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Resumo

O tubardo azul, Prionace glauca, é considerado a espécie de
elasmobranquio encontrada em maior abundancia, com ampla distribuicdo
geografica, alta taxa de natalidade e de rapido crescimento. Entretanto,
também é a espécie mais explorada na pesca oceanica em nivel mundial, o
gue tem levado a desequilibrios estruturais das populacées e aumentado as
possibilidades de risco para a espécie. Em avaliacdes sobre o estado de
conservacao da espécie, realizadas no Brasil e também de maneira global, P.
glauca foi classificada como “quase ameacada’. Para o setor pesqueiro, a
identificagdo de estoques diferenciados constitui informacao fundamental pela
sua relacdo direta com a produtividade total e uso sustentavel dos recursos. A
diferenca nas frequéncias de haplétipos de DNA entre amostras geogréficas
pode ser usada para estimar indiretamente padrdes de diferenciacdo e de fluxo
génico e, portanto, a estrutura genética das amostras. Este trabalho utilizou
amostras de tecidos musculares e epiteliais de tubardes azuis capturados pela
frota pesqueira brasileira no Rio Grande do Sul (n = 38), Sdo Paulo (n = 28) e
Rio Grande do Norte (n = 31). Os niveis de variabilidade e estruturacdo
genética nas regibes amostradas foram determinados a partir do
sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop). Para P.
glauca, este marcador apresentou 16 sitios polimorficos e 32 haplétipos. Os
valores encontrados para diversidade haplotipica e nucleotidica foram,
respectivamente, Hd =0,89+0,020 e 1=0,00258+0,00013. O teste AMOVA
detectou uma moderada estruturacdo populacional entre as regides

amostradas, com o maior valor de Fg = 0,103. Assim, considera-se para 0s



efeitos de manejo pesqueiro, um Unico estoque da espécie na costa brasileira.
Os niveis de estruturacado genética demonstrados nesse trabalho, associados
aos dados de exploracdo pesqueira do tubardo azul, ddo indicacdes da
necessidade de maior atencdo a conservacdo da espécie no Brasil. Amostras
de outras regides do Oceano Atlantico Sul e Norte devem ser coletadas e
analisadas a fim de esclarecer as divergéncias e lacunas sobre a estruturacao
genética populacional de P. glauca em todo o Atlantico, assim como sua

caracterizacao filogeogréfica.



Abstract

The blue shark, Prionace glauca, is the most abundant elasmobranch, with
widest distribution, high birth rates and faster growth. However, it is also the
most exploited species in the ocean fisheries worldwide, which has led to
structural imbalances of their population and increased potential risk to the
specie. In assessments of the state of conservation of the species, carried out
in Brazil and globally, P. glauca was classified as "near threatened" according
to IUCN categories. In fisheries, the stock identification are considered very
important information due the direct relation with the total productivity and
sustainable use of resources. The difference in the frequencies of haplotypes of
DNA among geographic samples can be used to indirectly estimate patterns of

differentiation and gene flow and thus the genetic structure of stocks. In the

present study samples of muscle and epithelial tissues of blue sharks caught by
the fishing fleet in Rio Grande do Sul (n = 38), S&o Paulo (n = 28) and Rio
Grande do Norte (n = 31) estates were used. The levels of variability and
genetic structure of the sampled regions were determined from the sequencing
of mitochondrial DNA control region (D-loop). The use of this marker in P.
glauca resulted in 16 polymorphic sites and 32 haplotypes. The nucleotide and
haplotype diversity was, respectively, Hd = 0.89 + 0.020 and m = 0.00258 *
0.00013. The AMOVA test detected a moderate population subdivision among
the sampled regions, with highest value of Fg = 0,103. Similarly, it is considered
for the effects of fisheries management, a single stock in the Brazilian coast.
The levels of genetic structure demonstrated in the present study, combined

with data from fisheries exploitation of the blue shark, indicate the need for



greater attention to the preservation of the species in Brazil. Samples from other
regions of South and North Atlantic Ocean should be collected and analyzed to
clarify the discrepancies and gaps on the population genetic structure of P.

glauca across the Atlantic as well as phylogeographic characterization.
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1. Introducéo

1.1. Prionace glauca

A Subclasse Elasmobranchii (Classe Chondrichthyes) abrange os peixes
conhecidos como tubardes e raias (Compagno, 1984). No Brasil, essa fauna é
rica e diversa, com cerca de 170 espécies registradas, das quais 90 sdo
tubardes e pouco mais de 80 séo raias (Gadig, 2001; Menezes et al., 2003). O
tubardo azul, Prionace glauca (Linnaeus, 1758), pertence a familia
Carcharhinidae (Compagno, 1984) e apresenta, como caracteristicas
morfolégicas, corpo esbelto de coloracéo azul indigo com comprimento total de
aproximadamente 300 cm (Nakano & Seki, 2003), focinho longo e afilado,
nadadeiras peitorais muito longas, primeira nadadeira dorsal situada
posteriormente em relacdo as nadadeiras peitorais, olhos grandes, dentes
superiores curvos e serrilhados e inferiores obliquos e levemente serrilhados
(Compagno, 1984; Gadig, 2001). No Sul do Brasil, os machos alcancam a
maturidade com aproximadamente 210 cm de comprimento total e as fémeas

com 195 cm de comprimento total (Legat & Vooren, 2004).

A distribuicdo de P. glauca nos oceanos parece variar de acordo com a
latitude e longitude. No Pacifico Norte, os pequenos juvenis migram para o sul,
enquanto as fémeas movem-se para o norte e para o leste (Nakano, 1994;
McKinnel & Seki, 1998). J& no Pacifico Sudoeste, entre 15°S e 49°S, os
individuos capturados sao principalmente juvenis, sendo as fémeas mais

abundantes em latitudes maiores (Stevens, 1984; 1992). No Pacifico Sudeste
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h& a predominancia de machos e fémeas juvenis em iguais propor¢des (Mejuto
& Garcia-Cortés, 2005). No Atlantico Norte, os juvenis machos grandes
permanecem no lado oeste do oceano, enquanto as fémeas se concentram na
porcao leste (Montealegre-Quijano & Vooren, 2010). Para o Oceano Atlantico
Sul, Hazin et al. (1994a, b) e Mejuto & Garcia-Cortés (2005) observaram que
entre 0 e 23°S, predominou a captura de tubardes adultos ou quase adultos e,
entre as latitudes 25°S e 40°S, juvenis e machos adultos foram mais

abundantes.

