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Resumo

Os tubardes representam atualmente um importante recurso para a pesca mundial.
No entanto, a falta de informacGes basicas tais como caracteristicas populacionais,
defini¢cGes taxonOmicas precisas e avaliacdes dos volumes capturados tém favorecido a
continua e intensiva exploracéo de espécies e populagdes que j& podem estar apresentando
declinios em niveis criticos para a manuntencdo da sustentabilidade. Pertencente a familia
Carcharhinidae, o género Rhizoprionodon é constituido por sete espécies de tubardes de
pequeno porte distribuidas em praticamente todos os mares e devido seus habitos
associados as regides costeiras, frequentemente representam uma grande parcela dos
volumes desembarcados. Destas espécies, trés apresentam-se distribuidas no Atlantico
Ocidental (R. terraenovae, R. porosus e R. lalandii) com ocorréncias desde o Norte dos
EUA até a América do Sul, onde a pesca tem sido intensa, principalmente no Brasil. No
presente estudo, utilizando marcadores moleculares do DNA mitocondrial, foram
analisadas as estruturas populacionais das espécies R. porosus e R. lalandii, desde o Mar
do Caribe até a regido sul do Brasil, foi buscada a distincdo espécie-especifica entre R.
terraenovae e R. porosus e foram desenvolvidos protocolos de identificagdo forense para
espécies de tubarGes amplamente explorados pela pesca na costa brasileira. Na analise
utilizando sequencias da regido controladora do mtDNA de amostras de R. porosus foram
encontrados 53 hal6tipos com forte estruturacdo populacional (Fst=0.271, P<0,0001),
caracterizando a existéncia de duas populagdes distintas, separadas pela Corrente
Maritima do Equador. Entre os tubardes da espécie R. lalandii foram encontrados 30
haplotipos também com forte estruturagdo (Fst=0.254, P<0,0001) entre as populagdes do
Caribe e as demais populacdes da costa brasileira. Provavelmente em decorréncia da
influéncia de duas importantes correntes maritimas que atingem estas regides, a corrente

do Equador e das Falklands, trés populacdes distintas puderam ser caracterizadas para esta



espécie. Nas anélises buscando a definicdo taxondmica entre R. terraenovae e R. porosus
utilizando sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | e da regido controladora
do mtDNA, foi observada uma forte consisténcia dos dados, carcaterizando estes tubardes
como espécies distintas e com distribuicdo possivelmente alopéatrica. A sobreposi¢do da
distribuicdo geogréfica entre estas espécies, se existente, deve ocorrer provavelmente em
uma area restrita entre o Golfo do México e regido norte da costa Caribenha. Para o
desenvolvimento de metodologias genéticas de identificacdo de tubarGes foram utilizadas
as composicdes nucleotidicas do gene Citocromo Oxidase | e desenhados primers de
reconhecimentos espécie-especificos, que utilizados em PCR-multiplex possibilitam a
caracterizacdo simultanea de 9 espécies pertencentes as ordens Carcharhiniformes e
Lamniformes. Ainda, para as espécies R. porosus e R. lalandii também foi desenvolvido
um método de identificacdo utilizando PCR-RFLP, como uma alternativa ao protocolo de
PCR-multiplex. Estes trabalhos reunidos fornecem um panorama geral da filogeografia
dos tubardes do género Rhizoprionodon no Atlantico Ocidental e contribuem para a
formulacdo de hipdteses de estruturacdo também para outras espécies de elasmobranquios
distribuidos ao longo desta mesma regido. Do mesmo modo, o fato de se apresentar como
um método de boa resolucdo e de baixo custo para a identificagdo das espécies, a
aplicagdo da metodologia genética podera se constituir numa importante ferramenta de
avaliacdo da exploracdo pesqueira e auxiliar no desenvolvimento de planos de manejo e

conservagao das espécies e populagdes deste grupo de organismos.
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I Introducéo
1.1 Elasmobranquios

Tubardes e raias formam o grupo dos Elasmobrénquios e estdo entre os
vertebrados de maior sucesso evolutivo, com uma histdria de vida que se iniciou h& cerca
de 400 milhdes de anos, ainda no periodo Devoniano (Castro 1987). As espécies deste
grupo de organismos estdo distribuidas atualmente em todos 0s mares e oceanos, em aguas
tropicais, subtropicais, temperadas e frias, podendo habitar regides costeiras e oceanicas,
associados a ambientes pelagicos, demersais, recifais e até mesmo agua doce. (Compagno
1990; Gruber 1990).

Os tubardes, Superordem Selachimorpha, geralmente apresentam corpo alongado e
fusiforme, com nadadeiras peitorais destacadas da cabeca e cinco a sete pares de fendas
branquiais situados nas laterais da cabeca. As raias, Superordem Batoidea, sdo
caracterizadas pelo corpo achatado dorsoventralmente, com olhos e espiraculos
localizados no topo da cabeca (Compagno 1977, 1999). A boca é ventral e possuem cinco
pares de aberturas branquiais na maioria das formas, localizadas também na superficie
ventral. As relacOes evolutivas entre estas superordens ainda sdo incertas, havendo
diferentes interpretacfes na literatura baseadas em caracteres morfologicos, estudos
moleculares e citogenética convencional. Alguns destes trabalhos consideram o grupo das
raias como grupo irmao dos tubarbes e outros classificam as raias como um subgrupo
pertencente ao dos tubardes modernos (Bigelow e Schroeder 1953; Compagno 1977;
Stingo 1979; Dunn & Morrisey 1995; De Carvalho 1996; Peach & Rouse 2004; Rocco et
al. 2007).

A biodiversidade dos elasmobranquios, de uma forma geral, ainda é pouco
conhecida. De acordo com o ultimo levantamento realizado por Ebert & Compagno

(2007), o grupo dos tubarbes é composto por 8 ordens, 34 familias e aproximadamente
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500 espécies e entre as raias sao reconhecidas 5 ordens, 20 familias e cerca 574 espécies
(Compagno 1999, 2005). Em aguas brasileiras sdo reconhecidas 81 espécies de tubardes e

55 espécies de raias marinhas (Menezes et al. 2003).

1.2 Exploragéo Pesqueira

Historicamente, o consumo da carne de tubarfes e raias manteve-se quase que
restrito as populagdes ribeirinhas até ha poucas décadas atras. Contudo, com a reducéo dos
estogues pesqueiros das espécies mais tradicionais, o0 consumo deste tipo de carne passou
a ser também difundido e apreciado. Outro fator de grande incentivo a pesca das espécies
deste grupo é o consumo de nadadeiras de tubardes pelas populacdes da regido asiatica e,
devido aos pregos praticados no comércio internacional, tem promovido a captura de
tubarbes em praticamente todos os mares. Dados estatisticos sobre a exploracdo pesqueira
da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) registraram no ano de
2007 a captura mundial de 781.000 toneladas de elasmobranquios, sendo cerca de 496.000
toneladas de tubarGes e 285.000 toneladas de raias. Segundo a FAO, o Brasil é
responsdvel pela captura de cerca de 12.000 toneladas anuais de tubarGes e 5.000
toneladas de raias (FAO 2009) 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” (Lack & Sant 2006).

Na costa norte brasileira, incluindo os Estados do Amapé e Para, a pesca extrativa
marinha representa cerca de 16% do desembarque total nacional, destacando-se o Para
como o segundo maior pdlo de desembarque do pais (IBAMA 2008). A captura de
elasmobranquios ocorre tanto nas pescarias costeiras quanto oceanicas e, segundo dados
do Programa ESTATPESCA, a captura total chegou a mais de 5.000 toneladas de tubardes

no ano de 2006 (IBAMA 2008).
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A costa nordeste participa com cerca de 29% da producdo da pesca extrativa
marinha do Brasil, o que correspondeu a mais de 150.000 toneladas de pescado no ano de
2006, com destaque para os Estados do Maranhdo, Ceara e Bahia (IBAMA 2008). Desde
1999 as informagdes sobre desembarques de elasmobranquios na regido nordeste tém sido
registradas pelo Programa ESTATPESCA, onde constam as categorias “cagdo”, com um
desembarque médio de 1.700 toneladas e “raia”, com um desembarque médio de 1.100
toneladas (IBAMA 2005).

A regido sudeste-sul apresenta o maior volume de desembarque da pesca extrativa
marinha do Brasil. Segundo dados do Programa ESTATPESCA, o volume de producéo
desta regido ultrapassou a 280.000 toneladas no ano de 2006 (IBAMA 2008),
correspondendo a mais de 54% da producdo bruta nacional. A pesca artesanal apresenta-se
bastante difundida na regido, com um grande numero de pontos de desembarque
espalhados ao longo da costa, o que dificulta a realizacdo de estatisticas precisas de
desembarque, ou mesmo a fiscalizacdo e controle da atividade pesqueira (Haimovici et al.
2006). Por outro lado, a pesca industrial concentra os desembarques em alguns
importantes postos de comercializagdo, como Cabo Frio, Niter6i e Angra dos Reis (RJ);
Santos e Guaruja (SP); Itajai e Navegantes (SC) e Rio Grande (RS). (Haimovici et al.
2006).

Segundo Lessa et al. (1999a), elasmobranquios sdo capturados em praticamente
todas as modalidades de pesca, tanto industrial quanto artesanal, com destaque para a
pesca de espinhel (mono e multifilamento), rede de emalhe (de superficie e fundo) e
arrasto de fundo com portas, além da captura tradicional de elasmobranquios como fauna
acompanhante de outras espécies com maior valor comercial. De modo geral, a pesca
direcionada para este grupo tem aumentado devido principalmente a valorizacdo de seus

subprodutos no mercado nacional e internacional (SBEEL 2005).
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Outra préatica aplicada na pesca dos representantes deste grupo € o “finning”,
infelizmente ainda de forma rotineira. Apo6s a captura dos exemplares, sdo aproveitadas
apenas as nadadeiras (barbatanas) do tubaréo e descartado o restante do animal, o0 que tem
contribuido de forma direta para a deplecdo dos estoques, além de causar um grande dano
ecologico e desperdicio econdmico (Kotas et al. 2005; Travassos & Hazin 2005).

Associadas ao alto crescimento da pesca, caracteristicas bioldgicas dos
representantes deste grupo como grande longevidade, crescimento lento, maturacdo tardia
e baixa fecundidade, conduzem os elasmobranquios a um baixo nivel de recrutamento e,
consequentemente, aumentam a susceptibilidade de suas populagdes (Natanson & Cailliet
1986). Em um contexto global, véarias espécies de tubardes e raias tém sido incluidas nas
listas de risco iminente de extin¢do da International Union for Conservation of Nature e
Natural Resources - IUCN (Camhi et al. 1998).

Mesmo com a crescente conscientizacdo sobre a vulnerabilidade a exploragédo
pesqueira da maioria das espécies de tubarfes e raias (Castro et al. 1987; Camhi et al.
1998), trabalhos de controle e manejo das espécies deste grupo sdo raros, apresentando
como maior entrave a formulacdo de dados estatisticos confidveis a falta de informagdes
bésicas sobre capturas, desembarques e comercializa¢do. A maior parte do conhecimento
sobre a abundancia das populacfes de elasmobranquios em nivel mundial tem sido obtida
por monitoramentos realizados junto as frotas pesqueiras industriais (Graham et al. 2001).
Contudo, a estatistica é incerta para diversas espécies e inexistente para muitas outras, em
decorréncia principalmente das similaridades morfoldgicas existentes entre as espécies e
grupos, e também devido a pratica de pesca onde, na maioria dos casos, sdo retiradas
partes dos animais antes dos desembarques.

Atendendo ao mercado asiatico, as nadadeiras sdo cortadas e acondicionadas

separadamente e para a melhor conservacao da carne sdo retiradas e descartadas a cabecas



13

e visceras dos individuos, sendo desembarcadas apenas as carcagas conhecidas como
charutos, no caso dos tubarfes. Esta pratica interfere diretamente na identificacdo
morfolégica dos individuos impedindo a caracterizacdo da pesca por espécie, sendo a
maior parte dos elasmobranquios desembarcados classificados na estatistica pesqueira

mundial apenas como cagdo ou raia (Mendonga et al. 2009a).

1.3 Género Rhizoprionodon

A Ordem Carcharhiniformes apresenta 0 maior nimero de géneros, espécies,
abundancia e biomassa, sendo os membros da Familia Carcharhinidae os que mais
influenciam as atividades humanas (Compagno 1984). Como muitas das espécies atingem
grande porte e sdo abundantes em &guas tropicais e subtropicais, estes tubarbes
representam parte significativa da pesca mundial (producdo de carne, Oleo, couro,
nadadeiras), bem como, para fins recreativos (pesca esportiva) e turisticos (mergulho e
fotografia), o que resulta em alto valor econdmico (Nelson 1990).

Pertencente a familia Carcharhinidae, o género Rhizoprionodon Whtitley (1929) é
caracterizado pela presenca de sulco labial superior desenvolvido, origem da segunda
nadadeira dorsal sobre a metade da base da nadadeira anal e cristas pré-anais mais visiveis
em exemplares adultos (Gadig 2001). E representado por sete espécies de pequeno porte
(até cerca de 140 cm), com ampla distribuicdo nos mares tropicais e subtropicais do
Pacifico, Indico e Atlantico. (Springer 1964; Compagno 1984). Habitam normalmente
aguas costeiras, sendo encontrados em baias, enseadas, passagens de ilhas e dguas salobras
(Gadig 1994). Devido a sua ampla distribui¢do e habitos associados a regido litoranea, as
espécies de Rhizoprionodon desempenham papel central como predadores do sistema

tréfico costeiro. Contudo, sdo alvo de pescarias realizadas em varias partes do mundo.
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Na costa brasileira sdo reconhecidas duas espécies, Rhizoprionodon lalandii
(Mdaller & Henle 1839), observada na plataforma continental do Atléntico Ocidental,
desde o Panama (Ameérica Central) até o sul do Brasil e Rhizoprionodon porosus (Poey
1861), ocorrendo desde a costa do Caribe até o sul do Uruguai (Springer 1964; Figueiredo
1977). Segundo Gadig (2001) R. porosus e R. lalandii, junto com Carcharhinus leucas e
C. limbatus, sdo as unicas espécies de tubardes no pais que exibem um padréo tipicamente
costeiro, apresentando distribuicdo continua ao longo de toda a plataforma continental,
ndo havendo aparente barreira zoogeografica que interrompa sua distribui¢cdo. Conhecidos
ao longo do litoral brasileiro como cagdes-frango ou rabo-seco, os tubarfes do género
Rhizoprionodon constituem-se num importante recurso econdmico para a pesca, onde
representam cerca de 50 a 60% dos cacbes capturados em pescarias costeiras (Motta
2001).

Uma terceira espécie, R. terraenovae (Richardson 1836), ocorre na costa Atlantica
oeste, no Hemisfério Norte, distribuindo-se a partir de Nova Brunswisk até o Golfo do
México, sendo muito semelhante a R. porosus na morfologia externa, padrdo de
coloracdo e tamanho méaximo. Esta é a espécie de tubardo costeiro numericamente mais
importante capturada no Golfo do México e regido do Atlantico Norte Ocidental (Cody &
Avent 1980; Grace & Henwood 1997; Castillogéniz et al. 1998).

Ainda hoje existe uma problematica envolvendo o status especifico de R. porosus e
R. terraenovae. Compagno, (1984) e Soto (2004), sugerem que R. porosus e R.
terraenovae sejam a mesma espécie apresentando apenas uma variagdo clinal e desta
forma, estariam sendo diferenciadas apenas com base na distribuicdo geogréafica. Por outro
lado, Gadig (2001) supde que R. terraenovae possivelmente habite aguas brasileiras,
sendo os exemplares capturados identificados como R. porosus devido a falta de

caracteres taxondmicos externos determinantes. Nas chaves para identificacdo a
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diferenciacdo é feita basicamente pela contagem de vértebras pré-caudais (de 58 a 66 em
R. terraenovae e de 66 a 75 em R. porosus) (Springer 1964; Compagno 1984) e ndo

apresentam outras caracteristicas consistentes para a separagao das espécies.

