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Resumo

A crescente exploracdo pesqueira de diversas espécies de tubardes nas ultimas
décadas tem se tornado um assunto de preocupacdo internacional. Tal situagdo tem
determinado a realizacdo de levantamentos sobre o estado atual das populagdes,
tornando urgente a disponibilizacdo de informacGes que auxiliem no estabelecimento
de planos de conservacdo. Dentre as espécies mais exploradas, o tubardo martelo
Sphyrna zygaena estd classificado mundialmente como Vulneravel, ja tendo sido
incluida na lista de restricbes de comércio internacional da Comissdo Internacional
para 0 Comeércio de Espécies Ameacadas. Assim, dada a urgente necessidade da
formulagdo de programas de controle sustentavel da pesca, este estudo busca
caracterizar a estrutura genética populacional da espécie S. zygaena no Oceano
Atlantico utilizando marcadores moleculares do DNA mitocondrial.

Neste trabalho apresentam-se os resultados sobre a estrutura genética
populacional do tubardo-martelo, Sphyrna zygaena, utilizando sequéncias da regido
controladora do DNA mitocondrial de espécimes capturados em diversas regides do
Oceano Atlantico (191) e em pontos dos oceanos Indico (21) e Pacifico (39). A
andlise realizada em 733 nucleotideos de 251 individuos resultou na identificacdo de
nove haplétipos pela combinagdo de sete sitios polimorficos. Os indices de
variabilidade genética da espécie, considerando a totalidade das amostras, foi de
0,00177 para diversidade nucleotidica e 0,519 para diversidade haplotipica. Na
estimativa de diferenciacdo genética pelo método de Analise de Variancia Molecular
observa-se que ha forte estruturacdo populacional (Fst = 0.78149) e baixo fluxo
génico da espécie entre o Oceano Atlantico e a regido do Indo-Pacifico,
caracterizando estoques genéticos distintos. Entre os grupos amostrais do Atlantico,

onde o maior numero de amostras possibilitou anélises em fina escala, ndo foram



observados indices de diferenciacdo populacional. Em programas visando a
conservacao desta espécie, uma especial atencdo deve ser dada tendo em vista 0s
indices de baixa variabilidade genética e a caracterizacdo de duas unidades de manejo

distintas, sendo estas do Atlantico e Indo-Pacifico.
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1 Introducéo
1.1 Sphyrna zygaena e a exploragéo pesqueira.

Tubardes e raias formam o grupo dos elasmobranquios e estdo entre os
vertebrados de maior sucesso evolutivo, com uma historia de vida que se iniciou ha
cerca de 400 milhdes de anos atras, ainda no periodo Devoniano (Castro 1987). A
importancia dos tubardes é fortemente acentuada do ponto de vista trofico, ja que,
consumindo grande espectro de organismos, a maioria das espécies ocupa posi¢édo de
destaque na cadeia alimentar dos ecossistemas marinhos, sobretudo daqueles em
regides tropicais e subtropicais (Camhi et al. 1998).

O aumento da exploracdo das populacGes de tubardes nas ultimas décadas tem
se tornado um assunto de preocupacdo internacional. Dados sobre a captura de
tubardes, uso e descarte ainda sdo escassos para a maioria das espécies, impedindo a
avaliacdo adequada dos estoques. Como resultado, o estado de conservagdo e o
potencial de exploracdo de muitas das populagdes de tubardes do mundo permanecem
desconhecidos. Consequentemente, poucas populacdes de tubarfes sdo gerenciadas e
muitas estdo sujeitas a sobrepesca (Shivji et al. 2002, Hareide et al. 2007). Os atuais
niveis de sobreexploracdo aos quais os tubarfes tém sido submetidos vém causando
dréasticos declinios populacionais em diversas espécies, colocando varias delas nas
listas de risco de extingdo. Entre as espécies de tubarGes impactados pela pesca, a
espécie Sphyrna zygaena, com ocorréncia em todos 0s oceanos subtropicais e
temperados, encontra-se classificada como ”Vulneravel, de acordo com a Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) e foi
incluida recentemente na Convencao sobre o Comercio Internacional das Espécies da

Fauna e da Flora Silvestres Ameacadas de Extingdo (CITES). A espécie estd
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relacionada entre os tubardes com maior valor comercial, devido aos pregos atingidos
pelas suas nadadeiras no mercado asiatico.

A captura de elasmobrénquios tem alcangado nUmeros alarmantes com a
inclusdo de diversas espécies nas listas de risco de extingdo nacionais e internacionais.
Dados estatisticos da Organizacdo das Nagoes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAQO) registraram no ano de 2012 a captura mundial de 765.000
toneladas de elasmobranquios. Segundo a FAO, o Brasil é responsavel pela captura de
cerca de 12.000 toneladas anuais de tubarBes (Ministério da Pesca e Aquicultura -
MPA) e a partir do ano 2000 passou a ser considerado pela IUCN como um dos seis
paises que mais capturam elasmobranquios em todo o mundo, sendo incluido na
categoria “Major Shark fishing State”. Deste grupo, também fazem parte os EUA,

Africa do Sul, Costa Rica, Australia e Oman (Lack e Sant 2006).