A espécie P. glauca apresenta baixo valor econbmico devido a
musculatura fraca com forte odor de amoénia (Walker, 1998). Entretanto, em
substituicdo as capturas de peixes 0sseos cujos estoques estdo em declinio, o
aumento no valor e demanda no mercado mundial de produtos como

nadadeiras estimulam cada vez mais sua exploracao (Bonfil, 1994).

Entre as espécies de tubardo comumente capturadas, Prionace glauca é
considerada como o elasmobranquio mais abundante, apresentando ampla
distribuicdo geogréfica, alta taxa de natalidade e crescimento mais rapido
(Branstetter, 1990; Megalofonou et al., 2005). Entretanto, Bonfil (1994) estimou
que de 6,2 a 6,5 milhdes de individuos desta espécie sejam capturados
anualmente no mundo, o que poderia estar perto ou acima da capacidade
maxima sustentavel da espécie (Clarke et al., 2006). No Oceano Atlantico, o
declinio de P. glauca na pesca foi de 60% de 1986 a 2000 no hemisfério norte
(Baum et al., 2003) e na regido sudeste do Brasil, houve um aumento
consideravel na captura entre 1972 e 1993, passando de duas toneladas para

1322 toneladas (Amorim et al., 1998). No entanto, estes nimeros crescentes
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nos desembarques na regidao sudeste brasileira provavelmente nao se referem
a um crescimento populacional ou a capacidade de recuperacao dos estoques
e sim ao incremento nas artes da pesca e a participacdo de novas

embarcacdes a partir das décadas de 70 e 80.

Diferentes estudos tém mostrado que, embora o tubardo azul seja a
espécie mais explorada na pesca oceanica em nivel mundial (Camhi et al.,
1998) com a captura dos individuos desde o primeiro ano de vida (Henderson
et al., 2001; Megalofonou et al., 2009), andlises demograficas ndo indicam
efeitos de sobrepesca (Hazin & Lessa, 2005). Dois fatores, como a maturagéo
precoce e a fecundidade poderiam estar contribuindo para isso. P. glauca
apresenta alta fecundidade, que aumentaria a populacdo em numero, fazendo
dessa espécie a mais abundante e produtiva entre os elasmobranquios no
Oceano Atlantico (Kohler et al., 2002; Aires-da-Silva & Galucci, 2007).
Concomitantemente, tem maturagdo sexual precoce, coincidindo com o
recrutamento pesqueiro (Hazin & Lessa, 2005; Henderson et al., 2001). Porém,
por se tratar de uma espécie comumente descartada pela pratica do finning e
pelo fato da maioria dos dados relacionados a estatistica pesqueira
dependerem de animais desembarcados, os registros atuais poderiam néao
representar o estoque real de animais existentes e da pesca realizada (Hazin &
Lessa, 2005). Com isso, os dados de mortalidade estimados talvez néo

representem valores corretos e sejam subestimados.

Em 2009, a Comissao Internacional para a Conservacédo dos Tunideos
do Atlantico - ICCAT - declarou que as taxas de mortalidade por pesca sao

inferiores aquelas necessarias para alcangar o rendimento maximo sustentavel
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(ICCAT, 2009). A IUCN (Uniao Internacional para a Conservagéo da Natureza)
definiu o status da espécie, apds a Ultima avaliagdo global em 2005, como
“Quase Ameagada” (IUCN, 2011). No Brasil, a avaliagdao mais recente (2011),
com base nos critérios da IUCN, corrobora a classificacdo global de P. glauca
como “Quase Ameacada” (ICMBIio, 2011). Atualmente tais listagens exercem
grande influéncia nas prioridades de preservacdo dos érgaos governamentais.
Contudo, apenas Canada, EUA, México e Austrdlia ja possuem legislacdes
especificas para a pesca do tubardo azul, com a delimitacdo de cotas por
barcos, restricbes de areas de exploracdo da ZEE (Zona de Exploracdo
Exclusiva) e proibicdo da retirada das nadadeiras para o comércio asiatico

(Holts et al., 1998).

1.2. DNA mitocondrial, estrutura populacional e conservacao

O conhecimento sobre a aplicagdo de marcadores de DNA evoluiu do
seu estado experimental e estd sendo atualmente incorporado aos programas
de conservagdo de espécies, de forma pratica e eficiente. Ja h4 algum tempo,
0s padroes de DNA mitocondrial (DNAmMt) vém sendo reconhecidos como
marcadores potencialmente importantes em estudos de linhagens comerciais
de peixes (Ferris & Berg, 1987; Toledo Filho et al., 1992), sendo capazes de
distinguir populacBes geograficas com grande eficiéncia, pela identificacdo de
haplétipos (Bermingham & Martin, 1998; Paternello et al., 2003; Perdices et al.,

2004; Wang et al., 2004).

O DNAmt pode ser considerado como um haplétipo simples, sendo

encontrado em todas as células animais (Attardi, 1995). Diferengas no numero
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e tamanho dos haplétipos podem ser usadas para estimar a quantidade de

variacado genética existente dentre e entre populacdes (Nei, 1987).

As observacbes de que os haplotipos de DNAmt de populacbes de
muitas espécies apresentam-se localizados geograficamente introduziu uma
dimenséo filogenética nas discussdes sobre estrutura de populacbes, levando
a proposicado do termo “filogeografia” (Avise et al., 1987). Desse modo, com
base na distribuicAo geografica dos haplétipos de DNAmt e no grau de
divergéncia de suas sequéncias, Avise (2000) propbe e discute categorias
filogeograficas que podem caracterizar areas de ocupacdo, distribuicdo de
populacdes, existéncia de barreiras ao fluxo génico ou extincdo de gendtipos
intermediarios, ocorréncia de zonas hibridas, taxas de migracao e inferéncias

cladisticas.

