica informag¢des genéticas representativas
da diversidade de animais e plantas apresentam-se como uma base para a
conservacgao e desenvolvimento biotecnoldgico. Atualmente, o Brasil possui cerca de
70 instituicbes com colegdes de tecidos credenciadas no Conselho de Gestdo do
Patriménio Genético (CGEN) do Ministério do Meio Ambiente. No entanto, nenhuma
destas colegbes é dedicada até o momento, a catalogacdo e preservagdo de
material biolégico e genético de tubarbdes e raias e, em sua maioria, ndo atendem
aos critérios internacionais de qualidade para recursos bioldgicos e nao possuem
sustentabilidade financeira. Tal panorama denota, assim, a necessidade urgente do
estabelecimento e consolidacdo de bancos de material genético representativos da
biodiversidade, inseridos em redes internacionais de trabalho e voltados para
pesquisa e desenvolvimento.

Com a evolugdo do conhecimento sobre marcadores de DNA e o
desenvolvimento recente da biotecnologia, estudos genéticos estdo sendo
incorporados a conservacao das espécies de forma pratica e eficiente. Para o setor
pesqueiro, a identificacdo e manutengao de estoques diferenciados sao elementos
fundamentais pela sua relacdo direta com a produtividade total e uso sustentavel
dos recursos (Carvalho & Hauser 1994), constituindo-se o conhecimento da
variabilidade genética das populagdes e a estrutura destas entidades biolégicas no
ambiente o0s objetivos basicos estabelecidos em programas de controle e
conservagao das espécies, (Lacy & Lindenmayer 1995). Ja ha algum tempo, os
padrées de diversificagdo do DNA mitocondrial (mtDNA) vém sendo reconhecidos
como ferramentas potencialmente importantes nos estudos de linhagens comerciais
de peixes (Ferris & Berg 1987; Toledo Filho et al. 1992), possibilitando a distingéo de
populagdes geograficas com grande eficiéncia através da identificacdo de
haplétipos. (Bermingham & Martin 1998; Patarnello et al. 2003; Perdices et al. 2004).



As observacdes de que os hapldtipos de mtDNA de populacbes de muitas
espécies apresentam uma distribuicdo geograica determinada introduziu uma
dimensao filogenética nas discussdes sobre a estrutura das populagdes, levando a
proposi¢cado do termo “filogeografia” (Avise et al. 1987). Desse modo, com base na
distribuicdo geografica dos haplotipos de mtDNA e no grau de divergéncia de
sequéncias entre estes segmentos gendmicos, Avise (2000) propde e discute
categorias filogeograficas que podem caracterizar areas de ocupagao, distribuigao
de populagdes, existéncia de barreiras ao fluxo génico ou extincdo de gendtipos
intermediarios, ocorréncia de zonas hibridas, taxas de migracdo e inferéncias
cladisticas.

Duncan et al. (2006) elaboraram o primeiro trabalho filogeografico global para
o tubardo-martelo Sphyrna lewini, utilizando sequéncias da regido controladora do
DNA mitocondrial. Neste estudo, foi evidenciada forte descontinuidade populacional
entre os oceanos. No entanto, em uma avaliacdo mais recente, utilizando
marcadores nucleares (microssatélites), Daly-Engel et al. (2012) identificaram
auséncia de estruturagao populacional, demonstrando a existéncia de contraste
entre linhagens mitocondriais e nucleares. No estudo de Karl et al. (2011), que visou
caracterizar a estrutura populacional de C. leucas entre o Golfo do México e a costa
Norte do Brasil, também utilizando marcadores mitocondriais e nucleares do tipo
microssatélites, foram observadas fortes divergéncias nos resultados. Devido aos
padroes de herangca materna e paterna associada a estes marcadores, tais
resultados sugerem a existéncia de fluxo génico relacionados a caracterizagdo de
filopatria e taxas de migragbes diferenciais entre machos e fémeas. Tais aspectos
ressaltam a importancia da incorporagdo de marcadores mistos em analises
populacionais também em tubardes.