1.4 ldentificacdo de estoques e variabilidade populacional

A identificacdo e manutencdo de estoques diferenciados sdo fundamentais para o
setor pesqueiro, principalmente pela sua relacdo direta com a produtividade total e uso
sustentavel dos recursos (Carvalho & Hauser 1994), sendo um dos objetivos basicos para
programas de controle e conservacdo de espécies em perigo, a conservacao da
variabilidade genética (Lacy & 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 & Cassano 1994; Bonhomme et al. 2002). Contudo, a premissa errdnea
de que populagdes marinhas sdo geneticamente uniformes, pode estimular a sobre-
exploragdo, reduzir os niveis de variabilidade, diminuir a produgdo comercial total e
eliminar estoques locais (Smith et al. 1990; Kuusipalo 1999).

Segundo Haig (1998), os métodos de conservacdo devem ser adotados com base na
estrutura das populagdes. Se uma populacdo € estruturada, sua diversidade deve ser
localmente conservada visto que ja devem existir adaptac@es locais que seriam perdidas se
esta populacdo fosse misturada com individuos de outras popula¢@es. No entanto, se a
populacdo é homogénea em todos os pontos de sua distribuigdo, entdo pode-se optar por
concentrar os esforcos de protecdo desta espécie em uma determinada area e utilizar
espécimes ai existentes como matrizes para re-colonizacdo de outras areas impactadas,

quando houver necessidade.
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A variabilidade e diferenciacdo populacional podem ser o resultado da atuagéo de
varios fatores tais como sele¢do natural favorecendo gendtipos ou alelos diferentes em
cada subpopulacdo; processos aleatorios na transmissao dos alelos a cada geracéo (deriva
genética); diferencas ao acaso nas frequéncias alélicas dos fundadores das subpopulagdes
e fluxo génico entre as subpopulagdes.

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

Segundo Avise (1994), fatores intrinsecos das populagdes como o grau de fluxo
génico e sua estrutura genética, a mobilidade dos organismos e a existéncia de barreiras
fisicas ou ecoldgicas podem ser determinados, do mesmo modo que caracteristicas
comportamentais como filopatria, historia de vida dos organismos, padrfes de dispersao e
fluxo génico ligados ao sexo, influencia diferencial da selecdo natural em locos nucleares
e mitocondriais, eventos demograficos que rompem o equilibrio entre fluxo génico e

deriva genética e a distancia geogréafica entre as populacgdes.
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Mesmo considerando a crescente captura de tubardes determinada pela atividade
pesqueira, com a continua inclusdo de novas espécies nas listas de risco de extingdo e
também a inexisténcia de mecanismos apropriados para 0 manejo sustentavel das espécies
mais exploradas, ainda sdo mundialmente pouco expressivos 0s estudos sobre a estrutura
genética das populaces destes peixes. Duncan et al. (2006) elaboraram um primeiro
trabalho filogeografico global para a espécie de tubardo Sphyrna lewini, onde foi
observada uma forte descontinuidade populacional entre os oceanos. No entanto, o baixo
namero amostral analisado ndo possibilitou a determinacdo de estruturas populacionais
intra-oceanicas. Outro ponto importante levantado por estes mesmos autores foi a
possibilidade da ocorréncia de uma espécie criptica no género Sphyrna na amostra do
Oceano Atlantico. Para o tubardo C. limbatus, foi sugerida uma forte estruturacédo entre as
populacdes do Atlantico Oeste (Golfo do México e Caribe) e populacdes do Atlantico
Leste (Africa), oceanos Indico e Pacifico, com a existéncia de estoques reprodutores
distintos (Kenney & Heist 2006). No entanto, esta hipétese foi formulada com base em
amostra com pequeno numero de individuos capturados na costa africana (n=8) e, desta
forma, os hapl6tipos que poderiam ser correspondentes aos hapl6tipos do Atlantico
Ocidental simplesmente ndo teriam sido amostrados. Neste mesmo trabalho também foi
sugerida uma possivel incerteza taxondmica entre C. limbatus e C. tilstoni.

Utilizando uma amostragem global do tubardo Galeorhinus galeus Chabot & Allen
(2009) revelaram a existéncia de estrutura populacional para individuos amostrados em
diferentes oceanos, sem, contudo avaliar as populacGes de forma restrita a cada um dos
oceanos. Na analise de amostragem global do tubardo-baleia Rhincodon typus, ndo foram
encontradas fortes restricdes ao fluxo génico entre os oceanos, tendo sido detectada apenas

uma moderada diferenciacio entre o Atlantico e o indico (Castro et al. 2007).
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Em avaliagOes de menor escala, Schultz et al. (2008) identificaram fortes restri¢coes
ao fluxo génico em populacdes do tubardo-limdo Negaprion brevirostris a partir de
amostras coletadas no Brasil, Bahamas (Atlantico Oeste) e Guiné Bissau (Atléantico Leste).
Neste estudo ficou evidente a estruturagdo entre as porgOes do leste e oeste do Oceano
Atlantico, bem como de uma moderada diferenciacdo entre as amostras brasileiras
coletadas no hemisfério sul e as amostras das Bahamas, coletadas no Caribe. E, de acordo
com Chapman et al. (2009) em outro estudo realizado, S. lewini apresenta uma forte
diferenciacdo no Atlantico, com estoques diferenciados para o Golfo do México, Caribe e
América do Sul.

Um dos maiores obstaculos para obtencdo dos dados sobre capturas e
comercializacdo de tubarbes em nivel de espécie é a dificuldade de identificacdo
morfolégica dos espécimes. Espécies componentes de familias economicamente
importantes como Carcharhinidae e Lamninidae, por exemplo, podem diferir apenas
minimamente em sua morfologia e sdo comumente confundidos (Castro 1993; Bonfil
1994; Castro et al. 1999). No contexto da exploragdo pesqueira é frequente que
populacbes de espécies com caracteristicas bioldgicas e de forma muito proximas, ocupem
a mesma area geografica durante a maior parte de seus ciclos vitais e sejam, em
decorréncia disto, exploradas em conjunto. Embora apresentem grandes semelhancas, cada
espécie pode apresentar tolerancias distintas aos fatores do meio ambiente, como
particularidades essenciais dos membros de cada taxon. Contudo, para evidenciar
diferengas entre os taxons (espécies, populagdes) é necessario primeiramente determinar o
seu status especifico e a falta de distincdo entre os tdxons pode levar a avaliagcdes errdneas
de biomassa a ser explorada, gerando riscos de sobre-exploracdo (Cambhi et al. 1998).

A identificacdo das espécies que compde um determinado recurso pesqueiro é

imperativa ndo somente pela importancia cientifica que representa, mas também do ponto
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de vista da gestdo do recurso, ja que as espécies possuem caracteristicas bioldgicas
particulares como fecundidade, taxa de crescimento, tamanho de maturidade e outras
caracteristicas populacionais importantes (Lessa 1986). Resultados basicos de
levantamentos faunisticos e estatisticos errdneos podem ser produzidos se diversas

populacdes isoladas ou espécies distintas forem consideradas como uma unica populagéo.

1.5 Marcadores moleculares

Nos ultimos anos um consideravel aumento da aplicacdo de marcadores
moleculares de DNA tem sido observado na analise de problemas relativos a genética de
populacdes e a sistematica. Diversas técnicas de biologia molecular desenvolvidas estdo
atualmente disponiveis para a deteccdo de variabilidade genética, viabilizando a obtencao
de um numero praticamente ilimitado de marcadores moleculares (Ferreira & Grattapaglia
1996; Sunnucks, 2000). A descoberta da utilidade do DNA mitocondrial (MtDNA) como
marcador molecular no final da década de 70 (Avise et al, 1979; Brown et al. 1979),
produziu um grande impacto nos estudos moleculares de genética de populagdes e
evolucdo. O mtDNA animal é uma molécula circular pequena, fechada covalentemente,
com tamanho geralmente variavel de 14 a 26 kb (Billington & Hebert 1991). Apresenta
um conteido génico altamente conservado, representado por dois genes que codificam
RNAs ribossémicos (rRNAs 12S e 16S), 22 genes que codificam RNAs transportadores
(tRNASs) e 13 genes que codificam proteinas envolvidas no transporte de elétrons e na
sintese de ATP. A molécula de mtDNA possui ainda uma regido de cerca de 1 Kb rica em
sequéncias AT, denominada regido controle (D-loop). Apesar de ndo codificante essa
regido € importante, pois contém os promotores de transcri¢cdo das cadeias leve e pesada,

assim como a origem de replicacdo da cadeia pesada (Clayton 1982).
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O mtDNA apresenta uma alta taxa de substituicdo de nucleotideos, cerca de 5 a 10
vezes superior & do DNA nuclear (Brown et al. 1979; Harrison 1989). Em primatas essa
taxa foi estimada em 2% de divergéncia de sequéncias por milh&o de anos. Entretanto,
estudos recentes tém demonstrado que esse nimero pode variar entre diferentes regides da
molécula, entre diferentes tdxons e até mesmo ao longo do tempo evolutivo em uma
mesma linhagem (Avise 1991; Strauss 1999). Os peixes parecem apresentar uma taxa de
substituicdo de nucleotideos menor do que a dos vertebrados superiores (Kocher et al.
1989; Li 1993; Martin & Palumbi 1993). Algumas hipo6teses foram levantadas para
explicar a alta taxa evolutiva do mtDNA e entre elas estdo a ineficiéncia dos mecanismos
de reparo para corrigir as mutacdes que surgem durante a replicacdo, o relaxamento da
restricdo de funcdo e/ou da selecdo e a grande exposi¢do do mtDNA a danos oxidativos.

A maioria das mudancas genéticas observadas no mtDNA deve-se principalmente
a substituicdo de bases (em vertebrados, as transicfes sdo mais freqientes que as
transversdes); algumas envolvem pequenas adi¢Bes/deleces de nucleotideos e outras sdo
causadas por diferencas no tamanho da molécula de mtDNA (Avise et al. 1987;
Broughton & Dowling 1994). As diferencas de tamanho estdo geralmente retritas a regiao
controle da molécula (D-loop), devido a presenca de sequéncias curtas de DNA repetidas
em tandem nessa regido (Clayton 1982; Hoelzel 1993).

O mtDNA fornece marcadores moleculares eficientes em andlises intra e
interespecificas. Entre suas possiveis aplicaces incluem-se estimativas do grau de
variabilidade genética intra e interespecifica (Avise 1986; Avise et al. 1987; Moritz et al.
1987; Beckenbach et al. 1990); analises de zonas de contato entre espécies (Ferris et al.
1983; Szymura et al. 1986) e de fluxo génico (Brown & Chapman 1991; Ong et al. 1996;
Sanetra & Crozier 2003); estudos de biogeografia historica (Bermingham & Avise 1986;

Sivasundar et al. 2001; Beheregaray et al. 2002) e de caracterizacbes de estrutura
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populacional (Graves 1998; Stepien & Faber 1998; Pestano & Brown 1999), além do seu
emprego crescente no campo da sistematica molecular, para inferéncia de relagdes
filogenéticas (Alves-Gomes et al. 1995; Alves-Gomes 1998; Orti et al. 1996; Saitoh et al.
2003; Thacker 2003) e em estudos de conservacdo (Beheregaray et al. 2003; Li et al.

2005).

1.6 Identificagdo molecular de espécies

Muitos conceitos de espécie foram propostos ao longo da histéria, incluindo o
tipologico, o morfolégico, o biolégico, por isolamento reprodutivo, filogenético, etc.
Ainda que extensos debates sejam constantemente travados em relacdo a estes conceitos
de espécie (De Queiroz 2005; Waugh 2007), do ponto de vista pratico sdo os taxonomistas
os profissionais responsaveis pela caracterizacdo dessas entidades bioldgicas e sua
classificacdo, tornando-as palpaveis e reconheciveis pela atribuicdo de um nome, erigido
de acordo com os codigos internacionais de nomenclatura (Kéhler 2007).

Essa atribuicdo de um nome ndo constitui uma simples aplicacdo de regras de
nomenclatura, mas sim a elabora¢do de uma hip6tese segundo a qual um determinado
conjunto de caracteres (usualmente morfologicos) é capaz de identificar uma entidade
(espécie) com caracteristicas bioldgicas proprias e histdria evolutiva independente das de
outras entidades bioldgicas similares. Essas hipoteses podem ser testadas de diversas
maneiras e, como todas as hipdteses, também podem ser refutadas. Adicionalmente,
quando as descrigdes de espécies sdo baseadas em uma ampla base de dados, elas se
tornam hipoteses cientificas interessantes, permitindo a elaboracéo de predicdes explicitas
sobre os atributos dos organismos (Lipscomb et al. 2003).

Os dados morfoldgicos foram, historicamente, os primeiros a serem utilizados na

identificacdo de espécies, simplesmente pelo fato de que foram os primeiros disponiveis
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aos pesquisadores que iniciaram a sistematizacdo do conhecimento sobre 0s seres Vivos.
Com o desenvolvimento de novas abordagens de estudos, novas metodologias foram se
tornando disponiveis para o estudo da biodiversidade. Ha aproximadamente 30 anos, a
andlise de sequéncias de genes de DNA ribossémico foi utilizada para investigar as
relacfes evolutivas em niveis superiores (Woese & Fox 1977) e as pesquisas em DNA
mitocondrial dominaram a Sisteméatica Molecular no final da década de 70 e inicio da
década de 80 (Avise, 1994). E hoje constituem um dos principais sustentaculos desse tipo
de investigacdo, com varias revistas dedicadas exclusivamente a esse campo como
Molecular Phylogenetics and Evolution, Molecular Biology and Evolution e Journal of
Molecular Evolution.

Entre os dados moleculares utilizados em estudos de taxonomia e sistematica tem-
se as analises citogenéticas, bioquimicas, as isozimas, dados imunoldgicos e, mais
recentemente, as sequéncias de nucleotideos (Hillis et al. 1996). Nos estudos taxonémicos,
essas ‘novas’ categorias de dados tém sido sempre adicionadas aos dados morfologicos,
nunca pretendendo substitui-los. Exemplos desse tipo de integracdo sdo cada vez mais
comuns, como na descricdo de Gymnotus sylvius (Albert et al. 1999), a descri¢cdo de uma
nova espécie de tainha Mugil rubrioculus (Harrison et al. 2007) e a descri¢do da nova
espécie de Moenkhausia forestii (Benine et al. 2009). Esses exemplos sdo particularmente
relevantes, pois séo referentes a novas espécies de géneros de peixes bastante complexos,
que foram descritas apds o acumulo de evidéncias citogenéticas e moleculares que
demonstravam a singularidade das amostras em estudo com relacdo a seus respectivos
congéneres. Entre os elasmobranquios, andlises populacionais de uma suposta Unica
espécie de cacdo-anjo Squatina argentina utilizando isozimas revelaram a existéncia de
um complexo de trés espécies, possibilitando a descricdo das duas novas, até entdo tidas

como espécies cripticas (Solé-Cava et al. 1983). Este fato é extremamente relevante,



23

considerando-se que ha mais de 25 anos atras os representantes deste género ja eram
considerados ameacados em aguas brasileiras.

Embora ferramentas moleculares tenham fornecido uma ampla gama de novas
oportunidades para estudar questdes em Biologia Evolutiva (como nos processos de
especiacdo) e em Sistematica Filogenética, sO recentemente foi proposto que um curto
segmento de cerca de 700 nucleotideos da extremidade 5° do gene mitocondrial Citocromo
Oxidase | (COI), seria suficiente para identificar muitos metazoarios a nivel de espécie
(Hebert et al. 2003a, 2003b). O uso dessa metodologia, denominada DNA barcode,
ganhou relevancia com a criacdo em 2004 do Consortium for the BarCode of Life (CBOL),
cuja meta é a criacdo de um banco de dados de codigos de barra da biodiversidade global,
utilizando sequéncias parciais de DNA do gene COI, com o0 objetivo de facilitar o processo
de automacdo na identificacdo das espécies (ver o sitio www.barcoding.si.edu para
maiores detalhes). Como pode ser observado na literatura, outros segmentos génicos
também tém sido sugeridos para esse mesmo fim, como os genes mitocondriais 16S rRNA
e Citocromo b (Vences et al. 2005) entre outros (Lahaye et al. 2008). Porém, por questdes
de padronizacdo e pelo seu aparente melhor desempenho, o CBOL adotou como sequéncia
padréo o fragmento citado do gene COI.