Dentre os genes e demais segmentos do DNA mitocondrial, a regido
controle, também conhecida como D-loop, é responsavel pelos processos de
replicagéo e transcricdo do DNA mitocondrial. Por ndo ser codificadora de
proteinas, apresenta uma maior taxa de substituicbes de bases nucleotidicas,
sendo sua taxa de evolugao duas a cinco vezes maior que a dos outros genes
codificadores de proteinas (Meyer, 1993). Tais caracteristicas ddo a este
segmento gendomico um grande destaque como ferramenta em estudos
genéticos e evolutivos. No entanto, a variacado genética em elasmobranquios é
baixa quando comparada aos peixes 6sseos (Smith, 1986) e a taxa de mutacao
das suas sequéncias mitocondriais € de seis a oito vezes mais lenta que em

mamiferos (Martin et al., 1992; Martin & Palumbi, 1993). Ainda assim, o D-loop
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tem sido muito utilizado para acessar a estrutura genética em
elasmobréanquios, fornecendo dados expressivos.

Para o setor pesqueiro, a identificagdo e manutencdo de estoques
diferenciados apresentam-se como elementos fundamentais no conhecimento
das populagbes, pela sua relacdo direta com a produtividade total e uso
sustentavel dos recursos (Carvalho & Hauser, 1994). Quando os componentes
de uma populacao de peixes sdo segregados em varios estoques reprodutivos,
a frequéncia dos alelos, identificada com auxilio de marcadores genéticos,
sofre uma flutuacdo genética e a variagdo na frequéncia desses alelos reflete a
magnitude do isolamento reprodutivo entre esses estoques. Assim, a diferenca
na freqliéncia observada entre amostras geogréaficas pode ser usada para
estimar indiretamente padrbes de fluxo génico e, portanto, a estrutura genética

do estoque (Heist, 2005).

A conservacdo da variabilidade genética € um dos objetivos basicos
para programas de controle e conservacao de espécies em perigo de extin¢cao
(Lacy & Lindenmayer, 1995). Essa questdo € especificamente relevante no
ambiente marinho, onde as barreiras fisicas parecem ser menos perceptiveis e
efetivas (Avise, 1994; Palumbi, 1994), sugerindo uma tendéncia aparente a
homogeneizacdo genética (Ward et al., 1994; Levy & Cassano, 1994).
Contudo, a premissa errOnea de que populagbes marinhas sdo geneticamente
uniformes pode estimular a sobre-exploracéo, reduzir ainda mais os niveis de

variabilidade, diminuir a producado comercial total e até promover a eliminacao

de estoques locais (Smith et al., 1990; Kuusipalo, 1999).
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Mesmo considerando a crescente captura de tubarbes determinada pela
atividade pesqueira, com a continua inclusdo de novas espécies nas listas de
risco de extincdo e também a inexisténcia de mecanismos apropriados para o
manejo sustentavel das espécies mais exploradas, ainda sdo mundialmente
pouco expressivos 0s estudos sobre a estrutura genética de populacdes destes
peixes. Duncan et al. (2006) elaboraram um primeiro trabalho filogeografico
global para a espécie de tubardo Sphyrna lewini, tendo observado uma forte
descontinuidade populacional entre os oceanos. No entanto, 0 baixo nimero
amostral obtido ndo possibilitou a determinagéo de estruturas populacionais
intra-oceanicas. Um ponto importante levantado por estes mesmos autores foi
a possibilidade de ocorréncia de uma espécie criptica entre aquelas ja

descritas no género Sphyrna no Oceano Atlantico.

Em estudos realizados com o tubardo Carcharhinus limbatus, foi
identificada uma forte estruturacdo nas populagdes do Atlantico Oeste (Golfo
do México e Caribe) e populages do Atlantico Leste (Africa), oceanos indico e
Pacifico, com a existéncia de estoques reprodutivos distintos (Keeney & Heist,
2006). Ainda neste mesmo trabalho, também foi sugerida uma possivel
incerteza taxondmica entre C. limbatus e C. tilstoni. Do mesmo modo,
utilizando uma amostragem global do tubardo Galeorhinus galeus, Chabot &
Allen (2009) revelaram a existéncia de estrutura populacional quando
comparados estoques entre oceanos. E em amostras globais do tubardo-baleia
Rhincodon typus, ndo foram encontradas fortes restricbes ao fluxo génico entre
0s oceanos, sendo detectada apenas uma moderada diferenciagdo entre os

estoques dos oceanos Atlantico e indico (Castro et al., 2007).
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Em avaliacdes de menor escala, Schultz et al. (2008) identificaram fortes
restricbes ao fluxo génico em populacbes do tubardo-limdo (Negaprion
brevirostris) coletadas no Brasil, Bahamas (Atlantico Oeste) e Guiné Bissau
(Atlantico Leste). Neste estudo ficou evidente a estruturacao entre as porgdes
leste e oeste do Oceano Atlantico e uma moderada diferenciacdo entre as
amostras brasileiras coletadas no hemisfério sul e as amostras das Bahamas,
no Caribe. Em outro estudo, de acordo com Chapman et al. (2009), Sphyrna
lewini apresenta uma forte diferenciacdo no Atlantico, com estoques distintos
no Golfo do México, Caribe e América do Sul. Entre os tubarbes de pequeno
porte, Rhizoprionodon porosus e R. lalandii, foi caracterizada uma forte
estruturacao entre populacdes do Atlantico Oeste, com uma diferenciagéo entre
estoques dos hemisférios Norte e Sul. Esta diferenciacdo é modulada
provavelmente pelas correntes maritimas Norte Equatorial e Corrente do Brasil

(Mendonca et al., 2011; Mendonca et al., comunicacéo pessoal).

Para o tubardo azul ndo foi encontrada estruturagdo genética entre
amostras da Australia, Indonésia e porcédo central do Oceano Pacifico Norte,
segundo Ovenden et al. (2009), que utilizaram marcadores moleculares dos
tipos D-loop e microssatélites. Este seria, provavelmente, o Unico estudo de
estrutura populacional em P. glauca utilizando marcadores moleculares até o

momento.