Em avaliagbes de menor escala, Schultz et al. (2008) identificaram fortes
restricdes ao fluxo génico em populagdes do tubardo-limao (Negaprion brevirostris)
coletadas no Brasil, Bahamas e Guiné Bissau. Neste estudo ficou evidente a
estruturagdo entre as porgdes do leste e oeste do Oceano Atlantico e ainda uma
moderada diferenciacdo entre as amostras brasileiras coletadas no hemisfério sul e
as amostras das Bahamas, no Caribe. Em outro estudo realizado por Chapman et al.
(2009) em S. lewini, foi encontrada forte diferenciagao estrutural no Atlantico, com
estoques distintos no Golfo do México, Caribe e América do Sul. Do mesmo modo,
para os tubardes de pequeno porte Rhizoprionodon porosus e R. lalandii, duas das



espécies mais capturadas em pescarias costeiras das Américas, Mendonga et al.
(2011b) identificaram fortes estruturacdes entre populagdes do Atlantico Oeste. Esta
diferenciagcdo seria provavelmente modulada pelas correntes maritimas Norte
Equatorial e Corrente do Brasil.

Pela observacéo dos diversos modelos de dinamica populacional de tubardes
oceanicos e costeiros estudadas do ponto de vista genético, acredita-se que cada
espeécie possui caracteristicas que, associadas as pressdes ambientais, podem
determinar estruturas populacionais independentes. No entanto, padrdes
compartilhados, se identificados, poderao viabilizar o desenvolvimento de planos de
manejo eficientes para um grupo de espécies. Ao se determinar uma regiao
prioritaria de protegao que englobe importantes estoques de diversas espécies, seria
possivel diminuir a aplicacdo de recursos e esforcos, aumentando as chances de

conservacao.
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2. OBJETIVOS

Considerando a urgente necessidade de controle sustentavel da pesca,
dificultada principalmente pela falta de informacodes, este estudo buscou caracterizar
a estrutura genética populacional do tubarao cabega-chata, Carcharhinus leucas, na
costa brasileira e no Caribe (EUA), abrangendo toda a area norte de distribuicdo da
espécie no Atlantico Ocidental.

Desta maneira, o projeto visa gerar dados a respeito da dinamica
populacional da espécie C. leucas, utilizando as sequéncias da regiao controladora
do DNA mitocondrial para determinar os niveis de variabilidade genética na espécie
e testar a hipotese nula, segundo a qual sé existe uma populagdo dessa espécie no

litoral brasileiro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta das Amostras

As coletas foram realizadas por um grupo de pesquisas no Museu de Historia
Natural da Florida, e também por nosso grupo de pesquisa, na foz do Rio
Amazonas, em locais reconhecidos como centros de desembarques da pesca
oceanica e costeira. Em campo foram preservados fragmentos de tecidos
musculares em solucao de etanol a 95%, os quais foram acondicionados em tubos
individuais devidamente identificados e mantidos em caixas de 100 unidades e
preservados em freezer (-20°C). Todas as amostras obtidas foram depositadas na
colecao Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBGP) da UNESP, Botucatu,
credenciada no Ministério do Meio Ambiente como Fiel Depositaria de Amostras do

Patrimbénio Genético.

Fig. 3 — Locais de origem das amostras: 1- Flérida, 2 - Foz do Rio Amazonas.
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Associadas a estas coletas de amostras, foram feitos registros de campo
contendo o nome do coletor e instituicdo pertencente, nome das espécies, local de
captura, sexo e comprimento das carcacas, entre outras. Observacdes adicionais,
tais como numero de barcos amostrados por viagem de coleta, numero total de
animais desembarcados e dias de operagdo de cada embarcagdao também foram
registradas.

Até o presente momento temos em nossa colegdo de tecido cerca de 40
amostras oriundas da foz do Rio Amazonas e cerca de 100 amostras provenientes
da Flérida. Destas amostras, foram analisados 112 exemplares de C. leucas, sendo

32 amostras originarias da foz do Rio Amazonas e 80 advindas da Flérida.

3.2 Extracdo do DNA Gendmico

O DNA gendmico foi extraido a partir de células musculares, utilizando a
metodologia descrita por Ivanova et al. (2006), nomeada Extracdo de Placa. Que
segue 0s principios abaixo:

1. Cortar pequenos fragmentos de tecido e colocar secar todo o alcool das
amostras em uma placa com 96 pogos.

2. Para uma placa, misturar 5 mL de Tamp&o de Lise Vertebrate e 500 uL de
Proteinase K (20mg/mL) em um eppendorf estéril.