O processo de remocéo das barbatanas (shark finning) e devolucdo do restante
do tubardo ao mar tem sido uma pratica comum nas pescarias em todo o mundo
durante décadas, apesar dos esforgos conservacionistas e da continua ampliagdo de
leis nacionais e internacionais para coibir a pratica. Desde 1998, a prética é proibida
em territorio brasileiro. No entanto, apenas em 2012 passou a ser obrigatorio o
desembarque dos tubardes e raias com as nadadeiras naturalmente aderidas ao corpo
(IBAMA. Portaria N° 14, de 26 de Novembro de 2012). Apenas ap0s 0s
procedimentos de registro e fiscalizacdo as nadadeiras podem ser cortadas para o
envio ao comércio asiatico. No entanto, o aumento na demanda global de barbatanas
de tubardo desde o inicio de 1980 fizeram com que sua pratica se intensificasse
(Clarke et al. 2006). Atualmente considera-se as barbatana de tubardo um dos itens
mais caros dentre os frutos do mar. Quando secas, alcan¢cam pregos que giram acima

de 200 délares o quilo (Rose e McLoughlin, 2001).
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A historia de vida dos tubarBes os torna particularmente vulneraveis a
sobrepesca, uma vez que possuem crescimento lento, maturagdo sexual tardia e
apresentam baixa fecundidade (Shivji et al. 2002, Hareide et al. 2007). Dentre as
espécies de grande porte comumente capturadas nas pescarias oceanicas no Atlantico,
algumas ja apresentam declinios populacionais acima de 50% de acordo com 0s
registros dos Gltimos 10 anos (Baum et al. 2003). Estimativas realizadas a partir de
desembarques de frotas pesqueiras dos EUA apresentaram um declinio de
aproximadamente 90% para as espécies do género Sphyrna (tubardes-martelo)
(Compagno 2001).

Sphyrna zygaena é uma espécie de tubardo peldgico costeiro ou semioceéanico
e distribui-se desde a superficie até 150 m de profundidade, apresentando uma ampla
distribuigéo sobre a plataforma continental de todos os continentes (Compagno 1984,
Steel 1985, Gadig 2001). Para esta mesma espécie, dados referentes as capturas no
Atlantico Sul ainda sdo inconsistentes. O tubardo S. zygaena esta listado entre as
espécies altamente migradoras pela Convencdo das Nagbes Unidas Sobre os Direitos
do Mar e os membros desta convencédo, do qual o Brasil faz parte, sdo convocados a
cooperar na gestdo das espécies relacionadas.

Segundo esta convencdo, € urgente a necessidade de coleta de dados e
avaliacbes das populacfes desta espécie. Em uma revisdo de pesca mundial de
elasmobranquios, Bonfil (1994) lista S. zygaena nas capturas dirigidas ao longo da
costa leste e oeste dos EUA, Brasil, Espanha, Taiwan e Filipinas. A espécie também é
capturada no sudoeste da Australia ( Heald 1987) e na Africa ocidental (Castro e

Mejuto 1995).
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1.2 Estrutura e variabilidade populacional

Mesmo considerando a crescente captura de elasmobrénquios determinada
pela atividade pesqueira, com a continua incluséo de novas espécies nas listas de risco
de extincdo e também a inexisténcia de mecanismos apropriados para 0 manejo
sustentavel das espécies mais exploradas, ainda séo mundialmente pouco expressivos
0s estudos sobre a estrutura genética de populacGes de tubarBes e raias. As
informacOes disponiveis nesta area sdo decorrentes principalmente dos trabalhos de
Heist et al. (1995 e 1996), Heist e Gold (1999) e Keeney et al. (2003) que estudaram a
estrutura genética de Carcharhinus plumbeus e Rhizoprionodon terranovae entre o
Atléntico e o golfo do México; Gaida (1997) com estudos entre populacdes de
Squatina californica do oceano Pacifico; Feldheim et al. (2001, 2002 e 2004) em
estudos com Negaprion brevirostris no Atlantico Ocidental; Kenney et al. (2005) e
Keeney e Heist (2006) que analisaram popula¢bes de Carcharhinus limbatus no
oceano Pacifico e Atlantico Ocidental e; Duncan et al. (2006) que estudaram a espécie
Sphyrna lewini, incluindo populagBes dos oceanos Pacifico, indico e Atlantico.
Blower et al. (2012) estudaram Carcharodon carcharias nas regides sudeste e
sudoeste da Australia, Vignaud et al. (2014) estudaram a espécies Rhincodon typus
nos Oceanos Atlantico, Pacifico e indico e Garcia et al. (2015) com estudos de
populagbes de Squatina guggenheim no sudoeste do Atlantico. Em todos estes
trabalhos foram encontrados baixos niveis de variabilidade genética e estruturacéo
definida em populagdes de tubarfes explorados vigorosamente pela pesca, 0 que ja se
caracteriza um forte indicativo da necessidade da proposicdo e estabelecimento de
programas de conservagdo em populagdes locais.

A identificacdo e manutencdo de estoques diferenciados sdo fundamentais,

principalmente para o setor pesqueiro, pela sua relagéo direta com a produtividade
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total e uso sustentdvel dos recursos (Carvalho e Hauser 1994). Um dos objetivos
bésicos para programas de controle e conservacdo de espécies em perigo é a
conservacao da variabilidade genética (Lacy e Lindenmayer 1995). Essa questdo é
especificamente relevante no ambiente marinho, onde as barreiras fisicas parecem ser
menos efetivas (Avise 1994, Palumbi 1994), sugerindo uma tendéncia a
homogeneizacdo genética (Ward et al. 1995, Levy e Cassano 1994, Bonhomme et al.
2002). Contudo, a premissa erronea de que populagfes marinhas sdo geneticamente
uniformes pode estimular a sobrepesca, reduzindo ainda mais 0s niveis de
variabilidade, diminuindo a producdo comercial total e podendo eliminar estoques
locais (Smith et al. 1990, Kuusipalo 1999).