A realizagéo de estudos conjuntos em todo o Oceano Atlantico Sul sobre
dindmica populacional, variabilidade genética dos estoques e analise
demografica de P. glauca certamente dariam um embasamento mais solido aos

dados apresentados aos 6rgdos governamentais. As informacfes geradas,

9



Introducéo

além de gerar dados para a identificagdo dos estoques, a criagdo e
estabelecimento de &reas protegidas e de defeso sazonal, também poderiam
contribuir para melhor fiscalizacdo do desembarque de nadadeiras
desacompanhadas das respectivas carcacas, bem como para o controle das
licencas de pesca e a implementacdo de medidas de protecdo como tamanho
minimo nas capturas, completa utilizacdo do animal capturado e minimizacao

dos descartes para as espécies em perigo de extin¢éo.

1.3. Objetivos

No presente trabalho, o principal objetivo foi abordar questdes acerca da
dindmica das populagcbes da espécie Prionace glauca em exemplares
capturados pelas frotas pesqueiras ao longo da costa brasileira, utilizando
sequéncias nucleotidicas da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop). Tais
resultados deverdo servir para um melhor entendimento da estrutura
populacional da espécie no Atlantico Sul Ocidental, a determinag&o dos niveis
de variabilidade genética, sua relacdo com a pesca sustentavel e possivel
sugestdo de areas prioritarias a serem estabelecidas em programas de manejo.

Para o desenvolvimento do trabalho, foram listados os objetivos especificos:
e identificar o numero e a distribuicdo geografica dos haplotipos de DNA
que formam os estoques da espécie P. glauca no Oceano Atlantico Sul

Ocidental, com o uso de marcador molecular mitocondrial (D-loop);

e verificar se os diferentes cardumes de Prionace glauca constituem uma

Unica populacado ou se existe estruturacdo genética,

10
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gerar informacdes que possam subsidiar programas de manejo
adequados e exploracdo sustentavel dos estoques pesqueiros de

espécies do género Prionace na costa brasileira.
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2. Material e métodos

2.1. Coleta das amostras

Foram obtidas 97 amostras de Prionace glauca nos locais de
desembarque de frotas industriais e a bordo de pesqueiros que capturam
tubardes e raias ao longo da costa brasileira. Essas amostras sao provenientes
do Rio Grande do Sul (n=38, entre 27°15’S e 30°20’S), S&do Paulo (n=31, entre
24°40'S e 26°57'S) e Rio Grande do Norte (n=28, entre 2°38'S e 4°52’S)

(Figura 1).

Figura 1 - Localizagdo dos pontos de coleta no oeste do Oceano Atlantico Sul. As
marcagdes em vermelho representam coletas do Rio Grande do Sul (RS); marcagtes
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em amarelo sdo de Sao Paulo (SP) e em verde séo referentes ao Rio Grande do Norte
(RN).

Ainda em campo, foram feitas a identificacdo morfolégica e registro
fotografico dos exemplares amostrados. Em seguida, foram extraidas amostras
de tecidos na forma de fragmentos de nadadeiras e tecido muscular. Esses
tecidos foram conservados em etanol a 95% e integrados a colecdo do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes da UNESP, campus de Botucatu,
credenciado no Ministério do Meio Ambiente como Fiel Depositario de

Amostras do Patriménio Genético.

2.2. Extracéo, amplificagc&o e sequenciamento de DNA

O DNA genbmico foi extraido de células de nadadeiras e tecido
muscular, usando o método de extracdo salina descrito por Aljanabi & Martinez
(1997). As reacOes de amplificacdo da regido controle foram realizadas
utilizando 25ul de solugéo contendo 0,5 mM dos primers D-loop F 5-CTC CCA
CCA AGA AAG TTC TG-3 e D-loop R 5-GGC CGC TTA TGT AGG CTT CTT
GG-3' descritos por Mendonca et al. (2009); 0,8 mM de dNTP; 1,5mM de
MgCl,; tampé&o da enzima Taq DNA polimerase (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e 50
mM KCI); e uma unidade da enzima Taq polimerase (Invitrogen).

Cada ciclo de amplificacdo por PCR foi realizado pela desnaturagcéao a
95°C por 30 segundos, hibridacdo a 55°C por 45 segundos e extensédo a
extensdo a 72°C por 45 segundos, com 35 repeticdes, seguida dcom 35
repeticbes e extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os segmentos de DNA

amplificados foram submetidos a eletroforese a 155V por 40 minutos em gel de
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agarose a 1% e visualizados em 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 automatico ABI
3130 Genetic Analyser Applied Biosystems. A reacdo de sequenciamento em
termociclador foi realizada com desnaturacao inicial a 96°C por 2 minutos; 35
ciclos de desnaturacdo a 96°C por 30 segundos, hibridacdo a 50°C por 15

segundos, e extensao a 60°C por 4 minutos.

2.3. Andlise da estrutura populacional

O alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi conduzido no programa
BioEdit Sequence Alignement Editor (Hall, 1999) com ClustalW Macvector-65
(Thompson et al., 1994). A diversidade haplotipica e nucleotidica, o nUmero de
sitios polimorficos e o numero de haplotipos foram calculados usando o
programa DnaSP 5.10 (Librado & Rozas, 2009). A analise da estrutura genética
das populacdes foi realizada com o programa AMOVA (Analysis of Molecular
Variance), para testar a heterogeneidade genética espacial entre os haplétipos
do DNAmt através do programa ARLEQUIN 3.01 (Excoffier et al., 2005), que
utiliza a estatistica F de Wrigth’s (1965).

A significancia da estatistica Fst € determinada pelas permutacfes nao-
paramétricas (Excoffier et al. 1992), com 1000 permutacfes. Esta estimativa
leva em consideracao a frequéncia de distribuicdo dos haplétipos e o nimero
de diferencas de sitios de restricdo entre eles, onde os valores de divergéncias
sao incorporados a uma analise de variancia para estimar o grau de subdivisdo

genética intraespecifica (Excoffier et al., 1992). A rede de haplétipos foi
15
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construida a partir do programa Network 4.6 (Bandelt et al., 1999). O teste de
Mantel foi realizado pelo programa Genepop on the web (Raymond & Rousset,

1995).
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3. Resultados

3.1. Caracterizacao e variabilidade das sequéncias génicas

A regido controle do DNA mitocondrial de 97 individuos da espécie de
tubardo P. glauca foi sequenciada e apresentou 1026 pares de bases
analisaveis, com 16 sitios polimorficos (Tabela 1). A composicao nucleotidica
consistiu de 15,58% de guanina; 21,13% de adenina; 27,78% de timina; e
35,51% de citosina, sendo detectados 29 polimorfismos (51,72% de transigao,
48,28% de transversao), resultando em 32 haplétipos, conforme mostra a
Tabela 1.