Essencialmente, o que os usuarios da metodologia de DNA barcode pretendem é
tornar possivel a atribuicdo de individuos a espécies e facilitar a descoberta de novas
espécies (Moritz e Cicero 2004). Os primeiros estudos realizados com essa metodologia
foram extremamente satisfatorios, com um grau de resolucao taxonémica maior que 95%
(Hebert et al. 2003a, 2003b). DeSalle et al. (2005) propbem que deve haver uma ponte
entre as pesquisas moleculares e morfoldgicas e desta forma gerar o aprimoramento do
processo de identificacdo de espécies. Isso também deve ampliar nosso conhecimento

sobre a diversidade de mecanismos envolvidos na origem dessas espécies, sendo de suma
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importancia a condugédo destes trabalhos por especialistas em Biologia Molecular e
Taxonomia.

O desenvolvimento de ferramentas moleculares aplicados a identificacdo de
espécies tem se mostrado de grande importancia, sobretudo para a quantificacdo da
exploracdo de populagdes naturais, avaliacdo e fiscalizacdo do comércio de espécies sob
protecdo governamental e ainda para a certificacdo de produtos processados, agregando
valor a sua comercializagdo. Trabalhos que visam a identificagdo genética de produtos
oriundos da pesca estdo sendo mais frequentes na literatura, com alguns deles
direcionados especificamente ao grupo dos tubardes (Sebastian et al. 2008; Blanco et al.

2008; Clarke et al. 2006; Shivji et al. 2002).



25

2 Objetivos

Considerando a relevancia dos tubardes em um contexto ecoldgico geral e também
sua importancia mundial atual como um recurso econdémico, que gerariam a urgente
necessidade da formulacdo de medidas de conservagéo, este trabalho buscou, de modo
geral, desenvolver mecanismos de identificacdo forense de espécies deste grupo de
organismos exploradas vigorosamente pela pesca, auxiliar na definicdo taxonémica do
género Rhizoprionodon e fornecer dados a respeito da dindmica populacional das espécies
R. porosus e R. lalandii utilizando marcadores moleculares do DNA mitocondrial. Tais
estudos poderdo resultar em informacdes de interesse para a melhor identificacdo das
espécies e, deste modo, auxiliar na producdo de estatisticas pesqueiras mais realistas, na
caracterizacdo das populacdes existentes e na delimitacdo de éareas prioritarias para
programas de conservagdo e manejo.

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

e desenvolver marcadores moleculares de baixo custo para a identificacdo genética de
espécies de tubardes;

e auxiliar na definicdo taxondmica das espécies R. terraenovae e R. porosus, bem como
na caracterizagdo da possivel ocorréncia de R. terraenovae na América do Sul,
utilizando sequencias nucleotidicas mitocondriais;

e identificar o numero e a distribuicdo geogréafica dos haplétipos de DNA mitocondrial
que formam os estoques das espécies do género Rhizoprionodon ao longo do
ecossistema estudado e propor uma hipotese filogeogréafica, estabelecendo as relagdes
entre as populagdes;

e gerar subsidios para programas de manejo adequado e exploracdo sustentavel dos

estoques pesqueiros de espécies de tubardes do Atlantico, na costa brasileira.
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3 Material e Métodos

Neste topico estdo apresentadas as descricbes gerais dos procedimentos
empregados no desenvolvimento dos protocolos de identificacdo genética de espécies de
tubardes, na caracterizacdo do status taxonémico entre R. porosus e R. terraenovae e nos
estudos populacionais de R. lalandii e R. porosus. Estas diferentes abordagens estdo
dispostas em capitulos e apresentam em cada um deles, no item “Material e Métodos”, a

descri¢do completa dos procedimentos especificos.

3.1 Coleta de amostras

As amostras de tubarbes do género Rhizoprionodon utilizadas para os estudos
populacionais foram obtidas na costa brasileira desde a regido de Rio Grande no Estado do
Rio Grande do Sul até o municipio de Braganca, no Estado do Para (481 amostras). No
Caribe foram obtidas 78 amostras em regides costeiras da Venezuela e nos EUA foram
amostrados 64 espécimes no Golfo do Mexico e regiGes do Leste da Florida. Para os
estudos de identificacdo genética foram analisadas cerca de 500 amostras de 25 espécies
de tubardes coletadas em diferentes regides da costa brasileira, sobretudo no Rio Grande
do Sul, S&o Paulo e Para. As identificacGes morfoldgicas foram realizadas de acordo com
Gadig (2001) e Garrick (1982). As amostras foram conservadas em etanol a 95%,
catalogadas e depositadas na Colegdo do Laboratério de Biologia e Genética (LBP),
credenciada no Ministério do Meio Ambiente como Fiel Depositaria de Amostras do
Patriménio Genético. Alguns exemplares inteiros também permanecem depositados nesta
mesma colecdo e na colecdo do Florida Museum of Natural History da Universidade da
Florida - USA. A amostragem de tubardes utilizada neste trabalho foi obtida junto aos

pescadores de frotas industriais e artesanais no Brasil e Venezuela a partir de animais ja
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abatidos. As amostras coletadas nos EUA foram obtidas em trabalho de campo, utilizando
rede de emalhe e apds a captura e obtencdo de fragmentos de tecido das nadadeiras, 0s

individuos vivos, em sua maioria, foram devolvidos ao mar.

3.2 Protocolos moleculares e analises

Para a extracdo do DNA gendmico foram utilizados pequenos fragmentos de tecido
retirados de nadadeiras, tecido muscular ou branquial e aplicada a metodologia descrita por
Aljanabi et al. (1997), que dispensa o uso de substancias téxicas como fenol e
cloroférmio. Em seguida o DNA purificado foi ressuspendido em &gua ultrapura
altoclavada.

No desenvolvimento de marcadores moleculares aplicados a identificacdo de
espécies, foi utilizado um fragmento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COIl)
com 664 pares de bases (pb) analisaveis. Para as analises populacionais utilizou-se um
fragmento da regido controladora do DNA mitocondrial, que variou entre 792 pb para a
espécie R. lalandii e 802 pb para R. porosus. Para a analise de distingdo taxonémica entre
R. terraenovae e R. porosus foram utilizados estes mesmos dois fragmentos mitocondriais.
Todas as reagOes foram realizadas utilizando os aparelhos termocicladores MJ Research,
INC, modelo PTC-100™ Pro e Veriti 96 Applied Biosytems. Apos eletroforese em gel de
agarose 1-2%, os fragmentos amplificados foram corados com brometo de etidio e
visualizados em luz ultravioleta. Em seguida, os fragmentos foram submetidos a reacdo de
sequenciamento, purificacdo e aplicados nos sequenciadores automaticos ABI Prism 3700
Perking-Elmer e ABI 3130 Genetic Analyser Applied Biosystems. Todas as sequencias
deste estudo foram obtidas com no minimo uma réplica, sendo consideradas satisfatorias

apenas as que apresentaram alta qualidade nos picos de eletroferograma.
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Para 0 método de identificacdo genética de espécies foram desenvolvidos ensaios
de PCR-multiplex e PCR-RFLP a partir da composi¢do nucleotidica do gene Citocromo
Oxidase |. Para a PCR-multiplex foram identificados os sitios polimorficos existentes
entre as espécies e desenhados os primers de reconhecimento espécie-especifico
compativeis para a aplicacdo simultdnea na mesma rea¢do de PCR. Para a PCR-RFLP, a
composicao nucleotidica do gene COI foi analisada utilizando o programa NEBcutter V2
(Vincze et al, 2003) para a selecdo das enzimas de restricdo que apresentaram sitios de
reconhecimento distintos entre as espécies. Em seguida, o método foi avaliado pela
amplificacdo do gene, seguido da reacdo de restricdo enzimatica. Para a definicdo
taxondbmica entre R. terraenovae e R. porosus foram avaliadas as composicdes
nucleotidicas relativas, nameros de sitios polimdrficos, diversidades haplotipicas e
nucleotidicas entre as espécies e a historia evolutiva dos haplotipos. Nas andlises
populacionais foram utilizados os métodos padrdes de edicdo de sequéncias, estimativas
de variabilidade genética e seu particionamento, testes de expansdo populacional e
andlises filogeogréficas. Nestas andlises foram avaliadas as subdivisdes das variacdes
genéticas utilizando a Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992).
Para a analise de estruturacdo populacional, segundo Wright (1978) os valores de Fst
entre 0 e 0,05 configuram uma baixa estruturacdo genética, entre 0,05 e 0,15 estruturagdo
moderada, entre 0,15 e 0,25 alta e acima de 0,25 uma forte estruturacdo genética.

Para avaliar a histéria demogréfica de R. porosus foi realizado o teste de
distribuicdo das diferencas genéticas entre os pares de haplotipos de acordo com 0 modelo
de expansao subita (Mismatch distributions). Para o calculo do tempo t decorrido desde a
expansdo, empregou-se a formula t=t/2u, onde t € o tempo decorrido desde o evento de
expansdo e u é a taxa global de evolucdo do haplotipo. Para estimar u multiplica-se a taxa

de mutacdo por sitio por ano pelo nimero de nucleotideos da molécula. Para o calculo do
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tamanho populacional das fémeas antes da expansdo é utilizada a formula Ney= e0/2u €
para o célculo do tamanho populacional ap6s a expansdo usa-se Ne;= e:/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).
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4 Resultados

Os estudos buscando o desenvolvimento de marcadores genéticos para a
identificacdo de espécies de tubardes, a definicdo do status taxondmico entre as espécies
R. terraenovae e R. porosus e a caracterizacdo filogeografica de R. lalandii e R. porosus
foram organizados em 5 manuscritos dispostos em capitulos que compreendem uma base
tedrica e a justificativa do trabalho, as metodologias e materiais empregados, seus
respectivos resultados e as discussdes, incluindo hipoteses cientificas e algumas sugestdes
para auxiliar no desenvolvimento de programas de exploracdo sustentavel, manejo,

fiscalizacdo da pesca e conservacao de tubardes.

4.1 Capitulo |

A proposta de trabalho inicial do doutoramento abrangia prioritariamente os
estudos de avaliacdo da estrutura populacional das espécies Rhizoprionodon porosus e
Rhizoprionodon lalandii na costa brasileira. Durante os trabalhos de coleta, era bastante
frequénte a perda de material bioldgico devido a pratica pesqueira de retirada de partes dos
animais, resultando na falta de caracteres morfoldgicos utilizados para distinguir estas
duas espécies. Buscando uma alternativa para a identificacdo foi desenvolvido o trabalho:
“Identificacdo das espécies de tubardes Rhizoprionodon lalandii e R. porosus
(Elasmobranchii, Carcharhinidae) utilizando as técnicas de PCR-multiplex ¢ PCR-

RFLP”.

4.2 Capitulo Il
A obtencdo de exemplares de outras espécies de elasmobranquios durante as

atividades de campo impulsionou o desenvolvimento de novos trabalhos de pesquisa. No
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entanto, foi observado que além da nossa propria dificuldade de identificacdo dos tubardes
desembarcados, existia também uma grande lacuna nas estatisticas de pesca causada
principalmente pelas dificuldades na identificacdo dos exemplares em nivel especifico.
Assim, marcadores de identificacdo genética de outras espécies foram criados e
apresentados no manuscrito “ldentificacdo genética de tubardes Lamniformes e

Carcharhiniformes utilizando PCR-multiplex”.

4.3 Capitulo 11

A definicdo do status taxondmico de R. terraenovae e R. porosus como espécies
distintas, bem como a avaliagdo da ocorréncia de R. terraenovae nas regides norte e
nordeste do Brasil eram necessarias. Assim, no ano de 2009, coletas de amostras da
espécie R. terraenovae foram realizadas na regido do Estado da Flérida nos EUA,
possibilitando o desenvolvimento do trabalho “Definicdo genética das espécies de
tubardes do género Rhizoprionodon no Atlantico Ocidental usando o DNA

mitocondrial, com comentérios sobre a variacao geografica e distribuicao”.

4.4 Capitulo IV
Estando definida a identidade especifica de R. porosus e sua distribuicdo desde o
Caribe até a regido sul da América do Sul, foi redigido o manuscrito “Filogeografia e

estrutura populacional do tubardo Rhizoprionodon porosus (Poey, 1861).”

4.5 Capitulo V
Com dados sobre a dindmica populacional Rhizoprionodon lalandii nas regides Sul
e Sudeste do Brasil, alem do Caribe, o manuscrito “Diversidade e Estruturagédo

populacional do tubardo Rhizoprionodon lalandii (Mdiller & Henle, 1839)”.
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complementa as informacgfes a respeito da filogeografia do género Rhizoprionodon no

Atlantico Ocidental.



Capitulo |

(e e
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' Rhizoprionodon porosus

Rhizoprionodon lalandii
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Identificacdo das espécies de tubardes Rhizoprionodon lalandii e R. porosus
(Elasmobranchii, Carcharhinidae) utilizando as técnicas de PCR-multiple:

RFLP.

Molecular Ecology Resources (2009) DOI 10.1111/j.1755-0998.2009.02524.x

Manuscrito recebido pela revista em setembro de 2008 e aceito em novembro de 2008.

Resumo

Por ocuparem uma grande area de distribuicdo e possuirem habitos associados a
regido litordnea os tubardes das espécies Rhizoprionodon lalandii e R. porosus sdo
frequentemente alvos das pescarias costeiras. Contudo, as dificuldades na identificacdo
morfolégica dos representantes do género, associada a pratica bastante usual de remocao
da cabeca e das nadadeiras dos animais, na maioria das vezes antes mesmo do
desembarque, tém resultado em uma escassez de informacGes sobre captura e
comercializacdo, dificultando a avaliacdo de seus efeitos na conservacdo destas espécies.
O objetivo do presente estudo foi desenvolver ferramentas praticas para a distingdo destas
duas espécies, mesmo na auséncia de caracteres morfoldgicos, utilizando as técnicas de
PCR-multiplex e PCR-RFLP. A partir da composi¢do nucleotidica do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase subunidade | (COI) foram desenvolvidos primers de reconhecimento
espécie-especificos que em reacdo de PCR-multiplex produzem fragmentos de tamanhos
distintos para cada espécie. Foram também determinadas as enzimas de restricdo que
produzem fragmentos de DNA do gene COI com tamanhos distintos entre as duas
espécies. Tais técnicas, além de se mostrarem extremamente eficazes, de facil
aplicabilidade e baixo custo constituem uma forma segura da estimativa da exploracédo

pesqueira dessas espécies e sua ordenacao.
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Introducéo

Pertencente & ordem Carcharhiniformes, familia Carcharhinidae, os tubardes do
género Rhizoprionodon (Whitley 1929) possuem ampla distribuicdo e habitos associados a
regido litordnea, desempenhando papel central como predadores do sistema trofico
costeiro e importante recurso para a exploracdo pesqueira em diversas partes do mundo.
Na costa brasileira € comumente registrada a ocorréncia de duas espécies deste género,
Rhizoprionodon lalandii (Muller & Henle 1839), observado na plataforma continental do
Atlantico Ocidental desde o Panama na América Central até o sul do Brasil e
Rhizoprionodon porosus (Poey 1861), com ocorréncia registrada desde o Caribe até o sul
do Uruguai (Springer 1964: Figueiredo 1967). Mesmo com as evidéncias levantadas em
diversos trabalhos relacionando os aspectos morfoldgicos de diferenciacdo entre estas duas
espécies (Pantano & Souza 1999; Lima et al. 1997; Cavalcante et al. 1996; Gomes &
Siqueira 1995; Cunha & Gomes 1994), a distincdo entre eles é dificultada por
caracteristicas morfoldgicas bastante semelhantes, principalmente quando se trata de
individuos neonatos e jovens (Figueiredo 1967). Segundo Sadowski (1967) e Ferreira et
al. (2003) cerca de 50% de todos os elasmobranquios capturados na costa brasileira
correspondem & espécie R. lalandii e R. porosus, embora estes dados ndo sejam oficiais
sendo os espécimes registrados apenas como “ca¢do”.

Considerando a grande similaridade morfoldgica entre diversas espécies de
tubardes, além da pratica bastante usual da remocédo de partes dos animais tais como as
nadadeiras e cabega antes dos desembarques e o reconhecimento de que diferentes
espécies respondem de forma particular aos processos de exploracdo, torna-se de
fundamental importancia a elaboracdo de ferramentas praticas de identificacdo ao seu
menor nivel taxondmico. Assim, utilizando as técnicas de PCR-multiplex e PCR-RFLP

para gerar marcadores moleculares do DNA mitocondrial, foram elaborados e aplicados
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dois métodos de distingcdo genética entre as espécies Rhizoprionodon porosus (Caribbean

sharpnose shark) e Rhizoprionodon lalandii (Brazilian sharpnose shark).