Os conhecimentos sobre marcadores de DNA evoluiram do seu estado
experimental e estdo sendo atualmente incorporados a programas de conservacdo de
espécies, de forma prética e eficiente. Ja h4 algum tempo, os padrdes de DNA
mitocondrial (mtDNA) vém sendo reconhecidos como marcadores potencialmente
importantes em estudos de linhagens de peixes (Ferris e Berg 1987, Toledo Filho et
al. 1992), sendo capazes de distinguir populagdes geogréficas com grande eficiéncia
através da identificacdo de haplotipos (Bermingham e Martin 1998, Kotlik e Berrebi
2002, Patarnello et al. 2003, Falk et al. 2003, Perdices et al. 2004, Strecker et al. 2004,
Wang et al. 2004). No genoma do DNA mitocondrial, uma regido ndo codificadora
conhecida como D-loop é especialmente relevante em estudos populacionais. Por
conter 0s maiores trechos de DNA n&o codificante e exibir a maior taxa de
substituicdto do DNA mitocondrial, a regido controladora deste genoma, tem sido
amplamente utilizada para entender a estruturacdo populacional também em

elasmobréanquios.
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Considerando as questdes relacionadas a sustentabilidade de espécies
fortemente impactadas pela pesca, a escassez de informacdes que viabilizem o manejo
adequado e o potencial de aplicacdo dos dados genéticos em conservagdo, 0 presente
estudo utilizou sequéncias da regido controladora do DNA mitocondrial para acessar
0s niveis de variabilidade genética e seus padrdes de distribuicdo populacional do

tubardo-martelo, Sphyrna zygaena, nos oceanos Atlantico, indico e Pacifico.

2 Objetivos

O presente trabalho abordou questGes acerca da dindmica genética das
populacBes da espécie S. zygaena, em exemplares capturados pelas frotas pesqueiras
em diversos pontos do Oceano Atlantico e em regides no Indo-Pacifico, utilizando
marcadores moleculares da regido controladora do DNA mitocondrial. Tais resultados
deveréo servir para um melhor entendimento da estrutura das populagfes existentes,
determinacdo dos niveis de variabilidade genética e sua relacdo com a pesca
sustentavel e para a caracterizacdo de areas prioritarias a serem estabelecidas em

programas de manejo.

- Para o desenvolvimento do trabalho, foram listados os objetivos especificos:

e Identificar o nimero e a distribuicdo geogréfica dos hapldtipos de DNA
mitocondrial, que formam os estoques do tubaréo S. zygaena no Oceano Atlantico e
regides do Indo-Pacifico.

e Propor uma hipotese filogeografica estabelecendo as relacBGes entre as
populacBes desta espécie na &rea estudada.

e Avaliar a ocorréncia de padrdes de estruturacdo populacional desta espécie

no Atlantico e suas relagdes no Indo-Pacifico.
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e Subsidiar programas de manejo adequados e exploracdo sustentavel dos

estoques pesqueiros de S. zygaena no Atlantico.

3 Material e Métodos
3.1 Caracterizacao das amostras, extracdo de DNA e Sequenciamento

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas principalmente por
pesquisadores do Laboratério de Genética Pesqueira e Conservacdo da UNIFESP e
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes da UNESP de Botucatu e foram
fornecidas, também por pesquisadores colaboradores do Centro de Ciéncias do Mar
da Universidade do Algarve e Instituto Portugués do Mar e Atmosfera que operam em
embarcaces no Atlantico e no indico e colaboradores australianos do Molecular

Fisheries Laboratory-University of Queensland (Figura 1).

Figura 1. Localizacdo geografica das amostras de S. zygaena coletadas. Cada

amostra estd representada por um circulo amarelo, podendo haver ou néo

sobreposicao.



As amostras de Sphyrna zygaena foram obtidas no Oceano Indico préximas a
Ilha de Madagascar (n=21), no Oceano Pacifico na porcéao leste da costa da Austrélia
(n=39) e no Oceano Atlantico, em sete regides diferentes, sendo na costa da Florida
nos EUA (n=1); costa do Algarve em Portugal (n=2); Sudoeste do Atlantico,
préximas ao Brasil (n=28); Sudeste do Atlantico, proximas a costa de Angola (n=6),
Norte equatorial proximas a Cabo Verde (n=41); Leste Equatorial, localizadas no
Golfo da Guiné (n=79) e Oeste Equatorial, proximas a Dorsal Meso-atlantica (n=34).

Apos a identificacdo dos animais capturados, pequenas amostras de tecidos de
cada espécime foram preservadas em etanol a 95%. Alguns exemplares inteiros,
representando regides amostradas, foram mantidos na colecdo do Laboratério de
Biologia e Genética de Peixes (LBGP) da Universidade Estadual Paulista UNESP,
Sdo Paulo — Brasil e todas as amostras utilizadas neste trabalho foram depositadas na
mesma cole¢do, a qual é credenciada no Ministério do Meio Ambiente como Fiel
depositaria do Patriménio Genético.