A Tabela 2 mostra que os dois haplétipos mais comuns, H1 e H16, que
juntos representam 44,33% das amostras analisadas, ocorreram em todas as
regides amostradas, mas ambos sdo observados somente em trés amostras do
Rio Grande do Sul. O haplétipo H1 foi encontrado em cinco amostras de Sao
Paulo e em 13 amostras do Rio Grande do Norte, enquanto o haplétipo H16
predominou entre as amostras de S&o Paulo, representando 13 individuos e
esteve presente em apenas seis amostras do Rio Grande do Norte. O haplétipo
guatro foi o terceiro em abundéancia com nove representantes no Rio Grande
do Sul e dois representantes em S&o Paulo. No Rio Grande do Norte, esse

haplétipo foi ausente.
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Tabela 1 - Posi¢cao dos nucleotideos polimorficos para os 32 haplotipos identificados
nas amostras do tubardo azul, Prionace glauca. Os haplétipos (H) estéo listados na
coluna da esquerda e os numeros em negrito correspondem aos sitios polimaérficos.

H 111 159 195 204 211 241 269 281 542 608 697 765 782 808 928 992

1 c G T G c T T T T A A c c c c A
2 G . . . . . A c . . . . . T . T
3 G A . . . . A c

4 T

5 G c

6 G A

7 G c T T

8 G A c T T
9 A c T
0 G . . . . . A c . . . . . T

11 . . . . . . . . . . . . T . . T
12 . . c . . . . . . . . . T . . T
13 G . . . . . . c . . . . . . . T
14 G . . . T . A c

15 G . . . . . . c . . . . . T

16 G . . . . . A c

17 G . . . . . A c . . . . T

18 . . c A . . . . . . . . T . A T
19 . . c . . . . . . . . . T T

20 G . . . . . . c . . . . T

21 G . . . . . A c . . . . T T

22 . . . A . . . . . . . . T

23 . . . . . . . . . . . . . T

24 . . . . . . A c . T . . . T . T
2% G . . . . . A c . . T

26 G . . . . . . . . . . . T

27 G

28 G . . . . c . c

29 . . . . . . A c

30 G . . . . . A c A

31 . . . . . . . . . . . T T

32 G . . . . . . C . . . . T . . T
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Tabela 2 - Distribuicdo geografica dos haplétipos (H) do D-loop para cada regido
amostrada nas amostras do tubar&o azul, Prionace glauca.

Haplétipos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

RS 3 11 9 1112111 1 1 1 2 3 2 1 1 1 2 1 0 0O O0O O O0O O O O O O

s 5 01 2 00O0O0O0OO0OO0OWOOI1I 0 1 18811 0 0 o0 0 0 1 1 2 1 1 1 0 0 0 0

RN 13 00 0 1 000O0OO OO0 OO o006 0 0 0 0 o0 o0 o0 0 1 0 o0 o0 4 1 1 1

Total 212 1 2 11 2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 3 22 3 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1 1 4 1 1 1

A rede de haplétipos apresentada na Figura 2 ilustra a distribuicao
geografica dos haplétipos, denotando o fluxo génico entre as regides
amostradas. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de amostras

correspondentes a cada haplétipo.

Figura 2. Rede de haplotipos do tubardo azul, Prionace glauca formada com as
amostras do Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Rio Grande do Norte. Os tragcos
presentes entre os haplotipos H2 e H24 e entre H19 e H23 identificam a presenca de
duas mutacOes nessas posi¢des. Entre os demais haplétipos ocorreu apenas uma
mutacéo.
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3.2. Estrutura populacional

Os valores de diversidade haplotipica e de diversidade nucleotidica entre
todos os individuos analisados foram de Hd = 0,89+0,020 e m =
0,00258+0,00013, respectivamente. O tamanho da amostra, 0 numero total de
haplétipos para cada regido e os valores da diversidade haplotipica e

nucleotidica entre os grupos amostrais estao listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Numero total de individuos analisados, (n), nimero de hapl6tipos obtidos,
diversidade haplotipica (h) e diversidade nucleotidica (m) nas amostras de tubarédo
azul, Prionace glauca.

. N° de
Regido n L. h n
haplétipos
RS 38 22 0,935+0,029 0,00303+0,00021
SP 28 13 0,806+0,065 0,00218+0,00026
RN 31 8 0,738+0,068 0,00188+0,00022
Total 97 32 0,889+0,020 0,00258+0,00013

Os maiores valores obtidos para diversidade haplotipica e nucleotidica
foram encontrados na amostra do Rio Grande do Sul e as menores para 0 Rio
Grande do Norte. Quando as amostras foram analisadas aos pares entre
regides, foram observadas algumas divergéncias. Ao comparar as 69 amostras
do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo, foram encontrados 14 sitios
polimorficos, sete mutac6es compartilhadas, divergéncia nucleotidica (K) de

0,00287 e diversidade haplotipica e nucleotidica de 0,935 e 0,00278,
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respectivamente. Quando foram comparadas 66 amostras conjuntas do Rio
Grande do Sul e Rio Grande do Norte, foram identificados 14 sitios
polimérficos, cinco mutacdes compartilhadas, valor de K = 0,00275 e valores
de diversidade haplotipica e nucleotidica de 0,935 e 0,00269, respectivamente.
Enfim, nas comparacgfes de 59 sequéncias obtidas das amostras de Sao Paulo
e Rio Grande do Norte, foram encontrados 12 sitios polimérficos, seis
mutagdes combinadas, valores de K = 0,00215 e valores de diversidade
haplotipica e nucleotidica de 0,738 e 0,00210, respectivamente.