3. Adicionar 50 puL do Mix de Lise a cada poc¢o da placa de 96 pocos.

4. Incubar a 56°C durante no minimo 6 horas ou overnight.

5. Centrifugar a 1500G por 15 segundos e adicionar 100 yL de Mix de Ligacao a
cada amostra utilizando uma pipeta multicanal.

6. Fechar com tampa adesiva e agitar vigorosamente de 10 a 15 segundos e
centrifugar a 1000G durante 20 segundos.

7. Retire a tampa adesiva e transfira o conteudo digerido (~150 pL) para uma
placa GF (PALL 1) colocada sobre uma placa coletora (PALL 2) e selar com a tampa
adesiva novamente.

8. Centrifugar o conjunto PALL 1 e PALL 2 a 5000G durante 5 minutos.

9. Adicionar 180 uL de Tampéao de Lavagem de Proteina a cada pogo da placa
GF (PALL 1), vedar com a tampa adesiva e centrifugar a 5000G durante 2 minutos.
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10.  Adicionar 750 yL de Tamp&o de Lavagem a cada pogo da placa GF (PALL1),
selar com a tampa adesiva e centrifugar a 5000G por 5 minutos.

11. Coloque a placa GF (PALL 1) sobre a placa definitiva que ird armazenar as
amostras de DNA e incubar a 56°C por 30 minutos.

12.  Aplicar de 30 — 60 pyL de ddH20 pré-aquecida a 56°C em cada pocgo da placa
GF (PALL1) e centrifugar a 5000G por 5 minutos.

13. Armazenar as amostras a 4°C ou a -20°C para armazenamento a longo
prazo.

14.  Utilize de 1 — 5 pL de DNA para a PCR.

3.3 Amplificacdo dos Genes Mitocondriais

ApOs a extragcdo das amostras, foi procedido a amplificacdo dos segmentos de
DNA da regiao controladora (D-loop), efetuada em termociclador de PCR utilizando
12,5ul de solucéo contendo os respectivos volumes da Tabela 1.

Com as amostras do Rio Amazonas utilizamos os primers Pro-L 5'-
AGGGRAAGGAGGGTCAAACT-3’ e 12S 5-AAGGCTAGGACCAAACCT-3’ (Keeney &
Heist, 2006). A amplificacdo das amostras oriundas da Flérida foi realizada com novos
primers internos, sendo eles: Pint2F 5’-CTAGTTCCCTTTAATGGCAT-3 e Pint2R 5'-
ATGCCATTAAAGGGAACTAG-3’ (nossos dados ainda nao publicados). Ainda, para a
obtencdo das amostras da Fldérida, foi necessario realizar reagdes de nested PCR,
uma vez que as amostras apresentavam problemas de conservacdo, com DNA muito

degradado.
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Tabela 1. Reacdo de PCR empregando a enzima PHT taq polimerase

Solugdes Volume (pl)

Agua Milli-Q 8,9
Tampao 10X 1,25
MgCl, 0,5
Primer Forward (5uM) 0,25
Primer Reverse (5uM) 0,25
dNTP (2mM) 0,3
PHT Taq 0,05
DNA gendémico (50ng/ul) 1

Volume Final 12,5

Essas reagdes foram realizadas em um termociclador modelo Veriti 96-well

Fast (ABI-Applied Biosystems). Cada ciclo de PCR constituiu-se basicamente na

desnaturagdo a 95°C por 5 minutos, hibridagdo a 54°C por 30 segundos e extensao a

72°C por 1 minuto e 10 segundos, com 40 repetigdes (Tabela 2).

Tabela 2. Programa de PCR para amplificacdo da regiao D-loop

Passo Processo Temperatura Tempo
1 Desnaturacao Inicial 95° C 5'

2 Desnaturacéao 95°C 45"

3 Anelamento 54°C 30"

4 Extenséo 72°C 70"

5 Volta para o passo 2 - 40 X

6 Extenséo Final 72°C 7
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Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose a
1% ((1g de agarose/100ml de tamp&o TAE 1X), corados com Blue Green Loading Dye
| (LGC Biotecnologia) na proporgdo 1:1. O tamanho do fragmento amplificado foi

determinado por comparagédo a um padrao, o Ladder 1Kb plus.