Material e Métodos
Caracterizacado das amostras

As amostras foram obtidas junto as coldnias de pescadores que praticam a pesca
artesanal em alguns pontos da costa brasileira. Dentre as amostras de Rhizoprionodon
lalandii, 12 sdo provindas das proximidades do municipio de Itanhaém (S 24°11'01" - W
046°47'18"), 10 da regido de Praia Grande (S 24°00'35" - W 46°24'45") e 20 da regido de
Ubatuba (S 23°26'15" - W 45°03' 45"). Dentre as amostras de R. porosus, 6 foram
coletadas na regido de Ubatuba, 4 foram coletados na regido de Aracaju (S 10°59'53" - W
37°02'33"), 16 foram coletadas na regido de Natal (S 5°48'16" - W 36°10'38") e 18 sdo
provenientes das proximidades de Fortaleza (S 3°41'91" - W 38°34'19"), totalizando 86
amostras. Buscou-se obter amostras de localidades diversas para que possiveis

polimorfismos populacionais pudessem ser detectados.

Extracdo do DNA, amplificagdo por PCR e sequenciamento.

O DNA genbmico foi extraido a partir de células do epitélio branquial, utilizando a
metodologia descrita por Aljanabi et al. (1997), que dispensa o0 uso de substancias toxicas
como fenol e cloroférmio. ReacBGes de amplificacdo do gene Citocromo Oxidase
subunidade | (COIl) foram efetuadas em ciclador térmico de PCR utilizando-se 25ul de
solucdo contendo 0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCI2, tampédo de enzima Tag DNA
polimerase (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), 1 unidade de enzima Taq Polymerase
(Invitrogen) e 100 ng de primers, utilizando os primers universais F1 5’- TCA ACC AAC

CAC AAA GAC ATT GGC AC -3’ e R1 5’- TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG
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AAT CA -3°, descritos por Ward et al. (2005). Cada ciclo de amplificacdo por PCR
consistiu-se basicamente na denaturacdo a 95°C por 30 segundos, hibridacdo a 50°C por
30 segundos e extensdo a 68°C por 2 minutos, com 35 repeti¢cdes. Os segmentos de DNA
amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio,
sob luz ultravioleta.

As sequéncias do gene COI foram obtidas utilizando o ABI Prism 3700 (Perking-
Elmer) com o kit DYEnamicTM ET Terminator Cycle Sequencing (Amersham
Biosciences), sendo em seguida analisadas manualmente e alinhadas utilizando o
programa CLUSTAW - Macvector 65 (1998) para identificacdo de sitios polimorficos

entre as espécies.

PCR-Multiplex

A partir da composicdo nucleotidica do gene COI foram identificados os sitios
polimdrficos existentes entre as espécies e desenhados os primers de reconhecimento
espécie-especificos, sendo o primer para a identificagdo de R. lalandii 5> -TCA ACC TGG
ATC TCT TTT AGG T - 3’ e o primer para R. porosus 5° - TAC CCC CCA TTA GCT
AGT AAT A - 3°. A eficiéncia dos primers foi testada primeiramente em reacdo de
amplificacdo contendo o primer forward universal como controle interno da reagéo, o
primer reverse universal e o primer para R. lalandii ou o primer para R. porosus. Todas as
amplificacdes foram efetuadas em ciclador térmico de PCR utilizando-se 25ul de solugédo
contendo 0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCI2, tampdao de enzima Taq DNA polymerase
(Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), 1 unidade de enzima Taq Polymerase
(Invitrogen) e 100 ng de cada primer. Cada ciclo de amplificacdo por PCR consistiu-se
basicamente na denaturacdo a 95°C por 30 segundos, hibridacdo a 50°C por 30 segundos e

extensdo a 68°C por 2 minutos, com 35 repeticdes.



38

Apos confirmada a especificidade dos primers para a espécie R. lalandii e para R.
porosus, avaliou-se a eficiéncia das reagdes de PCR-multiplex utilizando os 4 primers
simultaneamente (forward e reverse universais e primers espécie-especificos) para a
distingdo das espécies em uma Unica reagdo, seguindo-se as mesmas condigdes descritas
acima. A exatiddo e confiabilidade da PCR-multiplex com 4 primers foi testada, tendo-se
avaliado seu desempenho em testes cegos utilizando amostras de tecidos identificadas
apenas pelo género, seguida posteriormente pela identificacdo morfoldgica (R. lalandii
n=40 e R. porosus n=40).

Para garantir a especificidade dos primers desenvolvidos, as sequencias de R.
lalandii e R. porosus foram analisadas quanto a similaridade nucleotidica, com outras 18
espécies de tubarbes das familias Carcharhinidae (8sp), Lamnidae (4sp), Sphyrnidae (1sp),
Squatinidae (1sp), Dalatiidae (1sp), Ginglymostomidae (1sp), Scyliorhinidae (1sp) e
Triakidae (1sp) existentes no banco de tecidos do laboratério de Biologia e Genética de

Peixes, do IB/JUNESP.

PCR-RFLP

Apo6s 0 sequenciamento, a composi¢do nucleotidica do gene COI foi analisada
utilizando o programa NEBcutter V2 (Vincze et al. 2003) para a sele¢do das enzimas de
restricdo que apresentaram sitios de reconhecimento distintos entre as duas espécies. Em
seguida, o método foi avaliado pela amplificagdo do gene, seguido de reacdo enzimética
contendo 5 pl de produto de PCR, 1 unidade de enzima, 1pl de tampédo 1x e agua Milli-Q
q.s.p. 10 pl e mantidas a 37° C durante 4 horas. A eficacia do método foi avaliada em
corrida eletroforética em gel de agarose a 1%. A amostra foi composta por 24 espécimes

de R. lalandii e 26 de R. porosus.
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Resultados

PCR-multiplex

Os locais de reconhecimento para ambos os primers forward espécie-especificos
foram posicionados internamente aos primers forward e reverse de reconhecimento
universal, de forma a gerarem dois fragmentos de tamanhos diferentes em cada reacéo de
PCR. Desta forma as reagcdes de PCR que continham amostras de DNA da espécie R.
lalandii geraram um fragmento com cerca de 700 bp e um segundo fragmento com
aproximadamente 610bp, sendo este caracteristico e diagnostico da espécie. As reacbes de
PCR contendo amostras de DNA de R. porosus também geraram um fragmento
caracteristico dos primers universais e uma segunda banda com cerca de 370bp
diagnostica da espécie.

A especificidade dos primers foi confirmada em reagcdes de PCR que continham,
além dos primers universais, apenas um dos primers espécie-especificos em cada tubo.
Estas reacdes foram realizadas com amostras de DNA de ambas as espécies. Apos corrida
eletroforética, as amostras que continham o primer especifico para R. lalandii e amostras
de DNA desta espécie apresentaram a banda de confirmacao positiva da reagdo (700bp) e
a banda caracteristica da espécie (620bp). As reacBes que continham o primer para
identificacdo de R. lalandii e amostras de DNA de R. porosus apresentaram apenas a
banda positiva da reacdo. Da mesma forma ocorreu com as rea¢des que continham o
primer para R. porosus, observando-se a presenca da banda de confirmagdo positiva da
reacdo e a banda caracteristica da espécie (370bp). Combinando os dois primers de
reconhecimento espécie-especifico, além dos primers universais para o gene COIl, em

reacdo de PCR-multiplex obteve-se por cada amostra, além da banda de confirmacao
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positiva da reacdo, uma banda de tamanho correspondente a uma das espécies, sendo

370bp para R. porosus e 620bp para R. lalandii (Figura 1).

Figura 1. Amplificacdo dos fragmentos de controle da reacdo (cerca de 700 bp),
fragmentos especificos de R. porosus (1 a 6 — aproximadamente 370 bp) e fragmentos
especificos de R. lalandii (7 a 12 — aproximadamente 620 bp). M — marcador de peso

molecular 50 bp.

- 700 bp
- 620 bp

- 370 bp

Nas analises comparativas entre as 18 espécies de tubardes para avaliar as
similaridades entre as sequencias do gene COIl e a ocorréncia de falsos positivos nas
reagOes de identificacdo de R. porosus e R. lalandii por PCR-multiplex, observou-se uma
alta diversidade nucleotidica com Pi=0,162. Os testes de avaliacdo de confiabilidade
utilizando os primers espécie-especificos em rea¢fes de PCR com as amostras das demais

espécies ndo produziram bandas de amplificag&o.
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PCR-RFLP

As reacOes de amplificacdo em amostras de R. lalandii e R. porosus foram
verificadas ap0ds corrida eletroforética para confirmar os padrdes de bandas obtidos. Em
ambas as espécies observou-se a amplificacdo de fragmentos com cerca de 700bp (Figura

2).

Figura 2. Amplificacdo do gene COIl em exemplares de R. porosus — 1 a 6 e R. lalandii -

7 a 12; M — Marcador de peso molecular 1kb.

Nas analises das sequencias do gene COI ndo foram observadas variagoes
nucleotidicas intra-especificas e apenas 19 sitios polimdrficos foram identificados entre as
espécies. A avaliacdo para a reacdo de restricdo buscou caracterizar as enzimas que
produziriam cortes no fragmento de DNA em apenas uma das espécies. Assim, foram
encontradas 17 enzimas de corte em R. porosus e 14 enzimas de corte no gene COI para a

espécie R. lalandii (Figura 3). Uma destas reacGes é mostrada na Figura 4.
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Figura 3. Representacdo das sequéncias do gene COI em R. lalandii e R. porosus com as
posicBes dos sitios de reconhecimento para as enzimas de restricdo distintas entre as

espécies. Em negrito a enzima AlwFlI, utilizada na reacdo exemplificada na figura 5.

Figura 4. Digestdo enzimatica (AlwFIl) do gene mitocondrial COI em exemplares de
Brazilian sharpnose shark - 1 a 6 e Caribbean sharpnose shark - 7 a 12; L - Marcador de
peso molecular 1kb.

- 700 bp

- 440 bp
- 260 bp
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Discussao

Mesmo com a crescente conscientizagdo sobre a vulnerabilidade a exploragdo
pesqueira da maioria das espécies de tubardes (Cambhi et al. 1998; Castro et al. 1987) e
sobre a notoria pratica extremamente predatoria do finning (remocdo das nadadeiras e
descarte dos tubardes ao mar) perpetuada em todo o mundo, trabalhos de controle e
manejo da exploracdo das espécies deste grupo sdo raros, tendo como o maior entrave a
falta de informac@es bésicas sobre captura, desembarque e comercializagdo. Essa escassez
de dados é gerada principalmente pela ineficiéncia na identificacdo da maioria das
espécies pescadas.

As duas metodologias apresentadas neste trabalho caracterizaram-se pela féacil
aplicabilidade, baixo custo e precisdo nos dados. Contudo, pode-se notar algumas
diferencas relevantes para a sua aplicacdo. A metodologia de PCR-multiplex parte da
sintese de um primer espécie-especifico que permite a inclusdo de novos primers para a
identificacdo simultnea de outras espécies, apresentando resultados ap6s simples reacao
de PCR. Outra caracteristica deste marcador € que torna-se dispensavel o conhecimento
prévio do grupo ao qual a amostra pertence. Quanto a metodologia de PCR-RFLP, uma
desvantagem seria a necessidade de se conhecer o género originario da amostra, embora
sua aplicacdo possa ser feita com 0 uso de reagentes comuns encontrados nos laboratérios
de biologia molecular. Devido a utilizacdo de enzimas de restricdo as reacdes de PCR-
RFLP, podem apresentar um custo um pouco mais elevado, quando comparadas com as de
PCR-multiplex.

Embora tais métodos sejam baseados em mutacbes discretas que poderiam ser
sujeitas a variagdes intra-especificas, nenhum sinal polimérfico foi detectado nos sitios

utilizados para ativacdo dos primers ou das enzimas, reafirmando sua especificidade.
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O desenvolvimento de marcadores moleculares de baixo custo aplicados na
identificacdo de espécies comerciais tem se mostrado extremamente eficientes,
viabilizando o controle da exploracdo e manejo adequado de populagdes. Trabalhos
recentes que buscaram desenvolver e aplicar marcadores moleculares para a identificacdo
de peixes marinhos ressaltam sua validacdo na aplicacdo forense e identificagcdo de
produtos processados utilizando as metodologias PCR-multiplex e PCR-RFLP (Pank et al.
2001; Clark et al. 2006; Gagnaire et al. 2007).

Nossos resultados demonstraram a primeira pratica vidvel de identificacdo de
tubarbes da costa brasileira pela técnica de PCR-multiplex e PCR-RFLP, representando
uma nova forma de analise e geracdo de dados sobre a exploracdo pesqueira de tubarbes
em aguas brasileiras. A metodologia propGe a coleta de dados de forma simples nos
desembarques, entrepostos de pesca e no comercio em geral, viabilizando o
reconhecimento das espécies e populacdes ameacadas e garantindo o desenvolvimento de

planos de manejo e conservacao.
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Identificacdo genética de tubardes Lamniformes e Carcharhiniformes utilizando
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Resumo

Com o constante aumento da captura e comercializacdo de tubarbes em todo o
mundo e a constatacdo de que varias espécies ja apresentam fortes sinais de sobre-
exploracdo, torna-se urgente a criacdo de mecanismos de registro, avaliacdo e controle da
pesca. Levando-se em conta as dificuldades de identificagdes morfoldgicas,
principalmente devido a remocdo de partes dos animais, este trabalho propde uma técnica
de identificacdo genética de espécies utilizando multiplex-PCR baseado no gene
Citocrébmo Oxidase |. Neste artigo apresentam-se 0s primers de reconhecimento espécie-
especificos e os métodos desenvolvidos para a identificagdo simultanea de nove espécies
de tubardes das ordens Lamiformes e Carcharhiniformes, algumas delas de distribuicdo e

alvo de pescarias em todo o mundo.

Introducéo

Historicamente, o consumo da carne de tubardo manteve-se quase que restrito as
populacdes ribeirinhas até poucas deécadas atrds. Contudo, com a reducdo dos estoques
pesqueiros mais tradicionais, esse recurso passou a ser mais difundido e apreciado, embora
a grande demanda de nadadeiras de tubardes pela culinaria asiatica seja o fator de maior
importancia na deplecdo em larga escala das populacfes desses animais no mundo inteiro.
Nas Ultimas duas décadas, porém, verifica-se a crescente preocupacdo sobre a

vulnerabilidade dos tubarbes a exploracdo pesqueira (Camhi et al. 1998; Castro et al.
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1999), bem como a documentacdo a respeito do finning, fatos que tém contribuido para o
desenvolvimento de diversos estudos que busquem o manejo mais adequado das pescarias
de tubardes em muitas partes do mundo, onde ja atingiram niveis insustentaveis, levando
diversas espécies ao desaparecimento (Camhi 1999).

Considerando que cada espécie responde de forma independente as pressdes
exercidas pelo ambiente e, neste caso, principalmente pela acdo do homem, é fundamental
que se conheca de forma mais refinada a composicdo das capturas de tubarfes por espécie
e abundancia relativa, de forma que se estabelecam planos de recuperacdo dessas
populacdes e 0 consequente ordenamento dessas atividades (Lessa et al. 1999). Contudo,
um dos grandes obstaculos para a obtencdo de dados sobre a captura e o comércio de
tubarbes € a dificuldade na identificacdo de muitas espécies com base nas ferramentas
taxonémicas tradicionais (Stevens 2004), as quais muitas vezes se valem de critérios
morfolégicos e meristicos perdidos no processamento das carcacas ou de pouca
praticidade em estudos de campo que exijam a rapida identificacdo de numerosos
exemplares, ainda que inteiros. O problema de identificacdo morfologica dos tubardes é
ainda agravado pela ampla prética da pesca comercial de remoc¢do da cabega, cauda e
nadadeiras para minimizar as necessidades de armazenagem e prevenir a deterioracgao.
Assim, um levantamento da captura de tubarbes através da identificacdo morfologica
apenas das carcacas torna-se extremamente dificil. Espécies de tubarGes economicamente
importantes como os das familias Lamnidae e Carcharhinidae, podem exibir morfologia
externa conservativa, com diferencas pouco acentuadas, resultando em enorme dificuldade
na sua correta identificacdo ao nivel de espécie (Castro 1993; Bonfil 1994; Castro et al.
1999). Para que acOes de conservacdo e manejo de tubardes sejam postas em pratica em
bases espécie-especificas, existe a necessidade urgente de que esta questdo seja

satisfatoriamente minimizada.
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Por mais de 30 anos, diversos marcadores moleculares diferentes tém sido
utilizados com propdsito taxondmico entre 0s numerosos grupos de seres vivos (Ward et
al. 2005). No caso dos tubar@es, por exemplo, os marcadores moleculares disponiveis para
a identificagdo de espécies desenvolvidos por Pank et al. (2001), Shivji et al. (2002),
Chapman et al. (2003), Abercrombie (2004), Nielsen (2004), Abercrombie et al. (2005)
utilizam as diferencas entre as bases nucleotidicas do gene nuclear ribossomal ITS2 e
Blanco et al. (2008) utiliza sequéncias do gene Citocromo b. Tendo uma ampla gama de
técnicas diferentes que podem ser empregadas em identificacGes de espécies, explorando
regibes genémicas diversas, Hebert et al. (2003) sugeriu que uma Unica sequéncia genética
seria suficiente para diferenciar todos, ou pelo menos a maioria das espécies animais e
propds a utilizacdo do DNA mitocondrial Citocromo oxidase subunidade | (COI) para um
sistema mundial de bioidentificacdo animal, sendo a sequéncia de cada espécie assimilada
a um barcode.