Na aplicacao do teste AMOVA foi encontrado um valor de Fst = 0,080 (a
= 0,05; P = 0,00098) quando as amostras do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
foram consideradas como um Unico grupo e as amostras do Rio Grande do
Norte como um grupo distinto. Agrupando-se as amostras de Sado Paulo com
Rio Grande do Norte e isolando as amostras do Rio Grande do Sul, o valor de
Fst encontrado foi de 0,103 (a = 0,05; P = 0,000). Nas comparagdes aos pares,
os valores de Fst foram de 0,089 entre Rio Grande do Sul e Sao Paulo; Fst =
0,102 entre Rio Grande do Sul e Rio Grande do Norte; e Fst = 0,058 entre Sao
Paulo e Rio Grande do Norte. Os resultados denotam uma moderada
estruturacdo genética em todas as comparacdes entre pares de regides e entre
as trés regides quando analisadas concomitantemente.

Na avaliacdo da hipotese de isolamento por distancia, calculado pelo
teste de Mantel, foi observado um valor ndo significativo de R*= 0,0263, com P
= 0,49, demonstrando nao haver correlacdo entre o distanciamento geografico

e os valores de divergéncia genética encontrados na area de estudo (Figura 3).

22



Resultados

Figura 3 - Gréfico da correlagdo entre as distancias genética e geogréfica para as trés
regides amostradas do tubar&o azul, Prionace glauca, calculada pelo teste de Mantel.
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4. Discussao

4.1. Estrutura populacional e distribuicdo do tubardo azul Prionace glauca

A variacdo genética do D-loop em elasmobranquios é menor do que em
peixes 6sseos (Smith, 1986). No entanto, a taxa de evolucdo desse gene é
duas a cinco vezes maior do que a dos outros genes codificadores de proteinas
(Meyer, 1993). Portanto, o uso de um marcador molecular que geralmente
apresenta taxa expressiva de mutacdo, embora um pouco mais baixa em
elasmobranquios, pode contribuir para obtencdo de dados expressivos neste
grupo de organismos.

Meyer (1993) afirma que as extremidades do D-loop sao regides
variaveis e ricas em AT, enquanto que regibes mais conservadas sao
encontradas na porcao central da fita. Estas caracteristicas foram observadas
nas sequéncias analisadas neste estudo, como mostra a Tabela 1 onde, na
regido D-loop das amostras do tubardo azul, que apresentou 1026 pares de
bases analisaveis, ndo foram encontradas mutacfes nucleotidicas entre o0s
sitios 282 e 541.

De acordo com Hoelzel et al. (2006), os valores da diversidade
haplotipica e nucleotidica em elasmobranquios, de modo geral, apresentam-se
baixos quando comparados aos dos peixes 0sseo0s, nos quais chegam a atingir
uma ordem de magnitude aproximadamente dez vezes maior. Os dados de
diversidade encontrados no presente trabalho condizem com aqueles relatados
para Prionace glauca por Ovenden et al. (2009), para Galeorhinus galeus por
Chabot & Allen (2009), para Cetorhinus maximus por Hoelzel et al. (2006), para
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Carcharhinus limbatus por Keeney et al. (2005) e para Rhizoprionodon porosus
por Mendonca et al. (2011).

De acordo com Wright (1965), os valore de Fst entre zero e 0,05
configuram baixa estruturacdo genética; entre 0,05 e 0,15, moderada
estruturacao; entre 0,15 e 0,25, alta estruturacéo; e acima de 0,25, uma forte
estruturacdo. No presente estudo, o teste AMOVA revelou valores de Fsr
compativeis com uma estruturacdo populacional moderada para o tubar&o-azul
nas as trés regides amostradas e entre os pares de regides. Embora haja
estruturacdo, ela ndo se apresentou suficientemente grande para definir
populacdes diferentes e nem suficientemente pequena para que pudesse ser
assumido um manejo pesqueiro Unico para todas as regides. Ou seja, 0S
grupos amostrados apresentam haplétipos compartilhados entre si e haplotipos
Unicos para cada regido, conferindo-lhes particularidades que devem ser
preservadas. Os valores encontrados de Fst também indicam que ha mais
similaridade e, consequentemente, a possibilidade mais fluxo génico entre os
individuos de Séo Paulo e do Rio Grande do Norte (Fst = 0,058) do que entre
os individuos de Séo Paulo e do Rio Grande do Sul (Fst = 0,089) e do que Rio
Grande do Sul e Rio Grande do Norte (Fst = 0,102). Como essa espécie é
altamente migratoria (Aires-da-Silva et al., 2005) e apresenta grande
capacidade de dispersdao (Kohler et al., 2002; Ovenden et al., 2009), as
barreiras marinhas presentes no Oceano Atlantico Ocidental parecem néo ser
eficientes para impedir totalmente o fluxo génico desta espécie na regiao.

Os resultados de estruturacéo genética podem se tornar mais robustos e
informativos quando se usa mais de um tipo de marcador molecular (Hoarau et

al., 2004). Ussami (2011) apresentaram uma analise populacional de P. glauca
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utilizando amostras das mesmas regides do presente trabalho com marcadores
microssatélites. Neste estudo também foram encontrados indices compativeis
com uma moderada estruturacdo populacional entre Rio Grande do Sul, S&o
Paulo e Rio Grande do Norte (Fst = 0,055). Com base nos dados de
microssatélites, nas comparactes feitas entre pares ndo foram observadas
diferencas significativas para valores de estruturacdo entre as amostras de P.
glauca de Séo Paulo/Rio Grande do Sul (Fst = 0,044) e Sdo Paulo/Rio Grande
do Norte (Fst=0,05175).