3.4 Purificagdo das Amostras Amplificadas

Apos a visualizagdo do produto de amplificagdo das amostras em gel de
agarose 1% foi realizada a reagdo de limpeza com o kit ExoSap-IT® (USB
Corporation) de acordo com o protocolo descrito a seguir:

1 - Em um tubo prepara-se uma reacgao de 7,0ul de volume total contendo 5,0
Ml do produto de amplificagdo da PCR, 0,13pl da Enzima ExoSap e 1,87ul de agua
ultra pura (Milli-Q);

2 - Leva-se ao termociclador para a realizagado do seguinte programa:

Tabela 3. Programa de limpeza com Exosap |I.

Passo Temperatura Tempo
1 37°C 60’
2 80°C 15’

3.5 Reacdo PCR de Sequenciamento

Para a reagdo de PCR para sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye™
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), como
apresentado na Tabela 4. As condigdes dos ciclos de sequenciamento incluiam
desnaturacao inicial a 96°C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacéo a
96°C por 45 segundos, anelamento a 54°C por 1 minuto e extensédo a 72°C por 4

minutos.
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Tabela 4. Reacado para PCR de sequenciamento

Reagente Volume (pl)
Big Dye'" Terminator 0,70
Tampa&o do Big Dye™ Terminator 1,05
Primer F e R (5uM) 0,40
DNA (Produto da EXOSAP) 1,00
Agua Milli-Q 3,90
Volume total 7,00

3.6 Purificacdo da Reacdo de Sequenciamento

As amostras submetidas a reacdo de sequenciamento foram purificadas pelo
método de Acetato/EDTA/etanol de acordo o protocolo a seguir:
1. Adiciona-se em cada amostra: 0,7 pyl de EDTA (125mM);
. Adiciona-se em cada amostra: 0,7 ul de Acetato de Sédio (3 M)
. Homogeneizar e passar no spin brevemente;
. Adicionar 17,5 ul de Etanol 100%. Homogeneizar e passar no spin.
. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente (25°C).
. Centrifuga-se por 30 min a 3000 rcf a temperatura ambiente.

. Descartar o excesso do etanol por inverséao.

0o N OO o0~ WD

. Centrifugar inversamente as amostras por 1 min a 180 rcf;

9. Adiciona-se 24,5 pl de Etanol 70%;

10. Centrifuga-se por 15 min a 1650 rcf a temperatura ambiente.

11. Descartar o excesso do liquido por inversao;

12. Centrifugar inversamente as amostras por 2 min a 180 rcf;

13. Seca-se as amostras sem a tampa em termociclador aberto por 8 minutos a
96°C;

14-Guarda-se as amostras envoltos por papel aluminio em freezer - 4°C até o

sequenciamento.
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3.7 Sequenciamento

As sequéncias foram obtidas através de sequenciamento por capilaridade no
sequenciador ABI3130 (Perking-Elmer) do Laboratério de Biologia e Genética de
Peixes do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da UNESP,
campus de Botucatu e no sequenciador ABI3730 (Perking-Elmer) do Laboratério de

bioinformatica do Instituto FIOCRUZ em Belo Horizonte.

3.8 Analises dos Dados

As sequéncias forward e reverse obtidas foram editadas pelo programa
Geneious Pro 4.8.5 (Biomatters Ltd.) para a obtencdo das sequéncias consenso. As
sequéncias consenso de cada individuo foram entdo passadas para um editor de
texto, nomeadas separadamente e salvas em um unico arquivo em formato de texto
(extensao txt).

Para maior exatiddo dos dados e a verificagdo de contaminantes (DNA
exdgeno) as sequéncias foram submetidas ao programa BLAST disponivel no sitio
do National Center for BiotechnologyInformation (NCBI)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

As sequéncias foram alinhadas wusando o programa MUSCLE
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html) (Edgar 2004). Os alinhamentos foram
salvos em formato Fasta e analisados no programa BioEdit Sequence Alignement
Editor (Hall 1999) e minimas corre¢cdes das sequéncias, a fim de ndo alterar os
dados, foram feitas manualmente.