Também buscando a unificacdo de um sistema mundial de informagdes dedicado a
identificacdo taxonémica genética, o presente estudo descreve um recurso metodoldgico
para a caracterizacdo de nove espécies de tubarbes Lamniformes e Carcharhiniformes,
usualmente exploradas pela pesca comercial, desenvolvido a partir das caracteristicas

exclusivas de cada uma delas e expressas nas sequencias do gene COI.

Material e Métodos

Caracterizacdo das amostras

Dentre as espécies para as quais foram desenvolvidos os métodos de identificacdo
genetica, trés sdo pertencentes a Ordem Lamniformes (Alopias superciliosus, Alopias
vulpinus e Isurus oxyrinchus) e seis pertencem a Ordem Carcharhiniformes (Prionace

glauca, Galeocerdo cuvier, Carcharhinus falciformis, Rhizoprionodon lalandii,
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Rhizoprionodon porosus e Sphyrna lewini). Outras 16 espécies de tubardes (lsistius
brasiliensis, Squatina argentina, Squatina guggenheim, Ginglymostoma cirratum, Lamna
nasus, Galeorhinus galeus, Mustelus higmani, Mustelus schmitti, Schroederichthys sp.,
Scyliorhinus sp., Carcharhinus acronotus, Carcharhinus leucas, Carcharhinus obscurus,
Carcharhinus plumbeus, Carcharhinus porosus e Sphyrna tudes) foram analisadas
conjuntamente para a avaliacdo da diversidade nucleotidica existente entre as espécies,
verificacdo de falsos positivos nas reagdes de multiplex-PCR e posterior geragdo de novos
primers de identificacdo.

Os exemplares de tubardes foram obtidos junto a desembarques de pesca ao longo
da costa brasileira. Os espécimes pertencentes a ordem Lamniformes foram capturados na
costa Sudeste do Brasil, em uma regido proxima ao Estado de S&o Paulo. Das espécies
pertencentes a ordem Carcharhiniformes, obteve-se espécimes de P. glauca e G. cuvier da
costa Sudeste e Nordeste. Os exemplares da espécie C. falciformes sdo provenientes da
costa Norte e os espécimes de R. lalandii, R. porosus e S. lewini foram capturados em uma
vasta area abrangendo a costa Sul, Suldeste e Nordeste do Brasil. Os exemplares das
outras 16 espécies foram obtidos na regido Sudeste brasileira, com excecdo das espécies
G. cirratum e M. higmani, coletados na regido Nordeste e os espécimes de C. porosus,
coletados na regido Norte. Os tubardes foram identificados de acordo com Gadig (2001).
O género Carcharhinus foi identificado adicionalmente com base em Garrick (1982).
Ap0s a sua identificacdo taxondmica, foram retiradas amostras de tecido para as anélises

moleculares.

Extracdo do DNA, amplificacdo por PCR e sequenciamento.
O DNA gendmico foi extraido a partir de células epiteliais, utilizando a

metodologia de extracdo salina descrita por Aljanabi et al. (1997). Reacbes de
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amplificacdo do gene Citocromo Oxidase subunidade | (COI) foram efetuadas em ciclador
térmico de PCR utilizando-se 25ul de solugdo contendo 0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de
MgCI2, tampao de enzima Tag DNA polimerase (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM),
1 unidade de enzima Taq Polymerase (Invitrogen) e 0,5mM ng de primers, utilizando os
primers F1 5°- TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC -3 e R1 5’- TAG ACT
TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA -3, descritos por Ward et al. (2005). Cada ciclo de
amplificacdo por PCR consistiu-se basicamente na denaturagéo a 95°C por 30 segundos,
hibridacdo a 50°C por 30 segundos e extensédo a 68°C por 2 minutos, com 35 repeticoes.
Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose a 2%, corado
com brometo de etidio, sob luz ultravioleta.

As sequéncias do gene COI foram obtidas utilizando o ABI Prism 377 (Perking-
Elmer) com o kit DYEnamicTM ET Terminator Cycle Sequencing (Amersham
Biosciences), sendo em seguida analisadas manualmente e alinhadas utilizando o
programa CLUSTAW - Macvector 65 (1998) para identificacdo de sitios polimorficos entre

as espécies.

PCR-Multiplex

A partir da composi¢do nucleotidica do gene COI foram identificados os sitios
polimorficos existentes entre as espécies, quais caracteristicas eram exclusivas de cada
uma delas e entdo, desenhados os primers de reconhecimento espécie-especificos. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas contendo o primer F1 (Forward) utilizado como
controle positivo da reacdo, o primer R1 (Reverse), todos 0s 9 primers de reconhecimento
espécie-especifo e em cada tubo de reacdo o DNA de uma das espécies. Além de amostras
das 9 espécies que tiveram primers de reconhecimento desenvolvidos, foram realizadas

reacdes de PCR, sob as mesmas condi¢Oes, para as demais 16 espécies de tubardes para a
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deteccdo de possiveis falsos positivos. Todas as reagGes foram feitas utilizando ciclador
térmico de PCR em 25pl de solucdo contendo 0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCI2,
tampédo de enzima Tag DNA polymerase (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), 1
unidade de enzima Taq Polymerase (Invitrogen) e 0,5mM de cada primer. Cada ciclo de
amplificacdo por PCR consistiu-se basicamente na denaturagéo a 95°C por 30 segundos,
hibridacdo a 50°C por 30 segundos e extensdo a 68°C por 2 minutos, com 35 repeti¢des.
Os primers desenvolvidos para cada uma das espécies, 0 nimero de amostras analisadas e

o tamanho estimado dos fragmentos de DNA amplificados apresentam-se na Tabela 1.

Tabela 1. Primers desenvolvidos, tamanho das bandas geradas em gel de agarose por
espécie (n) e nimero de acesso no GenBank.

Resultados
A partir da identificacdo de 590 bases nucleotidicas analisaveis do gene COIl das
25 espécies de tubardes foi observado uma divergéncia nucleotidica média de 17,8%.

Entre as espécies da ordem Lamniformes a divergéncia nucleotidica encontrada foi de
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17,4% e a divergéncia entre as espécies do género Alopias foi de 12,1%. Entre todas as
espécies da ordem Carcharhiniformes a divergéncia foi estimada em 10,8% sendo de 5,1%
a divergéncia nucleotidica entre as espécies do género Carcharhinus e 3,2% a divergéncia
entre espécies do género Rhizoprionodon.

Os primers de reconhecimento espécie-especificos foram desenhados dispostos de
forma gradual ao longo das sequéncias do gene Citocrbmo Oxidase I. Desta forma nas
reacOes de PCR cada um dos primers sintetizados gera um fragmento de tamanho distinto,
apresentando bandas diagndsticas para cada uma das espécies ap6s corrida eletroforética.
Nesta reacdo, contendo também o primer COl F1, é produzida ainda uma banda
secundaria com cerca de 700 bp utilizada como controle positivo da reacéo. Nos
testes realizados foi confirmada a eficiéncia dos primers em reacdes individuais contendo
apenas o0 primer especifico para uma unica espécie, os primers F1 e R1 e o DNA da
espécie alvo. Nestas reacdes observou-se a amplificagdo do fragmento de tamanho
diagnostico e o fragmento de controle positivo da reagdo em todas as amostras analisadas
denotando uma alta funcionalidade. Nas reagfes de multiplex-PCR contendo todos o0s
nove primers de reconhecimento espécie-especificos, além dos primers F1 e R1 e o DNA
de apenas uma de cada espécie, observou-se para todas as 406 amostras de tubardes
apresentadas na Tabela 1, uma alta adstringéncia da reagdo sendo amplificados apenas 0s
fragmentos diagndsticos de cada espécie e o controle da reacdo (Figura 1). Nas analises
de multiplex-PCR para avaliar a possivel ocorréncia de falsos positivos utilizando as
amostras das outras 16 espécies de tubardes, ocorreu a amplificagdo apenas das bandas de

controle positivo de reacdo confirmando a especificidade dos primers.
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Figura 1. Padrdo de bandas produzidas pela multiplex-PCR utilizando os 9 primers de
reconhecimento espécie-especificos e 0s primers universais para o gene COI. A espécie G.
cuvier apresenta um fragmento de 50 bp (base pars), P. glauca 105 bp, C. falciformes 145
bp, 1. oxyrinchus 280 bp, R. porosus 360 bp, A. vulpinus 410 bp, S. lewini 480 bp, A.
superciliosus 530 bp, R. lalandii 610 bp. O controle positivo da reacdo é observado em

todas as amostras com cerca de 700 bp e M - marcador de peso molecular 50bp.
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Nas analises de multiplex-PCR para avaliar a possivel ocorréncia de falsos
positivos utilizando as amostras das outras 16 espécies de tubardes, ocorreu a amplificacédo
apenas das bandas de controle positivo de reacdo confirmando a especificidade dos

primers.

Discussao
Mesmo sendo ainda discreto o nimero de espécies que podem ser identificadas

utilizando os métodos de PCR-multiplex apresentados neste trabalho, trata-se de um grupo
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extremamente explorado e que representa uma grande parcela das capturas mundiais. Do
ponto de vista comercial, tubarbes da ordem Lamniformes e Carcharhiniformes sdo
importantes, ja que, no caso dos primeiros, representam importante porcentagem das
capturas de grandes tubarfes oceanicos epipelagicos capturados no mundo e também no
Brasil onde, principalmente Isurus oxyrinchus se destaca entre as espécies de
Lamniformes oceanico-epipelagicas capturadas pela frota espinheleira, saltando de 13
toneladas em 1975, para 138 toneladas em 1990, com base nos barcos operantes no
Sudeste e Sul do Brasil (Costa et al. 1996). Ja dentre os Carcharhiniformes, as familias
Carcharhinidae e Sphyrnidae séo as mais importantes comercialmente, com destaque para
Prionace glauca (Carcharhinidae) em area oceanico-epipelagica, onde é a espécie de
tubardo mais capturada pelas frotas espinheleiras nestes ambientes, sobretudo no Brasil
(Hazin & Lessa, 2005) e os pequenos tubardes do género Rhizoprionodon que, em area
costeira representam mais de 50% dos pequenos tubarfes capturados pela frota artesanal
(Motta et al. 2005). J& os tubarGes-martelo (Sphyrnidae) sdo importantes recursos
pesqueiros tanto em areas oceénicas, quando grandes exemplares sdo alvo das pescarias
por barcos espinheleiros e redes-de-deriva (Amorim et al. 2002), como em area costeira,
onde a pescaria incide principalmente sobre a classe etéria jovem, sobretudo no Sudeste e
Sul do Brasil (Vooren et al. 2005).

A eficécia da utilizacdo do gene COI para a identificacdo de peixes é fortemente
validada por Ward et al. (2005) que analisou 207 espécies, entre elas 61 espécies de
elasmobranquios, sendo observado uma divergéncia genética média de 15.46% entre
familias, 9.93% entre géneros e 0.39% entre espécies. Mendonca et al. (2009a) analisaram
sequencias nucleotidicas também deste mesmo gene em 18 espécies de tubarbes sendo
observado uma divergéncia bastante significativa mesmo entre espécies de mesmo género,

porém, mantendo um forte nivel de similaridade dentro do mesmo taxon onde foram
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observadas divergéncias médias de 1,2%. Tais afirmacfes sdo também corroboradas pelo
presente trabalho que apresenta expressivos niveis de divergéncia genética entre espécies,
incluindo as de mesmo género, mas com alto grau de conservagdo entre individuos da
mesma espécie. A viabilidade da aplicacdo da PCR-multiplex para a identificagdo de
espécies de tubarBes com alta funcionalidade e especificidade é sustentada também pela
observacdo de que nenhum sinal polimorfico foi detectado entre os sitios de liga¢do dos
primers espécie-especificos desenhados neste trabalho.

Este trabalho torna evidente a aplica¢do das técnicas de multiplex-PCR utilizando
0 gene COI como um método seguro de caracterizacdo da exploracdo pesqueira global e
ainda, sobre outro aspecto e considerando um crescente comércio mundial de derivados de
tubarBes, protocolos de baixo custo como estes viabilizam também um método de
certificacdo, agregando valores aos produtos.

Estudos envolvendo amostragens de produtos comercializados e de origem
selvagem podem proporcionar uma maior compreenséo a respeito da exploragdo de um
recurso e sua gestdo. A urgéncia do estabelecimento de planos de conservacdo para 0s
tubardes torna imperativo o desenvolvimento de mecanismos de controle e fiscalizagéo da
captura e comércio das espécies mais ameacadas, além da continua avaliacdo das demais
que podem também estar mostrando sinais, mesmo que ainda sutis de exploracdo
excessiva. Assim, a criacdo de marcadores moleculares mais eficientes, com maior

abrangéncia de espécies e de aplicacdo mundial deve ser uma busca constante.
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Resumo

A definicdo taxondmica dos tubarbes Rhizoprionodon terraenovae e R. porosus
como espécies distintas, bem como a ocorréncia de R. terraenovae na América do Sul
permaneceu incerta por décadas, sendo este um problema urgente a ser solucionado nao
apenas pela importancia ecoldgica das espécies, mas principalmente para a gestdo dos
recursos pesqueiros. Atualmente, marcadores moleculares também tem se sido utilizados
como ferramentas eficientes na deteccdo de espécies cripticas e resolucdes taxondémicas
controversas. Assim, sequencias do gene COIl e da regido controladora do DNA
mitocondrial entre 415 amostras do género Rhizoprionodon capturadas no Atantico
Ocidental foram avaliadas quanto as divergéncias nucleotidicas e estruturacdo de clados.
As analises de composi¢do nucleotidica, variancia molecular AMOVA, relagdes de
distancia utilizando andlises filogenéticas e redes haplotipicas aplicados neste estudo
reforcam a validacdo de R. terraenovae e R. porosus como espécies distintas. A ocorréncia
de R. terraenovae na costa brasileira e sobreposic6es de distribuicdo geogréfica entre esta

espécie e R. porosus ndo foram observadas neste estudo.
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Introducéo

O status taxondmico dos tubardes Rhizoprionodon terraenovae e Rhizoprionodon
porosus manteve-se incerto durante décadas (Compagno, 1984). Ambas as espécies sdo
provenientes do Atlantico ocidental, sendo R. porosus distribuido no Caribe, América
Central e América do Sul, enquanto R. terraenovae distribui-se do Golfo do México e ao
longo da América do Norte. Springer (1964) prop0s a separacdo destas espécies, mas R.
porosus foi considerado uma subespécie ou uma variacdo clinal de R. terraenovae
(Compagno 1984), sendo a diferenciagdo morfoldgica feita basicamente pela contagem de
veértebras pré-caudais (de 58 a 66 em R. terraenovae e de 66 a 75 em R. porosus) (Springer
1964; Compagno 1984). Tal caracteristica ndo tem sido considerada consistente para a
distincdo entre estas duas espécies e provavelmente a maior parte das identificacdes esteja
sendo realizada unicamente com base no critério geogréafico e, no entanto, de acordo com
alguns autores € possivel que estas espéecies apresentem simpatria, com ocorréncia de R.
terraenovae na América do Sul (Bigelow & Schroeder, 1948; Compagno, 1984; Gadig
2001).