O DNA gendmico foi extraido de células musculares ou epiteliais, usando o
método de extracdo salina descrita por Aljanabi e Martinez (1997). As reacfes de
amplificacdo da regido controle foi realizada utilizando os primers D-loop F 5-CTC
CCA CCA AGA AAG TTC TG-3 e D-loopR 5'-GGC CGC TTA TGT AGG CTT
CTT GG-3' descritos por Mendonga et al. (2009) utilizando 25 pl de solugdo com 0,8
mM de dNTP, 1,5 mM de MgCI2, tampéo da enzima Tag DNA polimerase (Tris-HCI
20 mM pH 8,4 e 50 mM KCI), uma unidade da enzima Taq polimerase (Invitrogen) e
0,5 pl com 10 mM de primers. Cada ciclo de amplificacdo por PCR foi realizado
basicamente pela desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, hibridacdo a 55°C por 30

segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, com 35 repeticdes. Os segmentos de DNA
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amplificados foram visualizados em gel de agarose a 2%, corado com GelGreen
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium®), sob luz ultravioleta. Em seguida os produtos da
PCR foram marcados com o BigDye versdo Terminator Cycle Sequencing Kit 3,1
(Applied Biosystems, Inc.) e aplicados no sequenciador automético ABI 3130 Genetic
Analyser Applied Biosystems. As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas e
editadas manualmente no programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999).
Para a determinacdo dos numeros de haplotipos e de sitios segregantes, nimero de
freqiéncia e diversidade de hapl6tipos, assim como valores de diversidade
nucleotidica e haplétipica foi utilizado o programa DNAsp Sequence Polymorphism

(Rozas et al. 2003).

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) foi
realizada para testar a hipotese de homogeneidade a genética espacial entre os
haplotipos do DNA mitocondrial com a aplicagdo do programa Arlequin 3.5
(Excoffier & Lischer 2010) que utiliza a estatistica F de Wrigth (1951, 1965). Nestas
andlises foram avaliadas as subdivisbes das variacdes genéticas. Nas andlise de
estruturacdo de populacdes segundo Wright (1978), os valores de Fsr entre 0 e 0,05
denotam uma baixa estruturacdo genética; entre 0,05 e 0,15, uma estruturacéo
moderada; entre 0,15 e 0,25, uma estruturacéo classificada como alta e acima de 0,25,
uma forte estruturacdo genética. A significancia estatistica da Fst € determinada pelas
permutacbes ndo-paramétricas, considerando-se 1000 permutacdes (Excoffier et al.
2005). Os testes estatisticos de neutralidade Fs de Fu e D de Tagima, também foram
obtidos através programa Arlequin 3.5. As regides geograficas mais proximas foram
agrupadas para avaliar a homogeneidade genética dentro e entre as regides e aos pares

de regides.
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A matriz de distancia genética e a rede de haplétipos foram obtidas por meio do
programa MEGA 5.0 (Tamura et al. 2011) sendo que rede de haplétipos foi elaborada
com critérios de parcimonia estatistica através do programa Network 4.6 (Bandelt et
al. 1999). Para avaliar a histdria demografica de S. zygaena foi realizado o teste de
distribuicdo das diferencgs genéticas entre os pares de hapl6tipos de acordo com o

modelo de expansdo subita (Mismatch distributions).

Para o célculo do tempo t decorrido desde a expansdo, empregou-se a formula
t=1/2u, onde t € o tempo decorrido desde o evento de expansdo e u é a taxa global de
evolucdo do haplétipo. Para estimar u multiplica-se a taxa de mutacdo por sitio por
ano pelo ndmero de nucleotideos da molécula. Para o célculo do tamanho
populacional das fémeas antes da expansao é utilizada a formula Ney=00/2U e para o
calculo do tamanho populacional apds a expansdo usa-se Ne;=0,/2U. A taxa de
mutacOes empregadas para a regido controle foi de 0.8% por milhdo de anos, de

acordo com Duncan et al. (2006).

4 Resultados
4.1 Caracterizacao das sequéncias e diversidade genética

O sequenciamento da regido D-loop de 251 individuos da espécie S. zygaena
resultou em 733 nucleotideos analisaveis, com sete sitios polimérficos e nove
haplétipos (Tabela 1 e 2). A frequéncia nucleotidica observada foi A=0.317, T=0,18,
C=0.282 e G=0.127. Os indices de diversidades haplotipica (h) e nucleotidica ()
entre todos os grupos amostrais foram h=0,519 e 7=0.00177. Os valores de h e &t de
cada grupo estdo representados na Tabela 3. O hapl6tipo H1, representado por 164

individuos (65,34% do total), foi observado em todas as areas amostradas no Oceano
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Atlantico. Os haplotipos H1, H6, H7, H8 e H9 foram compartilhados exclusivamente
por representantes do Oceano Atléntico, totalizando 168 espécimes (70%). Os
haplétipos H2 e H3 foram encontrados nos trés oceanos, sendo que o primeiro teve a
sua maioria de individuos provenientes do Oceano Pacifico (54%). O hapl6tipo H5 foi
0 Unico pertencente exclusivamente ao Oceano indico, e o Oceano Pacifico ndo

apresentou exclusividade em nenhum haplétipo (Tabelas 2).