Para cada uma das localidades foram calculados os seguintes indices de
diversidade molecular: numero de haplétipos (H), numero de haplétipos unicos (HU),
diversidade nucleotidica (Pi; indica o numero médio de diferengas nucleotidicas por
sitio entre duas sequéncias de DNA (Li & Graur 1991), através dos programas
ALEQUIN 3.11 (Excoffier et al. 2005) e DNAsp 5.10 (Librado & Rozas 2009).

As anadlises das distancias genéticas e montagem do dendrograma foram

realizadas com o programa MEGA v.5.1 (Tamura et al. 2011).
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4. RESULTADOS

Os procedimentos para isolamento, amplificagdo e sequenciamento das
amostras de DNA mostraram-se eficientes, possibilitando-se, assim, a obtencao de
112 sequéncias, sendo 32 amostras da foz do Rio Amazonas e 80 amostras da
Fldrida (Florida Museum of Natural History - EUA).

No segmento gendmico correspondente a regido D-loop do DNAmt, o
fragmento analisado foi composto por 410 pares de bases (pb).

Os 17 haplétipos encontrados estéo listados na Tabela 5, identificados de H1
a H17. A Tabela 6 apresenta a distribuicdo destes haplotipos entre as duas
localidades utilizadas no estudo.

Dentre os 32 individuos capturados na foz do Rio Amazonas (Tabela 7),
apenas 2 haplétipos foram encontrados, resultando numa diversidade haplotipica de
Hd=0,0625 + 0,0577 e diversidade nucleotidica de 1=0,066687 para essa amostra.
Ja nos 80 individuos obtidos da Flérida, 16 haplétipos foram encontrados, com
diversidade haplotipica de Hd= 0,6323 * 0,0538 e diversidade nucleotidica de 1=
1,174553 para essa amostra. Totalizando, assim, 17 haplétipos.

A Tabela 8 apresenta a matriz de distadncia genética par-a-par entre os
haplétipos nas amostras analisadas.

As frequéncias nucleotidicas observadas foram de A = 35.16%, T = 35.00%,
C = 15.00%, G = 14.84% para a populagédo do Rio Amazonas, e A = 31.36%, T =
39.36%, C =10.77%, G = 18.51% para a populacao da Flérida.

Uma comparagao entre as duas amostras através do teste de Fst resultou no
valor de 0,64534.

O dendrograma (Fig. 4) apresenta a relagdo entre os haploétipos encontrados
e nele se observa que ndo ha uma separacao entre as amostras da Flérida e do Rio

Amazonas.
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Tabela 5. Posicdo em pares de bases de cada sitio polimérfico encontrado na
regidao controle do DNAmt com 410 pares de bases analisaveis, nas sequéncias
obtidas das amostras de tubardo cabeca-chata, Carcharhinus leucas. 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
nao variacao da base, de acordo com o primeiro haplétipo listado (H1). Os hifens
referem-se aos gaps das sequéncias e os pontos de interrogacédo a incerteza da

base nucleotidica.

Posicao do sitio polimdrfico

Haplétipos 1 ¢ A A A A A T ¢c T ¢c T T A C G A G T T

H2 A

H4

—
®

H6

@]
®

H8 -

—
®

H10

1
—
®

H12

N
-0
—

H14

—
]
—
>

H16

=
®
®
O
N
N
N
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Tabela 6. Numero de individuos por haplétipo de tubardo cabeca-chata,

Carcharhinus leucas, e sua distribuicdo geografica.

Haplotipo
Populacgado

H1T H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17
Amazonas 31 1

Florida 4 16 46 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabela 7. Polimorfismos de DNA da regidao controle (D-loop) para os individuos
de Carcharhinus leucas, para as duas localidades amostradas. N= numero amostral,
H=numero de hapldtipos; HU= haplétipos unicos; HD= diversidade haplotipica; Pl=

diversidade nucleotidica.

D de Tajima Fs de Fu
Populagio N H HU %HU HD PI

Amazonas 32 2 1 7,69 0,0625+/-0,0577 0,066687 -1,14244**  -1,26483**

Flérida 80 16 12 92,31 0,6323 +/-0,0538 1,174553 -1,93673* -11,77785*

* significante P < 0,05 / ** nao significante P > 0,10
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Tabela 8. Matriz de distdncia genética par-a-par entre os haplotipos nas amostras analisadas de tubardo cabecga-chata,

Carcharhinus leucas.