Além dos aspectos bésicos envolvidos na definicdo taxonémica de um clado, a
caracterizagdo destes tubardes como duas espécies distintas e a possivel ocorréncia de R.
terraenovae na América do Sul tem grande relevancia quanto a conservacao,
principalmente considerando tratar-se de um grupo de peixes fortemente explorados pela
pesca em praticamente toda a costa Atlantica Ocidental.

As técnicas de diagndsticos moleculares sdo atualmente comumente empregadas
para a identificacdo de espécies e para contornar as desvantagens em identificaces
complexas baseadas em chaves morfoldgicas. IdentificacGes através de DNA se baseiam
na observacao de que as divergéncias genéticas intra-especificas sdo geralmente inferiores

a divergéncias interespecificas (Meyer & Paulay 2005). Segundo Ferguson (2002),
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identificacOes de espécies através de divergéncias genéticas sao baseadas no argumento de
que tais diferencas sugerem a incompatibilidade genética, e assim o isolamento
reprodutivo, com auséncia de fluxo génico, culminam com a origem de espécies distintas.
A precisdo da medida de distncia para as identificacOes atraves de dados de DNA
também pode ser fortemente dependente do tamanho amostral, sendo o banco de dados
suscetivel a falsos positivos, incluindo amostragens taxonémicas incompletas e a falta de
disparidades de variagdes intra-especificas e interespecificas (Frézal & Leblois 2008).
Hebert et al. (2003) prop6s que uma sequéncia de gene Unico seria suficiente para
diferenciar todas ou pelo menos a grande maioria das espécies animais, e propds o uso do
gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | (COI) como um sistema global de
identificacdo animal. Para tubarGes o gene COI foi resolutivo em diversos trabalhos
visando a caracterizacdo de espécies (Shivji et al. 2002; Abercrombe et al. 2005,
Mendonca et al. 2009a; Mariguela et al. 2009; De-Franco et al. 2009). Também conhecido
como D-loop, a regido controladora apresenta a maior taxa evolutiva do mtDNA (Hoelzel
et al. 1991, Lopez et al. 1997) e é um dos marcadores mais comumente utilizados para
tratar as relagdes evolutivas de espécies estreitamente relacionadas e / ou subespécies
(Meyer et al. 1990; Rocha-Olivares et al. 1999; Murgra et al. 2002). A utilizacdo deste
marcador genético também j& se mostrou eficiente na caracterizacdo de especies de
tubardes (Corrigan et al. 2008; Quattro et al. 2006; Sandoval-Castillo et al. 2004).
Buscando a definicdo taxondmica das espécies R. terraenovae e R. porosus, bem
como a caracterizacdo da possivel ocorréncia de R. terraenovae na América do Sul foram
avaliados diversos indicadores a partir de sequencias nucleotidicas mitocondriais destes
dois clados. Sendo a situacdo taxondmica de R. lalandii ja bem determinada, amostras
populacionais desta espécie foram utilizadas como um parametro das divergéncias

geneticas existentes dentro do género Rhizoprionodon.
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Material e métodos

Caracterizacdo das amostras

Um total de 415 amostras do género Rhizoprionodon foi analisado, sendo 64
identificadas como R. terraenovae (Rhichardson 1836), capturadas em regides da Flérida
(37 do Golfo do Mexico e 27 da costa atlantica) e outras 321 amostras identificadas como
R. porosus (Poey 1861), coletadas desde o Caribe (Isla Margaritta - Venezuela) até o
extremo sul do Brazil e ainda 30 amostras do tubardo R. lalandii (Mller & Henle 1839)
coletadas entre o Caribe e regido sul do Brazil (Figura 1). As amostras de R. terraenovae
foram coletadas entre os anos de 2003 a 2005 e mais recentemente em 2009, durante
trabalhos de pesquisa do Florida Program for Shark Research, University of Florida - USA
e as amostras de R. porosus e R. lalandii foram obtidas entre os anos de 2005 e 2008 em
trabalhos de campo realizados por pesquisadores do Laboratdrio de Biologia e Genética de

Peixes do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista - SP, Brazil.
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Figura 1. Distribuicdo geografica dos tubardes analisados. Nos circulos estdo 0os nimeros

de espécimes amostrados em cada regido.

Extracdo de DNA, amplificacdo por PCR e sequenciamento
O DNA gendmico foi extraido de células epiteliais, usando o método de extragédo
salina descrita por Aljanabi e Martinez (1997). As reacdes de amplificacdo do gene

Citocromo Oxidase subunidade I (COI) foram realizadas utilizando os primers F1 5'-TCA
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ACC AAC CAC AAA GGC GAC ATT AC-3e R15-TAG ACT TCT TGG GGG CCA
AAG CA AAT-3', descritos por Ward et al. (2005) e a amplificagdo 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 Mendonca et al.
(2009Db) utilizando 25 pl de solugdo com 0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 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 ng mM de primers. Cada ciclo de amplificacdo
por PCR foi realizado basicamente pela desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, hibridacéo
a 50°C para o gene COl e 55°C para a regido controle, ambos por 30 segundos e extensdo
a 72°C por 1 minuto, com 35 repeticdes. Os segmentos de DNA amplificados foram
visualizados em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, 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 automatico
ABI 3130 Genetic Analyser Applied Biosystems. As sequencias completas foram
analisadas manualmente e alinhadas utilizando o programa CLUSTAW Macvector-65
(1998) para a identificacdo de sitios polimorficos entre as espéecies. As sequéncias dos
hapldtipos foram depositados no GenBank. Sequéncias do gene COl com nUmero de
acesso HM991184 - HM991199 para R. terraenovae, nimeros HM991200 - HM991208
para R. porosus e HM991209 - HM991210 para R. lalandii. Sequencias da regido controle
do mtDNA com ndmeros de acesso HM802332 - HM802351 para R. terraenovae,

GU318244 - GU318296 para R. porosus e HM446216 - HM446227 para R. lalandii.

Analises
Para as analises populacionais foram calculadas as composicdes nucleotidicas,

diversidade das sequencias, nimero de sites polimdrficos, nimero de frequéncia e
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diversidade de haplétipos usando o programa ARLEQUIN versdo 3.01 de Excoffier &
Schneider (2005). A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al.1992) foi
realizada para testar a heterogeneidade genética espacial entre os haplétipos do mtDNA
utilizando o programa ARLEQUIN 3.01 que utiliza a estatistica F de Wrigth’s (1951,
1965). A significancia da Fst - estatistica é determinada pelas permutacdes néo-
paramétricas (Excoffier et al. 1992), com 1000 permutacfes. As regides geograficas mais
proximas foram agrupadas para avaliar a heterogeneidade genética dentro e entre as
regides e em pares de regides.

O software Modeltest (Posada & Crandall 1998) foi utilizado para determinar o
melhor modelo de evolucdo de sequéncias e os valores dos parametros para estes dados. O
modelo de substituicdo nucleotidica HKY (Hasegawa et al. 1985) foi utilizado com base
em um teste de hipoOtese hierarquica de modelos alternativos implementados com
Modeltest 3.7 (Posada & Crandall 1998). O método de andlise filogenética Bayesiana
(Huelsenbeck & Ronquist 2001) foi utilizado para avaliar as topologias de arvores através
da estimativa das probabilidades utilizando MrBayes v.3.0 (Ronquist & Huelsenbeck
2003). Andlises de Méxima Verossimilhanca (Tamura et al. 2004) foram geradas
utilizando o programa PAUP (Swofford 2004) e o0 método de UPGMA (Sneath & Sokal
1973) também foi utilizado para avaliar a histdria evolutiva das arvores de haplétipos e
suas distancias foram calculadas utilizando o método de Maxima Verossimilhanca
(Tamura et al. 2004). A rede de hapldtipos foi estimada utilizando o programa TCS 1.21
(Clement et al. 2000), que utiliza os métodos de parcimonia estatistica de Templeton et al.

(1992).
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Resultados

Caracterizacdo das sequencias e variabilidade

O sequenciamento de fragmentos do gene Citocromo Oxidase | originou 580
nucleotideos analisaveis e a regido controle do mtDNA resultou em 802 nucleotideos
analisaveis com diferencas significativas entre as espécies. Na composi¢do nucleotidica do
gene COl entre R. terraenovae e R. porosus foi observada uma divergéncia de 1.2%, entre
R. terraenovae e R. lalandii 1.3% e entre R. porosus e R. lalandii a divergéncia
nucleotidica foi de 1.5%. Na composicdo da regido controle das espécies R. terraenovae e
R. porosus observou-se uma divergéncia nucleotidica de 1.3%. Entre R. terraenovae e R.
lalandii foi de 2.2% e entre R. porosus e R. lalandii a divergéncia encontrada foi de 3.5%.
As proporc¢des entre as bases purinas e pirimidinas, nimero de haplétipos e diversidade

haplotipicas e nucleotidicas apresentam-se na Tabela 1.

Tabela 1 Parametros basicos do gene COI e regido controladora do DNA mitocondrial nas
espécies R. terraenovae, R. porosus e R. lalandii. n, namero de individuos; composicéo
nucleotidica: A, adenina; T,timina; C, citosina; G, guanina N, nimero de hapl6tipos; h,
diversidade haplotipica; =, diversidade nucleotidica.

DNA sequences  species n A T C G N h T
R. terraenovae 16 0.257 0.346 0.247 0.150 04 0.775 0.00324
COl R. porosus 09 0.260 0.349 0.244 0.147 02 0.556 0.00096
R. lalandii 05 0.259 0.345 0.252 0.145 02 0.667 0.00236
All 30 08 0.884 0.00920
R.terraenovae 64 0.312 0.351 0.205 0.131 20 0.749 0.00306
Control Region R. porosus 321 0.306 0.352 0.209 0.133 53 0.881 0.00277
R. lalandii 30 0.313 0.335 0.202 0.129 11 0.899 0.00252

All 415 84 0.923 0.00849
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As andlises de variancia molecular AMOVA denotaram uma forte estruturacdo
formando trés grupos distintos. Para o gene COIl entre todas as amostras obteve-se
Fs1=0.863 (P<0.0001) com percentual de variacdo entre as espécies de 82.56% e
percentual de variacdo populacional de 15.80%. Para a regido controle foi encontrado um
indice Fs7=0.842 (P<0.0001) com percentual de variagdo entre espécies de 79.46% e
percentual de variacdo populacional de 13.66%. Os indices de Fsr entre pares sdo

mostrados na tabela 2.

Tabela 2. Indices de Fst entre as trés espécies utilizando as sequencias do gene COl e
regido controle do DNA mitocondrial.

R. terraenovae R. porosus R. lalandii
R. terraenovae - - -
COl R. porosus 0.85357, P<0.0001 - -
R. lalandii 0.87488, P<0.0001  0.91852, P<0.018 -
R. terraenovae = = =
Control Region R. porosus 0.82525, P<0.0001 - -
R. lalandii 0.84934, P<0.0001 0.87262, P<0.0001 -

Os fenogramas gerados com base em 8 sequéncias do gene COI (Figura 2) e 84
sequéncias do D-loop (Figura 3) utilizando as analises Bayesiana, Maxima
Verossimilhanca e UPGMA resultaram em topologias similares exibindo trés grandes
clades: R. terraenovae, R. porosus e R. lalandii. Nas analises baseadas nas sequéncias do
gene COI estes clados foram separados com valores Bootstrap de 99-100%. Com as

sequéncias D-loop os valores Bootstrap encontrados foram de 95-100%.
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Figura 2. Relaces filogenéticas entre R. terraenovae, R. porosus e R. lalandii baseados
no gene COIl. Os numeros ao longo dos ramos sdo os valores de Bootstrap da anélise

Bayesiana, M&xima Verossimilhanca e UPGMA, respectivamente.
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Figura 3. RelacGes filogenéticas entre R. terraenovae, R. porosus e R. lalandii baseados

em sequéncias D-loop. Os nimeros ao longo dos ramos sdo os valores de Bootstrap da

analise Bayesiana, Méaxima Verossimilhanca e UPGMA, respectivamente.
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Nos hapl6tipos originados nas sequencias do gene COI e regido controle do
mtDNA foi observado agrupamentos distintos entre os 3 clados, sem a existéncia de
hapl6tipos compartilhados, com agrupamentos caracterizados por diversos passos

mutacionais e haplotipos perdidos entre os clados (Figuras 4 e 5).

Haplotipos caracteristicos de R. terraenovae ndo foram encontrados nas regides
compreendidas entre a costa do Caribe e sul do Brasil e desta mesma forma, haplotipos
correspondentes a R. porosus ndo estiveram presentes nas areas amostradas no Golfo do

México e leste da Florida.

Figura 4. Rede de hapl6tipos entre as espécies R. terraenovae, R. porosus e R. lalandii a
partir de sequencias do gene COIl. Os tamanhos dos circulos estdo em proporgdo as

frequencias haplotipicas.
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Figura 5. Rede de hapl6tipos entre as espécies R. terraenovae, R. porosus e R. lalandii a
partir de sequéncias da regido controladora. Os tamanhos dos circulos estdo em proporcao

as frequencias haplotipicas.

Discusséo

Diversos estudos utilizando marcadores moleculares em peixes tém demonstrado a
ocorréncia de espécies anteriormente ndo reconhecidas como grupos de taxons distintos,
que em muitas vezes permaneciam como cripticas morfologicamente (Carreras-Carbonell

et al. 2005; Gharrett et al. 2006). Para a identificacdo de espécies de elasmobranquios,



77

alguns trabalhos tém auxiliado na caracterizacdo espécie-especifica principalmente em
analises forenses, atualmente bastante utilizadas para caracterizar partes dos animais, tais
como as nadadeiras (Shivji et al. 2002; Abercrombe et al. 2005; Mendonga et al. 2009a;
Mariguela et al. 2009; De-Franco et al. 2009). Alguns dos trabalhos tem sido
desenvolvidos objetivando a identificagdo genética para a inclusdo das espécies nos
bancos mundiais de informacdo de DNA barcoding (Ward et al. 2008; Moura et al. 2008;
Wong et al. 2009) e outros tem sido aplicados a deteccéo de espécies cripticas (Solé-Cava
et al. 1983; Castilho et al. 2007; Corrigan et al. 2008).

No presente estudo, sequéncias do gene COI e regido controladora do DNA
mitocondrial entre as 415 amostras do género Rhizoprionodon do Atantico Ocidental
apresentaram niveis de divergéncias compativeis com a delimitacdo de trés espécies
distintas. Na composicdo nucleotidica do gene COI das espécies R. terraenovae, R.
porosus e R. lalandii foi encontrado diferencas significativas entre os arranjos de AT e CG
sendo as médias nucleotidicas similares as encontradas por outros autores entre diversas
espécies de tubardes (Ward et al. 2008; Moura et al. 2008; Mendonga et al. 2009a). Entre
R. terraenovae e R. porosus foi observado uma divergéncia (1.2%) similar a encontrada
entre R. terraenovae e R. lalandii (1.3%), sendo a maior divergéncia observada entre R.
porosus e R. lalandii (1.5%). Estas divergéncias apresentaram indices mais conservativos
quando comparados aos obtidos por Moura et al. (2008) entre espécies do género
Centrophorus e Centroscymnus (cerca de 3%) e por Ward et al. (2008) entre diversas
espécies de tubardes australianos, sendo as divergéncias entre taxons do mesmo género de
10.94% .

Na composi¢do nucleotidica da regido controle do mtDNA também foi observado
uma importante diferenciacdo nas frequéncias nucleotidicas entre as 3 espécies, sendo de

1.3% entre R. terraenovae e R. porosus, 2.2% entre R. terraenovae e R. lalandii e 3.5%
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entre R. porosus e R. lalandii. Os indices de divergéncia da regido controle das espécies do
género Rhizoprionodon foram semelhantes as encontradas entre espécies do género
Rhinobatos (2.5%) avaliado por Sandoval-Castillo et al. (2004) e um pouco inferiores aos
indices encontrados entre espécies cripticas do tubardo martelo Sphyrna spp. (5.3%)
avaliado por Quattro et al. (2006) e indices encontrados por Corrigan et al. (2008) entre
espécies do género Chiloscyllium (4.8%). As taxas de divergéncia encontradas neste
estudado podem estar associadas ao tempo decorrido desde o periodo de especia¢do dos
grupos, sendo a composi¢do nucleotidica do género Rhizoprionodon no Atlantico
Ocidental evidencia de uma possivel irradiacdo recente em relacdo as demais espécies
citadas.