De acordo com Karl et al. (2010), pode-se considerar 5 principais causas
para as diferencas nas taxas de diversidade haplotipica e nucleotidica entre
locos microssatélites e sequéncias de DNAmt: (1) modos diferentes de
heranga; (2) recentes pressdes seletivas no genoma mitocondrial ou selegéo
de equilibrio no DNA nuclear; (3) mudancas de tamanho da populacéo; (4)
problemas de amostragem e (5) comportamento sexual com possivel fidelidade
das fémeas as areas de bercario. Teoricamente, pode-se assumir que a
variagdo genética em locos nucleares deva ser maior do que as encontradas
no DNAmt por este apresentar heranca uniparental (exclusivamente materna
em vertebrados). No entanto, a priori, ndo se deve assumir que 0s niveis de
variacdo genética apresentem discrepancias marcantes entre o0s locos
nucleares e 0os mitocondriais em populacdes naturais e, para a maioria dos
tubarfes ja estudados, observa-se um nivel intermediario de variagdo (Karl et
al., 2010). No presente estudo os niveis de diversidade genética encontrados
corroboram os resultados de Ussami (2011) e, embora haja pequenas

discrepancias nos valores de Fst entre os pares de grupos amostrais, tais
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diferencas néo interferem na categorizacdo de populagcdes moderadamente
estruturadas.

Segundo Mendonca et al. (2011), que analisaram a estrutura
populacional de Rhizoprionodon porosus na costa brasileira e sul do Caribe
utilizando como marcador molecular a sequéncia D-loop, foi constatado que a
divergéncia genética aumenta de forma diretamente proporcional ao aumento
da distancia geografica. No entanto, a espécie estudada por Mendonca et al.
possui habitos exclusivamente costeiros, diferentemente de P. glauca, que é
oceéanico e mostrou mais semelhancas genéticas entre regides distantes (SP e
RN) do que entre regides proximas (SP e RS). Assim, para o tubardo azul, nao
foi evidenciada diferenciacdo genética modulada pelo distanciamento
geografico na costa brasileira conforme corroborado também pelo teste de
Mantel.

A rede de haplotipos organizada permite inferir que ha fluxo génico entre
as trés regibes amostradas (Figura 1), uma vez que a maioria dos haplotipos
aparece em todas elas. O grupo amostral do Rio Grande do Sul aparece com o
maior numero de haplotipos particulares (Figura 1 e Tabela 3), conferindo-lhe
maiores valores de diversidade haplotipica e nucleotidica, quando comparado
com aqueles de Sdo Paulo e Rio Grande do Norte. No entanto, os dois
haplétipos mais comuns estiveram presentes em maior nimero em Sao Paulo
e no Rio Grande do Norte, 0 que pode ter contribuido para a proximidade
genética entre as amostras destas duas regibes, embora Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul sejam mais proximas geograficamente. Tal constatacdo parece
encontrar similaridade com os resultados relatados por Ovenden et al. (2009),

gue constataram ndo haver diferenciacdo genética entre amostras de P. glauca
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da Austrdlia, Indonésia e Pacifico Norte. No entanto, se alguma ressalva pode
ser feita deve-se ao fato de que estes autores analisaram um segmento de
apenas 373 pares de bases e 60 espécimes, resultando em 15 haplétipos e 12
sitios polimorficos.

Estudo feito por Pardini et al. (2001) em tubardo branco, Carcharodon
carcharias, com exemplares capturados na Africa do Sul, Nova Zelandia e
Australia, utilizando o marcador genético D-loop, mostrou que entre as
amostras da Nova Zelandia e da Australia ndo houve diferenciacdo genética,
enquanto que entre Nova Zelandia e Africa do Sul e entre Australia e Africa do
Sul, os valores de Fst foram de 0,89 e 0,81, respectivamente. Como neste
mesmo estudo, a andlise de marcadores microssatélites n&do indicou
diferenciacao genética entre essas trés regides, foi levantada a hipotese de que
0os machos poderiam fazer deslocamentos migratérios maiores que os das
fémeas, homogeneizando, assim, a frequéncia dos alelos nucleares. Este
trabalho mostra que marcadores diferentes podem oferecer resultados distintos
para as mesmas amostras, dependendo do tipo de heranca do DNA analisado
e também de fatores como o padrdo de migracdo de machos e fémeas da
espécie. No presente estudo nao foram abordados aspectos de segregacéo
diferencial entre machos e fémeas devido a falta da identificacdo sexual dos
espécimes amostrados.

Em relacdo as espécies que fazem migracOes transoceanicas como o
tubardo azul, Hoelzel et al. (2006) e Schmidt et al. (2009) estudaram a estrutura
populacional do tubardo gigante, Cetorhinus maximus e do tubardo baleia,
Rhincodon typus utilizando como marcadores genéticos a regido controle do

DNA mitocondrial e microssatélites. Os resultados obtidos nado revelaram a
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existéncia estruturacado genética entre as populacdes dos diferentes oceanos
para ambas as espécies.

O padrdo de deslocamento do tubardo azul P. glauca no Oceano
Atlantico Sul Ocidental ainda ndo se apresenta completamente delimitado, mas
conjectura-se que ocorra em concordancia com o sistema de correntes
maritimas identificadas como Giro Subtropical do Atlantico Sul (Hazin et al.,
2000). Associada a esse sistema esta a Corrente do Brasil, que flui ao longo da
costa brasileira em sentido anti-horario entre 10°S e 35°S de latitude (Cirano et
al, 2006). Estes mesmos autores citam que essa corrente € composta por duas
massas de agua conhecidas como Agua Tropical (AT) e Agua Central do
Atlantico Sul (ACAS). Essa ultima é mais profunda (entre 116 e 657 m) que a
primeira devido a sua menor temperatura (entre 6°C e 20°C). Na latitude de
25°S no Oceano Atlantico Ocidental, ela se divide em duas partes, uma delas
fluindo para o sul, bordejando a plataforma continental e a outra indo em
direcao ao Equador (Cirano et al., 2006).

O tubarado azul € comumente encontrado em aguas mais frias, até 600m
de profundidade (Compagno, 1984; Carey & Scharold, 1990). Como as
amostras analisadas no presente trabalho foram coletadas em latitudes
abrangidas pela Corrente do Brasil, supfe-se que essa espécie ocorra
principalmente na ACAS, concordando com a afirmacdo de Legat & Vooren
(2008). Além disso, a latitude onde a ACAS se divide em dois fluxos esta
proxima ao ponto de coleta das amostras de SP. Considerando tais
informacgdes, conjectura-se que o grupo ao qual pertencem os espécimes de P.
glauca capturados no Rio Grande do Sul esteja na ACAS que segue em

direcdo ao Sul e que o grupo dos espécimes capturados em S&o Paulo siga, ha
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sua maioria, mas nao completamente, para o Nordeste, ocasionando maior
fluxo génico entre S&o Paulo e Rio Grande do Norte.