Tabela 1. Posi¢des polimorficas entre os haplétipos de S zygaena. Os diferentes haplétipos

estdo listados na coluna a esquerda e os sitios polimdrficos apresentam-se na linha superior.

Sitios polimérficos

0 1 1 3 3 5 5
9 3 5 2 5 1 T
Haplétipos 2 1 0 5 5 7 3
! T G A C T o] C
2 A A A
. A A
4 A A T A
® A & A
¥ A
? A
. A
? G
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Tabela 2. Distribuicdo geogréfica dos haplétipos de S. zygaena com 0s nimeros de

individuos de cada regido. Os nimeros em negrito representam os espécimes dos

haplétipos exclusivos de cada area amostrada.

Haplotipo

Atlantico
(191)

Indico

@1

Pacifico

39

H1

H6

H7

HS

H9

164

13

10

Tabela 3. Estatisticas populacionais de S. zygaena: n, tamanho amostral; N, nimero

de haplotipos; h, diversidade haplotipica; x, diversidade nucleotidica.

n H h T
. 0.2566 +/- 0.084683 +/-
Atlantico 191 ! 0.0407 0.075402
o 0.103401+/-
Indico 21 4 0.6095+/-0.0865 0.089704
- 0.059379+/-
Pacifico 39 3 0.4035+/-0.0764 0.061667
0.074899+/-

-pacifi AT57+/-0.
Indo-pacifico 60 4 0.0407 0.4757+/-0.0593
Total 251 9 0.519+/-0.0009 0,00177+/-

0.00157
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4.2 Estrutura populacional no Oceano Atléantico

Na estimativa de diferenciacdo populacional utilizando o0 método AMOVA foi
encontrada auséncia ou fraca estruturagdo populacional entre os grupos das cinco
localidades do Oceano Atlantico (Norte Equatorial-NE, Leste Equatorial-LE, Oeste
Equatorial-OE, Sudoeste Atlantico-SOA e Sudeste Atlantico-SEA) (Figura 2, Tabela
4). Devido ao baixo nimero amostral, os individuos capturados nas regides da Flérida
e Algarve, foram excluidos das analises por pares de regides. Nas andlises de
estruturacdo, quatro diferentes hipdteses de diferenciagdo populacional foram
testadas: 1 - grupos amostrais ao norte da Linha do Equador (NE, LE, OE, Flérida,
Algarve) comparados com os do Sul (SOA e SEA); 2 - grupos a leste da Dorsal
Meso-atlantica (SOA e Flérida) comparados aos do lado oeste do Atlantico; 3 -
Sudoeste do Atlantico (SOA) comparado aos demais grupos restantes; 4 - Algarve,
Flérida e NE comparado com o restante. Destas hipoteses, a ultima foi a que
apresentou o maior indice de estruturacdo geral (F5=0.05971, P=0.07918). Na analise
Fst por pares, os grupos LE e NE, foram os que apresentaram maior estruturacéo

(Fs=0.10708) (Tabela 5).
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Figura 2. Agrupamentos utilizados para analise de F entre os pares de populacdes de

S. zyaena do Oceano Atlantico.

Tabela 4. Valores da AMOVA para o0s cenarios de estruturagdo testados (P<0,05).

Alg = Algarve; Fl = Florida; Y = somatdria dos individuos restantes.

Hipodteses de estruturagio Fst P
1 Norte x Sul (Atldntico) 0.04456 0.06158
2 Leste x Oeste (Atlantico) 0.04129 0.06745
3  Sudoeste (Atlantico) x Y Atlintico 0.04005 0.006647
4  Alg/Fl/Norte Equat. x Y Atlantico 0.05971 0.07918
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Tabela 5. Diferenciacdo genética Fst entre os pares de populagdes de S. zygaena do

Atlantico, Nivel de significancia de p<0,05.*valores de F significativos.

NE LE OE SOA SEA
NE -
LE 0,10708* -
OE 0,00616 0,03189 -
SOA -0,0767 0,07622* -0,01108 -
SEA 0,03168 -0,01199 -0,06400 -0,03975 -

4.3 Estrutura populacional entre os Oceanos Atlantico, indico e Pacifico

Nas analises por hipdteses de cendrios de estruturacdo (Tabela 6) foi
observada uma maior diferenciagdo quando considerados os individuos dos Oceanos
indico e Pacifico como um Unico grupo amostral, confrontados com os tubardes do
Oceano Atlantico (Fst= 0.78149). No F aos pares a maior estruturagéo observada se
deu entre individuos dos Oceanos Atlantico e Pacifico (Fst=0.78211, P>0.0001) e a
menor, foi encontrada entre os Oceanos indico e Pacifico (Fst=0.00975, P>0.0001)
demonstrando um alto grau de relacionamento entre estes grupos amostrais. A rede de
haplotipica apresentada na Figura 3 denota as relacBes entre os haplotipos nas
diferentes bacias oceénicas e a relagdo mais estreita entre os individuos do Pacifico e

do Indico. Tais aspectos também se apresentam no cladograma exposto na Figura 4.
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©QGIS 201