Utilizando a analise de varidncia molecular AMOVA foram encontrados altos
indices de estruturacédo entre os 3 clados (Fst=0.863 para 0 gene COI; Fs1=0.842 para a
regido controle). Nas analises entre os pares, os indices de estruturacao apresentaram sutis
diferencas com forte estruturagdo entre os clados, porém denotando uma maior
diferenciacéo entre R. porosus e R. lalandii (Fst=0.918 para o gene COI; Fsr=0.872 para a
regido controle) e uma maior relacdo filogenética entre R. terraenovae e R. porosus
denotado pelo menor indice de distanciamento genético (Fst=0.853 para o gene COlI;
Fs1=0.825 para a regido controle). Uma diferenciacdo com um nivel intermediario foi
observado entre os pares R. terraenovae e R. lalandii (Fst=0.874 para o gene COlI,
Fst=0.849 para a regido controle do mtDNA). Entre os teledsteos marinhos silver
scabbardfish, género Lepidopus e John dory Zeus faber avaliados por Ward et al. (2008)
também foi evidenciada a existéncia de espécies distintas apresentando altos valores de
variancia molecular (Fst=0.84 e 0.96). Em elasmobranquios a AMOVA foi utilizada para
caracterizar a existéncia de espécies de raias do género Gimnura que apresentaram

Fst=0.81 (Smith et al. 2009). Para os tubar@es, trabalhos abordando os indices de Fst para



79

a distincdo de espécies ainda ndo constam na literatura. No entanto, os valores de variancia
molecular encontrados neste estudo entre R. porosus e 0s outros 2 clados sugerem ser esta
uma forma robusta de avaliacdo interespecifica também para este grupo de peixes. Embora
tenha sido utilizado neste estudo um ndmero discreto de individuos para analise do gene
COl, seus parametros foram bastante similares aos obtidos na utilizagdo da regido
controladora do mtDNA de populacbes representativas. Devido as caracteristicas
evolutivas conservativas, analises empregando o gene COI para avaliagdes entre espéecies
normalmente abrangem um pequeno nimero de individuos de cada taxon.

As topologias observadas entre as arvores filogenéticas e as redes de haplétipos
originadas a partir de sequencias do gene COI e regido controle também evidenciaram 0s
niveis de relacionamentos entre as espécies do género Rhizoprionodon no Atlantico
Ocidental e possibilitaram a visualizacdo das diferencas entre os clados com alto grau de
significancia nos valores de bootstrap nos ramos das arvores e nas redes haplotipicas com
um namero significativo de passos mutacionais entre os haplotipos de clados distintos.
Desta forma, foi constatado um maior relacionamento entre R. terraenovae e R. porosus,
sendo R. lalandii, embora com uma distdncia maior, também mais relacionado a R.
terraenovae do que a R. porosus. Os haplétipos gerados hipoteticamente nas redes
haplotipicas poderiam ser pertencentes a um ancestral comum as trés espécies do género
Rhizoprionodon.

Os haplétipos correspondentes a espécie R. terraenovae ndo foram observados nas
regibes amostradas na América do Sul, compreendendo desde a costa do Caribe até Sul do
Brazil. Contudo, ndo foram realizadas amostragens em areas da América Central, descritas
por Springer (1964) como o limite geografico entre R. porosus e R. terraenovae e desta
forma a simpatria destas espécies ndo pode ser determinada nesta regido, no presente

estudo. De acordo com um trabalho realizado por Wong et al. (2009), haplétipos
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correspondentes & estes 2 clados foram encontrados entre 0 Golfo do México e regides ao
norte do Caribe, podendo ser esta a evidencia de sobreposi¢éo de nichos. No entanto, em
Wong et al. (2009) ndo houve uma delimitacdo territorial restrita das amostragens,

inviabilizando a caracterizagdo simpatrica pontual.

Concluséao

A identificagdo dos recursos pesqueiros ao menor nivel taxonémico é fundamental
ndo sé pelo seu valor ecolégico, mas também sob o ponto de vista da sua gestdo. Entre as
dificuldades para elaboracdo de planos eficientes de manejo de elasmobranquios podemos
considerar como 0s mais relevantes a escassez de dados de captura, desembarque e
avaliacdo dos estoques em bases espécies-especificas. A auséncia de dados historicos de
captura por espécie tem gerando a impossibilidade de avaliar estoques e identificar
populacdes e espécies inclusive as sobre-exploradas e potencialmente ameacadas. Deve-se
reconhecer que espécies individuais diferem em sua caracteristica de histdria de vida e,
portanto na sua susceptibilidade a exploragéo.

Considerando-se todos os parametros analisados entre os trés clados, este estudo
fornece fortes evidéncias para sustentar R. terraenovae e R. porosus como espécies
bioldgicas distintas e apoiar a revisdo taxondmica realizada por Springer (1964). Tendo
sido avaliado uma importante parcela das areas de ocorréncia de R. terraenovae e R.
porosus com amostragens populacionais representativas, pode-se sugerir também a
distribuicdo alopatrica destas espécies delimitadas entre o Golfo do México e Norte do
Caribe, corroborando com Springer (1964). Contudo, deve-se aceitar algum grau de
sobreposicdo das distribuicdes geograficas na América Central, havendo ainda, a

necessidade de analises populacionais mais detalhadas nesta regido.
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Filogeografia e estrutura populacional do tubardo Rhizoprionodon porosus (Poey,

1861).

Reviews in Fish Biology and Fisheries. Manuscrito submetido em setembro de 2010 - em analise.

Resumo

As espécies de tubarbes do género Rhizoprionodon desempenham papel central
como predadores do sistema tréfico costeiro, sendo um dos principais alvos da pesca em
praticamente todo o mundo. Principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil, R.
porosus tem destaque nos desembarques da pesca costeira, colocando a espécies entre as
mais exploradas na regido. No entanto, informacdes a respeito do status destas populacdes
e seus estoques permanecem insipientes, impedindo a elaboracdo de planos de exploracao
sustentavel. Desta forma, no presente estudo foi buscado caracterizar a estrutura
populacional de R. porosus, a partir de amostras obtidas em 10 diferentes areas entre o
Mar do Caribe até o extremo sul da costa brasileira (n=321 espécimes), utilizando
sequencias nucleotidicas da regido controladora do DNA mitocondrial. As analises de 802
pb da regido controle do DNA mitocondrial revelaram 53 haplotipos com uma forte
estruturacdo genetica entre as populagdes (Fst = 0,271, P <0,0001). Os resultados obtidos
sugerem uma delimitacdo populacional com duas unidades distintas de manejo na
América do Sul, separadas possivelmente pelas forcas da Corrente Maritima do Equador.
Ainda, eventos de expansdo populacional e geografica foram observados, bem como o
numero efetivo de fémeas antes e apds os eventos. Os eventos de expansdo populacional
foram datados a cerca de 275.000 anos atrds com o ndmero de fémeas chegando a

22.600.000 individuos distribuidos em toda a area de estudo.
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Introducéo

Utilizando marcadores moleculares presentes em populagdo contemporaneas
podem ser inferidos a estrutura genética e filogeografica de espécies, processos historicos
e de recolonizacdo, locais de reflgio e pontos de estrangulamentos ou expansdes
demograficas (Avise 2000). Peixes marinhos de ampla distribuicdo, normalmente
apresentam alta dispersdo e baixos indices de estruturacdo populacional (Graves 1998;
Heist 2004). As excecOes a esse padrdo de alta conectividade genética, invariavelmente,
envolvem espécies que sdo sedentarias, tém distribuicdo disjunta, ou apresentam algum
grau de filopatria (Grant & Waples 2000; Waples et al. 2001). Geralmente é aceito que
entre as espécies marinhas com distribuicdes continuas sdo esperados menores indices de
diversidade genética quando comparados com aqueles que possuem distribuicdes
descontinuas (Graves 1998). No entanto, apesar do grande numero de estudos
filogeogréaficos publicados durante as Gltimas duas décadas, as investigacdes sobre as
relacbes genéticas e historias evolutivas de populagdes de tubarbes permanecem raras
(Kenney & Heist 2006).

Apesar da grande relevancia ecologica e econ6mica, estudos genético
populacionais para espécies de tubardes ainda estdo faltando. A este respeito as
investigacBes mais recentes foram limitadas & parcelas restritas da distribuicdo geogréfica
de espécies costeiras (Keeney et al. 2005; Schultz et al. 2008; Mendonca et al. 2009) e
espécies pelagicas (Pardini et al. 2001; Schrey & Heist de 2003; Castro et al. 2007;
Chabot & Allen 2009).

Pertencente a familia Carcharhinidae, as espécies do género Rhizoprionodon
(Whtitley 1929) habitam normalmente aguas costeiras (Gadig 1994) e devido a sua ampla
distribuicdo e habitos associados a regido litoranea desempenham papel central como

predadores do sistema trofico e sdo alvo de pescarias realizadas em vérias partes do
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mundo. A predominéncia das capturas de tubardes do género Rhizoprionodon em
pescarias costeiras tem sido verificada em estudos em diversas partes do mundo (Codyand
Avent 1980; Kasim, 1991; Simpfendorfer 1992; Grace & Henwood 1997; Castillo-Géniz
et al. 1998). No Atlantico Ocidental a espécie Rhizoprionodon porosus (Poey 1861)
ocorre desde o Caribe, incluindo as Bahamas, até o sul do Uruguai (Springer 1964;
Figueiredo 1977; Compagno 1984) sendo uma das espécies de tubardes mais capturadas
em pescarias costeiras em toda a sua faixa de distribuicdo. Contudo, estudos que
demonstrem o estado populacional com informages relativas a viabilidade da exploragdo
pesqueira sdo quase inexistentes, estando a espécie classificada como pouco preocupante
pela IUCN Redlist (International Union for Conservation of Nature) com base em dados
de distribuicdo e abundancia, taxas reprodutivas e de crescimento (Lessa et al. 2009). No
entanto, em uma regido do litoral de Sdo Paulo, sudeste brasileiro R. porosus foi
classificada como abundante a pouco mais de 40 anos (Sadowsky 1967). Atualmente,
nesta mesma area a ocorréncia da espécie é considerada apenas como eventual o que pode
evidenciar sua vulnerabilidade a atividade pesqueira. Ainda, segundo recomendacdes da
IUCN, devido ao aumento nas capturas de tubarbes em praticamente todo 0 mundo, e em
particular, 0 aumento nas capturas artesanais, o estado de conservacao de R. porosus deve
ser monitorado.

Recentes declinios globais nas populacdes de tubarbes tém chamado muito a atencao
para os efeitos devastadores da sobre-exploracdo dos ecossistemas marinhos (Baum et al.
2003). No entanto, interpretagdes corretas e possiveis correcdes destes declinios exigem
tanto o conhecimento demografico quanto o genético. Assim, apresentamos aqui 0S
resultados de um estudo a respeito da variabilidade genética da espécie R. porosus
coletados desde o Mar do Caribe na Venezuela, até o extremo sul do Brasil, utilizando

sequencias nucleotidicas do DNA mitocondrial. O objetivo do presente estudo foi buscar
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informacdes que possam caracterizar a estrutura da populacional, bem como subsidiar

estratégias de gestdo para a exploracdo sustentavel dessa espécie.

Material e Métodos
Caracterizacdo das amostras, extracdo de DNA e sequenciamento

As amostras de Rhizoprionodon porosus foram obtidas em nove regides da costa
brasileira e em pontos do Mar do Caribe. Um total de 115 espécimes foram capturadas na
costa sul brasileira (97 na costa do Estado do Rio de Janeiro, 9 em Sdo Paulo, 4 no Parana
e 5 no Rio Grande do Sul), 85 espécimes na costa nordeste (45 amostras na costa do
Estado do Rio Grande do Norte, 8 em Sergipe e 32 amostras na costa do Estado da Bahia)
e mais 71 amostras na Regido Norte do Brasil (41 espécimes na costa do Para e 30 em
regides do Ceara). No Caribe, 50 espécimes foram coletados na Isla Margarita, Venezuela
(Figura 1). Pequenas amostras de tecidos de cada espécime foram preservadas em etanol a
95%. Alguns exemplares inteiros, representando regides amostradas, foram mantidas na
colecdo do Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da Universidade Estadual
Paulista UNESP, Séo Paulo - Brasil.

O DNA gendmico foi extraido de células epiteliais, usando o método de extracao
salina descrita por Aljanabi e Martinez (1997). As reacOes 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 ng mM de primers. Cada ciclo de
amplificagdo por PCR foi realizado basicamente pela desnaturagdo a 95°C por 30

segundos, hibridacdo a 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, com 35
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repeticdes. Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose a
2%, corado com brometo de etidio, 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 automéatico ABI 3130 Genetic Analyser
Applied Biosystems. As sequéncias completas foram analisadas manualmente e alinhadas
utilizando o programa CLUSTAW Macvector-65 (1998) para a identificacdo de sitios
polimorficos entre as espécies. As sequéncias de cada um dos hapdltipos encontram-se

depositadas no GenBank com namer de acesso GU318244 a GU318296.

Analises populacionais

Para as analises populacionais foram calculadas as composicGes nucleotidica,
diversidade das sequéncias, nimero de sites polimdrficos e diversidade de haplétipos
usando o programa ARLEQUIN versdo 3.01 de Excoffier & Schneider (2005). A Analise
de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) foi realizada para testar a
heterogeneidade genética espacial entre os haplétipos do mtDNA utilizando o programa
ARLEQUIN 3.01 que utiliza a estatistica F de Wrigth’s (1951, 1965). A significdncia da
Fst - estatistica é determinada pelas permutac6es ndo-paramétricas (Excoffier et al. 1992),
com 1000 permutacdes. A hipdtese de isolamento por distancia foi avaliada utilizando o
teste de Mantel (Mantel, 1967) implementado no software XLSTAT 2010. As regibes
geograficas mais proximas foram agrupadas para avaliar a heterogeneidade genética
dentro e entre as regides e em pares de regides. A rede de haplotipos foi estimada
utilizando o programa TCS 1.21 (Clement et al. 2000), que utiliza os métodos de

parcimdnia estatistica de Templeton et al. (1992).



92

Idade e tamanho populacional

Os testes de neutralidade Tajima D (Tajima, 1989) e Fu Fs (Fu, 1997) também
foram feitos com o programa ARLEQUIN 3.01 para verificar a existéncia de desvio na
hipotese nula de neutralidade nas sequencias da regido controle de R. porosus. Para avaliar
a historia demogréafica de R. porosus foi realizado o teste de distribuicdo das diferencas
genéticas entre os pares de haplétipos de acordo com o modelo de expansdo subita
(Mismatch distributions). Para o célculo do tempo t decorrido desde a expansao,
empregou-se a formula t=t/2u, onde t é o tempo decorrido desde o evento de expanséo e u
é a taxa global de evolucdo do haplétipo. Para estimar u multiplica-se a taxa de mutagdo
por sitio por ano pelo nimero de nucleotideos da molécula. Para o calculo do tamanho
populacional das fémeas antes da expansao € utilizada a formula Ney= e¢/2u e para 0
calculo do tamanho populacional ap6s a expansao usa-se Nei;= e1/2u. As taxas de mutacao
empregadas para a regido controle foram de 0,8% por milhdo de anos de acordo com

Duncan et al. (2006).