H1 2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HI10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17

H1l 0.00000

H2 1.06662 0.00000

H3 | 1.06863 | 5 25947 | 0.00000
H4 | 2.25047 | 3.64990 | 1.06662 | 0.00000

H5 | 1.19673 | 2.54914 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000

H6 | 2.25947 | 3.64990 | 3.67303 | 2.30331 | 2.60578 | (00000

H7 | 2.25947 | 3.64990 | 3.67303 | 2.30331 | , ggg57g | 2.30331 0.00000

H8 | 2.39553 | 3 gggp2 | 1.12680 | 0.00000 | 0.00000 | 2.44515 2.44515 | 0.00000

H9 | 1.12905 | 2.39553 | 0.00000 | 0.00000 | o oopoo | 2-44515 2.44515 | 0.00000 | 0.00000

H10 | 2.39553 | 3.89002 | 1.12680 | 0.00000 | 0.00000 | 5 g4515 2.44515 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000

H11 | 5.42067 | 7.36085 | 3.85208 | 2.42461 | 2.76213 | 5.62627 5.62627 | 2.58230 | 2.58230 | 2.58230 | 0.00000

H12 | 1.19673 | 1.19673 | 0.00000 | 1.19419 | 0.00000 | 4.19535 4.19535 | 1.27018 | 0.00000 | 1.27018 | 4.43022 | 0.00000

HI3 | 9.93344 | 15 goo70 | 7-17651 | 5.47696 | 6.37602 | 10.91824 | 10.91824 | 5.89140 | 5.89140 | 5.89140 | 9.87176 | 5.95193 | 0.00000

H14 5.27554 7.26579 3.64990 2.25947 2.54914 5.39670 5.39670 2.39553 2.39553 2.39553 5.42067 4.16456 9.93344 0.00000

~

H15 .15179 5.93221 12.41811 1.06993 0.00000

<

.00639 9.35408 5.14808 3.58116 4.07362 7.24444 7.24444 3.81135 3.81135 3.81135

N

H16 | 6.13508 | 8.49695 | 4.33923 | 2.72695 | 3.16189 | 6.48529 6.48520 | 2.92822 | 2.92822 | 2.92822 .72695 | 5.08853 | 6.44439 | 6.13508 | g 75754 | 0.00000

H17

N
[

.23937 3.51308 .05652 2.22735 1.18149 5.12889 5.12889 2.35928 1.11551 2.35928 5.33984 1.18149 9.05542 5.07387 6.66629 5.99507 0.00000
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Fig. 4 — Dendrograma mostrando as relagdes entre os 112 individuos Carcharhinus leucas

analisados no presente estudo. As iniciais FL e AM representam, respectivamente, amostras da

Flérida e Amazonas.



23

/ I Haplotipos Flérida
H2@ Il Haplotipos Amazonas

Fig. 5 — Rede de haplétipos, das duas localidades estudadas, do tubardo cabecga-chata,
Carcharhinus leucas. Em verde, as amostras da foz do Rio Amazonas, em verde-agua, as amostras
da Flérida. O tamanho do circulo é proporcional a quantidade de individuos que compartiiham o

mesmo haplétipo. Em vermelho estao assinalados os haplétipos hipotéticos.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A andlise de 112 individuos de C. leucas mostrou a presengca de 17
haplotipos. Karl et al. (2011), estudando 102 amostras de tubarbes cabega-chata de
quatro populagdes locais e utilizando o gene mitocondrial D-loop (791 pb),
encontram 14 haploétipos. Tillett et al. (2012), estudando 169 amostras de tubardes
cabeca-chata de sete populagdes locais e utilizando os genes mitocdndrias D-loop
(837 pb) e ND4 (797 pb), mostraram que haviam 13 haplétipos para o D-loop. A
presenca de 13 hapldétipos nas amostras da Australia € menor do que observado no
presente estudo e no trabalho de Karl et al. (2011), sugerindo que a diversidade
genética na regidao do Atlantico Ocidental € maior que a da Australia.