H2

‘Atléntico

@ indico
O Pacifico

Figura 3. Representacdo dos pontos de captura e rede de haplotipos. Em diversos casos um
mesmo ponto representa mais de um unico individuo. A cor preta representa os individuos
capturados ao longo do Atlantico, em vermelho os individuos obtidos no indico e em branco os
individuos do Pacifico. Na rede de hapldtipos os circulos estdo em proporgdo as frequéncias dos
haplotipos. As cores dos representantes de cada hapl6tipo correspondem as diferentes bacias

oceanicas.
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H8

H9
H7 Atlantico
H1
H6
B3 J Atlantico e Indopacifico

H2

— H5
H4 J Indopacifico

0.0005

Figura 4. A historia evolutiva foi inferida usando o método de Neighbor-Joining. A arvore
ideal com a soma do comprimento dos ramos = 0.01025629. A arvore € desenhada em escala,
com comprimentos dos ramos nas mesmas unidades que as das distancias evolutivas usados
para inferir a arvore filogenética. As distancias evolutivas, foram calculadas utilizando o

método Probabilidade de Composi¢cdo Maxima

substituicBes de bases por local.

e estdo em unidades de nUmero de

Tabela 6. Valores da AMOVA para o0s cenarios de estruturacdo testados entre os trés oceanos

(P<0,05)
Hipoteses de estruturagdo Fy P
5 Atlantico x Indo-Pacifico 0.78149 0.00001
6 Indico e atlantico x Pacifico 0.76674 0.00001
7 Atlantico e Pacifico x Indico 0.74047 0.00001
8 Atlantico x Indico x Pacifico 0.76928 0.00001
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Tabela 7. Diferenciacdo genética Fst entre os pares de populagdes de S. zygaena do

Atlantico, indico e Pacifico. Nivel de significancia de p<0,05.

Atlantico Indico Pacifico
Atlantico -
Indico 0,75850 :
Pacifico 0.78211 0.00975 -

4.4 Expansao Populacional

Os testes D de Tajima e Fs de Fu entre as populacdes de S. zygaena, indicaram
um estado de expansdo populacional nos trés grandes grupos, porém esses dados ndo
foram estatisticamente significativos de acordo com o valor de P observado (Tabela
8). Os padrbes de distribuicdo propostos pela andlise e Mismatch Distribution
resultaram em curvas unimodais com a média das diferengas muito proximas de zero.
Nos dois grupos, Atlantico e Indo-Pacifico, foram evidenciados a existéncia de
eventos de expansdo populacional recente (Figuras 5 e 6). O tempo estimado desde o0
evento de expansdo das populacdes indica que a expansdo ocorreu no ultimo periodo
de glaciagdo, que iniciou a cerca de 110.000 anos atrés e terminou a cerca de 10.000
anos atrads. O numero de fémeas estimado para o inicio da expansdo na regido do
Indico-Pacifico foi de dez vezes menor que o numero atual e no Atlantico foi del100

vezes menor (Tabela 8).
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Tabela 8. Estatisticas populacionais de S. zygaena: D, teste de Tajima; P, P valor do teste de
Tagima; Fs, teste de Fs de Fu; Prs, P valor do teste de Fs; T, tau; 6o, valor do theta inicial; 6,
valor do theta final; N, nUmero de fémeas antes da expansdo; N¢;, numero de fémeas depois
da expansdo; ldade pop, idade atual das populacGes em anos. As idades das populagfes sdo
indicadas com 95% de intervalo de confian¢a de t em popuagdes com tamanho amostral

suficiente para 1000 replicaces.

Oceano D P Fy Prs 1 & o My M Idadepop

Indopacifico 038023 0.70500 -0.59843 030100 0944 0003 0269 3669724 3600917 43302
Atlantico 086702 023000 -247538 0.14800 2.138 0.008 0.785 1376146 12339449 98073

16000 -
14000 -
12000
10000 -

8000 - B Mismatch Obs

6000 - M Expansao Simul

.zow J
Figura 5. Curva de Distribuicdo Mismatch da populacdo de S. zygaena para a hipétese de

expansado populacional no Oceano Atlantico.
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Figura 6. Curva de Distribuicdo Mismatch da populacdo de S. zygaena para a hipétese de

expansao populacional do Indo-Pacifico.

5 Discusséo
5.1 Diversidade Genética

Estudos utilizando a regido controle do DNAmt de espécies de tubardes
geralmente resultam em baixos indices de diversidade nucleotidica e haplotipica,
quando comparados a maioria dos outros vertebrados, incluindo os peixes 6sseos. Na
Tabela 9 apresentam-se valores de diversidade encontrados em alguns estudos
realizados com espécies de vertebrados marinhos (elasmobranquios, peixes ésseos e
cetaceos). Dentre estes estudos, em algumas espécies de tubarfes tais como Mustelus
schmittie e Alopias superciliosus (Pereyra et al. 2012, Morales et al. 2012) foram
encontrados valores proximos aos observados para o S. zygaena. Entre espécies
pelagicas com distribui¢do oceénica tais como o tubardo-crocodilo (Pseudocarcharias
kamoharai), tubaréo-frade (Cetorhinus maximus), tubardo-azul (Prionace glauca) e a
baleia cachalote (Physeter macrochepalus), os valores relatados também foram

préximos ao encontrado para o tubardo-martelo S. zygaena, o que poderia indicar a
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baixa variabilidade nucleotidica comum em animais com comportamento semelhante

(Hoelzel 2006, Teixeira 2011, Lyrholm et al. 1996).