Ao analisarem fémeas de P. glauca com embrifes em varios estagios de
reproducao entre as latitudes 27°S e 34°S, Legat & Vooren (2004) sugerem a
existéncia de duas populagbes no lado oeste do Oceano Atlantico, uma
localizada entre 5°N e 7°S e outra entre 20°S e 35°S. Ou seja, estes autores
consideram a populacao do Rio Grande do Norte disjunta da populacédo de Sao
Paulo, o que néo é confirmado pelos resultados obtidos com a analise genética
das amostras realizada no presente trabalho. Por outro lado, a hip6tese de que
haja apenas uma populacao para o Oceano Atlantico Sul, € apoiada por Hazin
& Lessa (2005), com dados obtidos a partir de captura de pesca. Segundo
estes autores, a cOpula ocorreria no Atlantico Sudoeste durante o periodo de
dezembro a fevereiro, seguida da ovulacao e fertilizacdo no Atlantico Noroeste
de abril a junho, sendo que o inicio da gestacéo se daria na regido do Golfo da
Guiné, na Africa, nos meses de junho a agosto.

Embora concordem com os locais de coépula, ovulacédo e fertilizacéo,
Montealegre-Quijano & Vooren (2010) sugerem que o nascimento dos filhotes
ocorreria na primavera, na Convergéncia Subtropical do Atlantico Sudoeste,
entre as latitudes 30°S e 46°S. Quanto a caracterizacdo de populacdes
distintas de P. glauca na costa brasileira, pode-se dizer que os resultados do
presente estudo confirmam a existéncia de um unico estoque genético para fins
de pesca, concordando com a proposicao formulada por Hazin & Lessa (2005).

Com relacédo a distribuicdo no hemisfério Norte do Oceano Atlantico,
Kohler et al. (2002) afirmam haver apenas uma populacdo de tubardo azul com

ciclo anual de reproducédo, a partir de dados de marcacdo e recaptura. Os
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jovens realizariam processo de segregacédo de acordo com a longitude, sendo
gue os machos ficariam no Atlantico Noroeste e as fémeas se concentrariam
no Atlantico Nordeste (Queiroz et al.,, 2005). Dados indicam que no Pacifico
Norte, machos e fémeas segregam-se pela latitude e longitude, com os machos
presentes mais ao sul e as fémeas mais ao norte e a leste (Nakano, 1994,
McKinnel & Seki, 1998).

O presente trabalho obteve os primeiros dados de estruturacdo genética
de tubardo azul com marcadores D-loop na parte oeste do Oceano Atlantico
Sul. No entanto, embora este estudo tenha revelado uma moderada
estruturacdo populacional, novas amostragens com maior abrangéncia
geografica sdo necessarias, identificando a distribuicdo da espécie em outras
regibes. Assim, o levantamento amostral e analise de exemplares de outras
localidades no Brasil, Uruguai, Argentina, Caribe, EUA e no Atlantico Leste
devem ser realizados, a fim de possibilitar o esclarecimento de divergéncias e
lacunas sobre a estruturacdo genética populacional de P. glauca no Oceano

Atlantico, assim como sua caracterizacao filogeogréfica.

4.2. Conservagao

Dentre os elasmobranquios, o tubardo azul é a espécie oceanica mais
abundante no Oceano Atlantico (Kohler et al., 2002) e sua captura se inicia a
partir de individuos jovens, logo no primeiro ano de vida (Henderson et al.,
2001). Considerado o predador de topo de cadeia alimentar mais abundante e

mais amplamente distribuido em regides peldgicas (Mejuto & Garcia-Cortés,
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2005), P. glauca se apresenta como uma espécie chave para a manutencao do
equilibrio tréfico em &guas tropicais e temperadas.

Os niveis de estruturacdo genética identificados nesse trabalho,
associados aos dados referentes a exploracdo pela pesca do tubardo azul,
apontam para a necessidade de programas de conservacao da espécie no
Brasil e no Oceano Atlantico. Embora nédo se tenha encontrado valores
determinantes para identificar a existéncia de estruturagcdo populacional que
caracterize estoques pesqueiros distintos para a espécie na costa brasileira, os
grupos amostrais estudados apresentaram caracteristicas populacionais que
sdo compartilhadas restritamente, via fluxo génico. Assim, a extingdo de
haplétipos raros poderia levar a redugcdo da variabilidade genética e do
potencial evolutivo da espécie, ja que o fluxo génico, neste caso limitado, é
possivelmente insuficiente para repor perdas locais. Como o interesse por essa

espécie vem aumentando no comércio mundial, limitar e controlar sua

exploracéo pesqueira parecem desafios a serem superados.
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5. Conclusodes

A diversidade genética encontrada nas populagbes do tubardo-azul,
Prionace glauca, que se encontram distribuidas nas proximidades da
plataforma continental brasileira, apresenta indices relativamente altos e
compativeis com outras espécies de tubardes pelagicos com distribuicdo
global.

P. glauca apresenta frequéncias haplotipicas distintas entre as
localidades amostradas, denotando algumas diferengas entre suas populagoes.
No entanto, a estruturacdo genética populacional identificada mostrou-se
apenas moderada e, possivelmente, com poucas restricdes ao fluxo génico.

A diferenciacdo genética encontrada entre 0s grupos amostrais mostrou
ndo estar relacionada a distancia geografica. As correntes maritimas do
Oceano Atlantico que atuam fortemente nesta regido do Brasil seriam,
provavelmente, 0s componentes ambientais mais importantes na modulagéao do
fluxo génico nestas populagdes.

A partir dos resultados obtidos sobre a estruturagdo populacional do
tubaréo azul nas localidades amostradas, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Rio
Grande do Norte, com o uso de marcador molecular do DNA mitocondrial,
pode-se assumir que os cardumes desta espécie compdem um estoque Unico
ao longo da Zona de Exploragdo Economica brasileira. Contudo, a existéncia
de haplotipos locais ressalta a necessidade da formulagdo de programas de

manejo que viabilizem a manutencgéo da variabilidade genética da espécie.
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