Por outro lado, os resultados revelam um nivel de diversidade genética
extremamente baixo na populacao presente na foz do Rio Amazonas (somente dois
haplétipos, Hd=0,0625), sendo um dos niveis mais reduzidos observados entre as
espécies de elasmobranquios, onde esses valores variam de Hd=0,226 (Mustellus
schimitti — Pereyra et al. 2010) e Hd=0,97 (Rhincodon typus — Castro et al. 2007)
entre cerca de 20 espécies ja estudadas. O mesmo nao ocorre na populagcao da
Flérida, que apresentou 16 hapldtipos (Hd=0,6323), valor préximo a média
observada para elasmobranquios.

A baixa diversidade haplotipica encontrada nas 32 amostras da foz do Rio
Amazonas (Hd=0,0625 — 2 hapldtipos) contrasta com os valores encontrados por
Karl et al. (2011) para uma amostra de 49 individuos de Belém (Hd=0,33 — 7
haplétipos). Karl et al. (2011) relataram que as amostras de Belém foram adquiridas
no mercado Ver-o-peso, sem detalhes de procedéncia. Como esses animais podem
ser capturados em grande variedade de localidades antes de chegar a esse
mercado, € possivel que as amostras procederam ndo apenas da foz do Rio
Amazonas, mas também de outras localidades. Outra possibilidade para explicar
essa diferenca pode ser o fato de que a regido do D-loop sequenciada por Karl et al.
(2011), consistindo de 791 pb, seja mais variavel que a regido sequenciada no
presente estudo (410 pb).

Os testes de neutralidade seletiva D de Tajima (Tajima 1989) e Fs de Fu (Fu
1997) foram realizados para determinar se as amostras das diferentes localidades

estdo em equilibrio com relacdo ao DNA mitocondrial, considerando que um desvio
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significativo do equilibrio no DNAmt corresponde provavelmente a um resultado de
recente expansdo populacional apés um evento de gargalo, no caso em que
nenhuma vantagem seletiva exista entre os haplétipos (Rand et al. 1998). Os valores
de P para o teste D de Tajima, para a amostra da Flérida, foram significativos,
indicando que o gene analisado esta sob efeito de selegao neutra. Por outro lado, os
valores de Fs de Fu foram também significativos, indicando que possa estar
ocorrendo uma expansao populacional apés um efeito de gargalo. Os resultados
obtidos mostram que ndo ha um desvio significativo para a amostra da foz do Rio
Amazonas, com relagdo do teste D de Tajima o que é corroborado pelos valores
obtidos para o Fs de Fu indicando que nao ha evidéncia de expansao populacional
para essa localidade.

A analise comparativa entre as duas localidades mostrou que ha uma forte
estruturagdo, sendo o valor de Fst observado de Fst =0,64534. Esse valor é muito
superior ao observado por Tillett et al. (2012) que encontraram um valor de Fst
=0,0767 entre as amostras de tubardo cabeca-chata da Australia. Porém o valor por
nés observado é similar ao observado por Karl et al. (2011), que encontraram
valores de Fst =0,864, 0,847 e 0,786 nas comparagdes entre as amostras de Belém
e do Golfo do México, costa do Golfo da Flérida e costa Atlantica de Florida,
respectivamente. Tanto no presente estudo como nos estudos de Karl et al. (2011) e
Tillett et al. (2012) esses valores foram significativos, indicando a existéncia de
isolamento populacional.

Os estudos desenvolvidos por Karl et al. (2011) e Tillett et al. (2012) com
microssatélites mostram que ndo havia diferengas significativas entre as amostras
de tubardo cabeca-chata analisadas da Australia e do Atlantico Ocidental. Em
ambos os estudos os autores, com base na existéncia de estruturagdo populacional
observada no DNAmt, sugerem que as fémeas possam apresentar comportamento
de filopatria. No presente estudo n&o foram estudados marcadores nucleares, o que
impossibilita uma comparagao desse tipo. Por outro lado, a forte estruturagao
encontrada nos dados obtidos de DNAmt (D-loop) e o conhecido habito de grande
nadador desta espécie, reforcam a hipotese de que esse comportamento de

filopatria pode realmente ocorrer em Carcharhinus leucas.
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