No entanto, os resultados

apresentados por Duncan et al. 2006 em um estudo populacional global,

demonstraram uma alta diversidade haplotipica e nucleotidica para espécie Sphyrna

lewini (7=0.0130 £ 0.0068 h=0.80 + 0.020) se comparado ao observado para S.

zygaena.

Tabela 9. Diversidade da regido controle do DNAmMt em espécies pelagicas de

vertebrados marinhos. Anélises globais s&o representadas com *.

Espécie Diversidade Diversidade Referéncia
nucleotidica haplotipica

Elasmobranchii

Sphyrna zygaena 0,00177+0,00157 0,519+0,0009 Presente estudo

Alopias superciliosus 0,00150 0,123 £ 0,00142 Morales et al. (2012)

Carcharhinus limbatus

Carcharias taurus
Cetorhinus maximus

Galeorhinus galeus

Mustelus schimitti*
Prionace glauca*
Pristis zijsron*
Pristis clavata*
Pristis microdon*

Pseudocarcharia
skamoharai*
Rhincodon typus

Rhizoprionodon lalandii*

Sphyrna lewini

Stegostoma fasciatum*

Teleostei
Acanthocybium solandri*

Thunnus thynnus

0,0021+0,0013

0,004+0,00003
0,0013+0,0009
0,0071+0,0037

0,0015
0,00258+0,00013
0,0036+0,0026
0,004+0,0028
0,0044+0,0029
0.00167

0,011+0,006
0,004843+0,002941

0,013+0,0068

0,089+0,086

0,053
0,015

0,805+0,018

0,725+0,002
0,720+0,028
0,92+0,01

0,226
0,89+0,020
0,555+0,078
0,489+0,0072
0,65+0,0032
0.627

0,97+0,01
0,8239

0,80+0,02

0,484+0,112

0,999
0,991

Keeney e Heist (2006)

Ahonen et al. (2009)
Hoelzel et al. (2006)
Chabot e Allen (2009)

Pereyra et al. (2010)
Teixeira (2011)
Phillips et al. (2011)
Phillips et al. (2011)
Phillips et al. (2011)
Ferrete (2012)

Castro el al. (2007)
Mendonca et al. (2009)

Duncan et al. (2006)

Dudgeon et al. (2009)

Garber et al. (2005)
Carlsson et al. (2004)
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Xiphias gladius* 0,01480,0005 0,997 Lu et al. (2006)

Cetacea
Orcinus orca 0,0053+0,0031 0,874+0,013 Hoelzelet al. (2002)

Physeter macrocephalus 0,002+0,0003 0,86 Lyrholm et al. (1996)

5.2 Estrutura populacional

As andlises da estrutura genética podem ser influenciadas por fatores tais
como as propriedades dos marcadores utilizados, partindo de modelos classicos de
mutacéo, selecdo, o tamanho da populacédo e / ou a presenca de populagdes fantasmas
(Slatkin 2005; Lowe & Allendorf 2010) genética e o fluxo génico e como esta razdo
influencia na estrutura populacional, sendo esta uma das medidas de estrutura
populacional mais utilizada na genética evolutiva (Slatkin 2005). Com base neste
mesmo indice, a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) mede a diferenciagdo
genética entre e dentro dos grupos populacionais e dentro das populagfes, além de
fornecer um indice global de fixacdo @st (Templeton 2006).

Devido ao fato dos tubarBes-martelo terem seus habitos de vida em regides
costeiras, baias, estuarios, e ao longo de plataformas continentais com profundidades
que variam de 20 a 200 metros, o status de tubardo semi-oceénico corrobora com o
baixo fluxo génico encontrado nesse estudo, quando comparados longitudinalmente.
Portanto os valores de Fst e &gt (uma variante do Fst que é gerado na analise
AMOVA no software Arlequim) obtidos indicam uma forte estruturagéo populacional
com consequente baixo fluxo génico entre os grupos de S. zygaena do Oceano
Atlantico em relagdo aos oceanos Indico e Pacifico. Durante os meses de verdo,
muitos tubardes-martelo S. zygaena formam cardumes e migram em direcdo de aguas
mais frias, e mais tarde retornam perfazendo um eixo norte e sul, o que pode explicar

um maior fluxo génico entre correntes mais proximas.
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A maioria das andlises genéticas de peixes marinhos cosmopolitas revelam
uma tendéncia de baixos niveis de estruturacdo genética em todas as bacias oceénicas
e alta dispersdo entre as populacfes (Grant e Bowen 1998, Waples 1998). Por outro
lado, o fluxo génico € menor entre 0s peixes com distribuicdo disjunta (Graves 1998)
e envolvem espécies que sao sedentarias ou apresentam algum grau de filopatria (Grant e
Waples 2000, Waples et al. 2001). A presente andlise, quase global da estrutura do S.
zygaena, sugere que esses tubardes estdo divididos em duas populagdes bem distintas
com pouca conectividade entre o Indo-Pacifico e 0 Oceano Atlantico, excluindo a
ideia de uma unica metapopulagdo global. Modelos muito semelhantes que dividem
uma espécie em duas populacbes diferentes (Atlantico x Indo-Pacifico) foram
demonstrados em trabalhos com tubarfes do mesmo género (S. lewini) e também em
tubardes-baleia (Vignaud et al. 2014, Duncan et al. 2006).

O valor nédo significativo de Fst aos pares encontrados entre 0s Oceanos
indico e Pacifico indicam um alto nivel de fluxo génico entre estas bacias oceénicas.
O mesmo acontece entre 0s grupos amostrais do Oceano Atlantico, que possuem
valores muito baixos e outros ndo significativos de estruturagéo entre pares, indicando
a ocorréncia de um fluxo genético intenso. Atualmente ndo ha barreiras fisicas ou
ambientais identificadas entre o Indico e o Pacifico que se comparam ao extremo sul
do continente africano ou da América do Sul, com aguas extremamente frias, podendo
restringir a migracdo de muitas especies, inclusive de grandes vertebrados como 0s
tubardes-martelo.

Analises de dois outros tubarbes distribuidos globalmente, o tubardo mako
(Isurus oxyrinchus) e o cagédo-bico-de-cristal (Galeorhinus galeus), revelaram
claramente um menor indice de estruturacdo populacional do que o observado em S.

zygaena no presente estudo (Heist et al. 1996, Ward e Gardner 1997, Schrey e Heist
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2003). Isso ndo é inesperado, considerando que tanto o mako, quanto o cagdo-bico-de-
cristal sdo espécies de comportamento quase exclusivamente oceénicos, contrastanto
com os hébitos dos tubarbes-martelo que frequentam &guas rasas, principalmente em
épocas reprodutivas. No entanto, o padréo global da diversidade genética destas duas
espécies foi semelhante ao descoberto para S. zygaena. Segundo Duncan (2006)
alguns estudos com cetdceos marinhos tem mostrado padrGes de dispersdo e
diferenciacdo genética mais semelhantes com elasmobranquios de habitos oceénicos,
como os tubarfes-martelo, do que peixes teledsteos de grande porte, como é 0 caso
do atum-cachorro Thunnus obesus (Chow et al. 2000).

Estudos sobre a expansdo populacional, baseados em marcadores moleculares,
podem ajudar a identificar espécies que respondem com menor plasticidade frente as
alteracbes geomorfolégicas e climaticas. A compreensdo desses padrdes de
deslocamentos, durante o udltimo periodo glacial, pode ajudar a prever como essas
populacgdes reagirdo frente as mudancas climaticas atuais e futuras. No presente trabalho,
os testes de neutralidade e a analise de Distribuicdo Mismatch, revelaram um evento
recente de expansdo populacional do tubardo S. zygaena. No entanto, apesar de atraentes,
as estimativas de expansdo e tamanhos populacionais devem ser interpretadas com

cautela.

5.3 Conservagao

Considerando os indices de diversidade genética encontrados para o tubardo S.
zygaena, uma especial atencdo deve ser dada quanto a sua manutengdo em programas
de conservacdo. Embora esta espécie tenha apresentado indices semelhantes aos de
algumas outras espécies de tubardes também com distribuicdo global, quando
comparado a espécie S. lewini, o tubardo S. zygaena apresenta diversidade haplotipica

e nucleotidica bem inferiores. Tal questdo pode ser bastante relevante considerando o0s
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hébitos fortemente compartilhados por estas duas espécies, além da comum falta de
distincdo entre elas na exploracdo e estatistica pesqueira. Ainda, a estruturacdo
genética encontrada entre os grupos amostrais do Oceano Atlantico e as demais bacias
oceénicas torna claro a configuracdo de populagfes distintas, sendo assim, unidades
evolutivas diferenciadas com requisitos particulares em programas de manejo.

Devido a preocupacgdo crescente dos pesquisadores com relagdo a este grupo e
também com outras espécies de captura acessoria, a Comissdo Internacional para a
Conservagdo dos Tunideos do Atlantico (ICCAT), o 6rgdo de gestdo para o Oceano
Atlantico e que vinha considerando a espécie S. zygaena como dois estoques distintos no
Atlantico, sendo estes distribuidos entre os hemisférios Norte e Sul, vem recomendando,
também, mais estudos bioldgicos sobre tubardes pelagicos. No presente trabalho fica
evidente um alto grau de diferenciagéo entre populacdes do Oceano Atlantico e regides
do Indo-Pacifico, além da auséncia de estruturacfes entre 0s grupos amostrais dentro

destas bacias oceanicas.

6 Conclusdes

No presente trabalho apresentam-se resultados sobre a diversidade e estrutura
genética populacional do tubardo-martelo, S. zygaena, utilizando como marcador
genético molecular sequéncias da regido controladora do DNA mitocondrial de grupos
amostrais representativos do Oceano Atlantico e Oceano Indico e Pacifico. Os
resultados das anélises do D-loop, demonstram a existéncia de dois estoques genéticos
diferentes, sendo um deles distribuido por todo o Atlantico sem estruturagdes
populacionais internas neste oceano e um segundo estoque provavelmente, amplamente
distribuido sem restricdes ao fluxo génico no Indo-Pacifico, implicando em estratégias

diferenciadas na gestdo e manejo desta espécie. Analises utilizando outros marcadores
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moleculares ainda podem contribuir com o entendimento da dindmica populacional da
espécie com a caracterizacdo niveis diferenciais de fluxo génico entre machos e fémeas,
possibilitando a caracterizagdo de filopatria, areas de bercarios e taxas de migracao

independentes entre 0s sexos.
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