Resultados
Caracterizacao e variabilidade das sequencias

O sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial de 321 individuos da
espécie R. porosus resultou em 802 nucleotideos analisaveis, com 22 sitios polimorficos
originando 53 haplétipos. As frequencias nucleotidicas observadas foram de A=0.306,
T=0.352, C=0.209 e G=0.133. As diversidades haplotipicas (h) ¢ nucleotidicas () foram
h=0.881+0.013 e m=0.00278 respectivamente. O hapldtipo (4) mais comum,
compartilhado por 95 individuos, foi encontrado em todas as regides estudadas, exceto
entre os individuos do Parana (Tabelas 1 e 2). As frequencias haplotipicas e nucleotidicas

totais apresentaram altos indices de diferenciacdo, sendo a maior diversidade observada
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entre os individuos da Venezuela (h=0.952, 1=0.00414) e a menor diversidade entre os

individuos do Rio de Janeiro (h=0.669, 1=0.00166) (Tabela 3).
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Tabela 1. Sitios polimdrficos da regido controladora do mtDNA dos hapl6tipos da espécie

R. porosus. Os diferentes haplétipos estdo listados na coluna da esquerda e as posi¢des dos

sitios polimorficos apresentam-se na primeira linha.
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Tabela 2. Distribuicdo geografica dos haplétipos de R. porosus com 0s numeros de
individuos de cada regido. Em negrito estdo os haplétipos exclusivos de cada area

amostrada. CB, Caribe; PA, Para; CE, Ceara; RN, Rio Grande do Norte; SE, Sergipe; BA, Bahia; RJ, Rio
de Janeiro; SP, Sdo Paulo; PR, Parana; RS, Rio Grande do Sul.
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Estrutura populacional

Na estimativa de diferenciacdo genética pelo método de Anélise de Variancia
Molecular (AMOVA) observa-se uma forte estruturacdo entre todas as localidades
estudadas (Fst=0.271, P>0.0001). Na andlise de estruturacdo a partir de comparagfes aos
pares observa-se uma tendéncia ao aumento da diferenciacdo genética ao passo que as
distancias geograficas aumentam. A maior diferenciacdo é observada nas comparacdes
entre os individuos da regido do Estado do Parana, na regido Sul do Brasil, e as demais
localidades. Contudo ressalta-se 0 pequeno nimero de amostras obtido nesta regido, e
desta forma, os haplétipos compartilnados por outras regibes podem nao ter sido
encontrados nesta localidade. Com excecao das comparacdes entre as amostras da regido
do Parana, o maior distanciamento genético observado foi entre espécimes coletados na
regido do Pard e Rio de Janeiro (Tabela 4). Nos testes de Mantel, que correlacionam
distancias geneticas com as distancias geograficas, o isolamento por distancia foi
significativo (r=0.343, P<0.023) quando todos os locais de amostragem foram comparados
(Figura 2a). Excluindo as amostras do Parana o indice de significancia para as distancias
geograficas versus distancias genéticas foram ainda maiores (r=0.605, P <0.0001) (Figura

2h).

Tabela 4. Diferenciacdo genética Fst entre os pares de populacdes de R. porosus. Nivel de
significancia de p<0,05 em1000 permutacdes, *dados ndo significativos.

CB PA CE RN SE BA RJ SP PR RS
cB -
PA 0.0638 -
CE 0.0599 0.0460 -
RN 0.1214 0.1611 0.1630 -
SE 0.1033 0.0855 0.0016*  0.0947 -
BA 0.1558 0.1423 0.1498 0.1162 0.0258 * -
RJ  0.2509 0.2986 0.2449 0.1585 0.2120 0.1099 -
SP  0.2445 0.2523 0.2921 0.1625 0.2688 0.1776 0.0228 * -
PR 0.2931 0.3808 0.4959 0.4515 0.5992 0.4726 0.3990 0.2199 * -
RS 0.2828 0.2581 0.2081 0.1978*  0.2815 0.0913* 0.0330* 0.1033* 0.4058 -
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Nas analises por hipdteses de cenérios de estruturacdo foi observada uma maior
diferenciagcdo quando as diversas localidades de coleta foram agrupadas seguindo o padréo
de bifurcacdo da Corrente Maritima do Equador que se movimenta vindo do continente
africano, no sentido de leste para oeste e atinge a costa brasileira na regido do Estado do
Rio Grande do Norte, na costa extremo oriental da América do Sul. Neste ponto a
Corrente Maritima do Equador se divide em Corrente Equatorial Norte e Corrente do
Brasil (hipotese 2 da Tabela 5) com os individuos amostrados na Venezuela, Para e Ceara
formando um agrupamento ao norte da corrente maritma do Equador (Populacéo 1) e os
individuos do Rio Grande do Norte agrupados com o restante dos individuos coletados no
nordeste e sul do Brasil, formando um agrupamento sul (Populacdo Il). Na rede de
hapldtipos originada pelo TCS 1.13 (Figura 1) considerando apenas 2 agrupamentos se
observa regides que compartilham alguns dos haplotipos mais comuns, mostrando algum
grau de relacionamento entre as populacdes. Contudo, é notdria a diferenciacdo entre 0s
haplotipos restritos a sua area de coleta, situados nas extremidades superior e inferior da
rede haplotipica, além da tendéncia apresentada entre os haplétipos compartilhados a uma

maior frequéncia também relacionada a sua area de coleta.

Tabela 5 Valores da AMOVA para os cenarios de estruturacdo testados (P<0,05). CB,
Caribe; PA, Para; CE, Ceard; RN, Rio Grande do Norte; SE, Sergipe; BA, Bahia; RJ, Rio
de Janeiro; SP, Sdo Paulo; PR, Parand; RS, Rio Grande do Sul.

Hipdteses de estruturacéo Fst P % of variation
2 populagdes
1 CB X PA+CE+RN+SE+BA+RJ+SP+PR+RS 0.062 0.188 15.09
2 CB+PA+CE X RN+SE+BA+RJ+SP+PR+RS 0.237 0.008 9.18
3 CB+PA+CE+RN X SE+BA+RJ+SP+PR+RS 0.106 0.020 10.25
4 CB+PA+CE+RN+SE+BA+RJ X SP+PR+RS 0.075 0.058 15.28
3 populacées
5 CB X PA+CE+RN X SE+BA+RJ+SP+PR+RS 0.091 0.031 10.24
6 CB+PA+CE X RN+SE+BA+RJ X SP+PR+RS 0.121 0.000 8.85
4 populacbes
7 CB X PA+CE X RN+SE+BA+RJ X SP+PR+RS 0.134 0.003 8.55

8 CB+PA+CE X RN+SE+BA+RJ X SP+PR X RS 0.121 0.000 8.80
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Figura 1. Rede de haplétipos com o agrupamento das localidades de coleta formando duas
grandes areas geograficas. Todos os haplotipos sdo separados por uma mutacdo e 0s
circulos sélidos em preto representam hapl6tipos hipotéticos ndo observados neste estudo.
Os tamanhos dos circulos estdo em proporcdo as frequéncias dos haplétipos. Os circulos
numerados em branco e cinza em torno da area de estudo representam o total de amostras
analisadas em cada localidade. CB, Caribe; PA, Para; CE, Ceard; RN, Rio Grande do
Norte; SE, Sergipe; BA, Bahia; RJ, Rio de Janeiro; SP, Sdo Paulo; PR, Parana; RS, Rio
Grande do Sul.

Populacdo |
Populagao Il
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Figura 2. Isolamento por distancia baseado em todas as localidades (a) e com a exclusdo
das amostras do Estado do Parana (b). Distancias geograficas x distancias genéticas

através de correlacdo de Pearson com 10.000 permutaces.
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Idade e tamanho populacional
Nos teste de Tajima D e Fs de Fu entre as populagfes de R. porosus foi revelado
um desvio significativo da hipotese de neutralidade entre os tubarfes da Venezuela, Para,
Bahia e Rio de Janeiro. Utilizando os parametros 7, 6y e 6, calculados na andlise de
distribuicdo das diferencas foi possivel estimar o tempo decorrido desde o evento de
expansdo, bem como os tamanhos populacionais antes e ap6s o evento. Em duas das
localidades amostradas, Parand e Rio Grande do Sul, obteve-se um pequeno nimero
amostral (n <6) impossibilitando a analise de todos os parametros relacionados a idade e
tamanho populacional. Nas demais localidades, os testes Fs de Fu apresentaram resultados
significativos para os individuos do Caribe, Para, Bahia e Rio de Janeiro e a hipotese de
distribuicdo unimodal foi aceita para todas as localidades amostradas (Tabela 3, Figura 3).
Por ndo haver, até 0 momento, dados sobre idade e crescimento para a espécie R. porosus
0s tamanhos populacionais foram calculados de acordo com tempo de geracdo estimado
para R. terraenovae (5,8 anos) apresentado por Marquez-Farias & Castillo-Geniz (1998).
Nos trés conjuntos de dados foi evidenciada a existéncia de eventos de expanséo
populacional e geogréfica. Os padrbes de distribuicdo propostos pela analise e Mismatch
Distribution resultaram em curvas unimodais com a média das diferengas muito proximas
de zero. Com a andlise total das populagdes pode-se sugerir um periodo de expanséo
populacional para o género Rhizoprionodon na America do Sul a cerca 270.000 anos com
a data mais recente a 127.000 anos e a mais antiga a 403.000 anos atras. Simulacdes de
Mismatch Distribution e testes de neutralidade também foram realizados agrupando as
populacdes de acordo com a Corrente Norte Equatorial e a Corrente do Brasil (em direcao
Sul) (Tabela 6). Em ambos os casos foi observado curvas unimodais com as medias de
diferencas proximas de zero. Para os tubardes influenciadas pela Corrente Norte do

Equador (Populacgéo 1) o periodo de expansao foi estimado em cerca de 355.000 anos e
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para as populacGes influenciadas pela Corrente do Brasil (Populacdo Il) o periodo de

expansdo foi estimado a aproximadamente 188.000 anos atras.

Tabela 6. Distribuicdo Mismatch e testes de neutralidade. D, teste Tajima; P, P valor dos
testes de Tajima; Fs, teste de Fs de Fu; Pgs, P valor do teste Fs; 7, tau; Idade, tempo

estimado da expansao populacional.

Populacéo D P Fs Pes T Idade
I -0.352 0.433 -26.631 0.000 2.644 355.254
1 -0.946 0.181 -21.860 0.000 1.640 188.107

Figura 3. Curva de Distribuicdo Mismatch entre todas as populagfes de R. porosus para

as hipdteses de expansédo populacional e geografica.
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Discussao

Entre populagBes de peixes marinhos, as anélises genéticas normalmente revelam
uma tendéncia a baixos niveis de estruturacdo populacional ao longo das plataformas
continentais e alta dispersdo entre as popula¢des (Grant & Bowen, 1998; Waples 1998).
Por outro lado, o fluxo génico é frequentemente menor entre os peixes com distribuigdes
disjuntas (Graves 1998).

Atualmente, um crescente banco de dados indica haver diferenciacbes genéticas
significativas em populagdes de elasmobranquios (Gardner & Ward 1998; Pardini et al.
2001; Keeney et al. 2003, 2005; Schrey & Heist 2003; Kenney & Heist 2006; Chabot &
Allen 2009). A esse respeito, o comportamento filopatrico pode ser um componente
importante em elasmobranquios (Hueter 1998; Hueter et al. 2002). No entanto,
principalmente devido aos desafios logisticos na aquisicdo de amostras genéticas e as
dificuldades relacionadas ao desenvolvimento de estudos de marcacédo e identificacdo de
areas de nascimento, tais aspectos permanecem praticamente desconhecidos para 0s
elasmobranquios (Duncan et al. 2006).

Os tubardes R. porosus sdo amplamente distribuidos ao longo da costa Leste
Americana, j& sendo conhecida sua dependéncia as areas costeiras de bercério. Fator que
também pode ser relacionado a estruturacdo populacional. Para as espécies do género
Rhizoprionodon trés areas do bercario foram identificados ao longo da costa brasileira,
duas no sul do Brasil, no estado de S&o Paulo, para R. porosus e R. lalandii (Motta, 2004),
e no litoral de Santa Catarina para R. lalandii (Mazzoleni, 2006), e uma no norte ao longo
da costa do Rio Grande do Norte, para a espécie R. porosus (Yokota & Lessa 2006).
Considerando a possibilidade de que esses tubardes sejam fiéis aos locais de nascimento,

tem-se uma condicdo que deve favorecer o desenvolvimento de populacdes peripatricas.
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Pelas analises de variancia molecular entre toda a area de estudo foi observado
uma forte estruturacdo populacional para a espécie de tubardo R. porosus. Nas analises
feitas entre os pares de populacGes observa-se que, de modo geral, as taxas de
divergéncias genéticas tendem a aumentar de acordo com o distanciamento geogréfico,
caracterizando o isolamento por ditancia. Utilizando hipdteses de cenérios de estruturagcdo
foi observada a maior diferenciacdo genética quando as populacBes foram agrupadas de
acordo com o padrdo de bifurcagdo da Corrente Maritima do Equador e desta forma, os
padrGes de migracdo da espécie parecem estar associados também as pressbes de
dindmicas oceanicas.

A observacdo de uma barreira zoogeografica para o king weakfish produzida pelas
correntes maritimas opostas e divergentes na América do sul também foi descrita por
Santos et al. (2003) e Santos et al. (2006) usando o gene ribossomal 16S e 0 gene
mitocondrial Citocromo b. Divergencias nucleotidicas foram observadas entre os clados
das regides tropicais e subtropicais na América do Sul.

Barreiras biogeograficas marinhas tém sido reconhecidas ha décadas, sendo as
quebras nas composi¢des de fauna e os niveis de endemismos utilizados para designar
unidades geogréficas ou "provincias zoogeogréaficas". Em habitats marinhos tropicais,
apenas algumas barreiras zoogeograficas sdo aparentemente bem estudadas (Rocha et al.
2007). Sobre outras reconhecidas barreiras geogréaficas na costa Atlantica da América do
Sul, ressalta-se a descarga do Rio Amazonas como a Unica barreira importante na
separacdo das populacdes de peixes e outros organismos entre o Caribe e o Brasil (Gilbert,
1977; Rocha 2003; Rocha et al. 2005). Tal consideracdo se deve principalmente ao aporte
do Rio Amazonas, que altera drasticamente as condicdes da plataforma continental,
principalmente com relacdo a salinidade e matéria organica em suspensdo. No entanto,

destaca-se os valores de diferenciacdo populacional entre os individuos de R. porosus da
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Venezuela e do Estado do Para e entre Venezuela e Ceard, onde se observa ndo haver
distanciamento geneético que caracterize restricdes ao fluxo génico, sendo estes valores 0s
mais baixos nas comparagdes entre pares. Uma hipdtese possivel para a alta taxa de
migracdo dos tubardes entre as regides norte do Brasil e sudeste caribenho pode ser
atribuida a produtividade primaria produzida pelo Rio Amazonas, que estaria agindo como
atrativo para estas espécies, opostamente a limitacdo as migracoes.

Uma observacdo semelhante pode ser feita entre os tubarbes capturadas na regido
do extremo norte do Estado do Rio de Janeiro e as demais populagdes da regido sul do
Brasil. Devido ao evento de ressurgéncia produzido pela Corrente de Agua Tropical e
Agua Central do Atlantico Sul na regi&o central do Estado do Rio de Janeiro (Silva 1968),
observa-se na plataforma continental temperaturas em torno de 16° C o que poderia
determinar restricdes ao fluxo génico para algumas espécies. No entanto, os valores de Fsrt
para as comparacdes entre os espécimes de R. porosus do Rio de Janeiro e as demais
amostras da regido sul do Brasil demonstram ndo haver uma barreira efetiva. Esse fato
também pode estar associado a produtividade primaria presente em abundancia nos
eventos de ressurgéncia.

A andlise de distribuicdo das diferencas vem sendo muito utilizada como
ferramenta na detecgéo de eventos de expanséo populacional e na datacdo desses eventos
(Ostbye et al. 2005; Santos et al. 2006; Crottini et al. 2007). Contudo, esta analise
apresenta como um problema a magnitude da expansao (0, e 1) por possuir um intervalo
de confianca altamente conservador, tornando os tamanhos populacionais das fémeas
superestimados (Schneider e Excoffier, 1999). Apesar de atraentes, as estimativas de
tamanhos populacionais devem ser interpretadas com cautela, principalmente quando

aplicados em programas de controle da pesca. Neste estudo, a estimativa do reldgio
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molecular utilizado (0,8% extraido de Duncan et al. 2006) deve ser visto apenas como
uma aproximagao.

Muitos autores sugerem que as glaciacdes do Pleistoceno compreenderam o0s
eventos mais importantes para moldar os padrfes filogeograficos, expressos no DNA
mitocondrial e estruturacdo populacional, de espécies de peixes marinhos (Brunner et al.
2001; Planes et al. 2001; Beheregaray et al. 2002; Grunwald et al. 2002). De modo geral,
neste estudo, para as hipéteses de expansao demogréafica e geogréafica, as topologias foram
bastante semelhantes, sugerindo que o0s eventos de expansdo possam ter ocorrido
concomitantemente durante o periodo Pleistocénico Médio. Quando as populacdes foram
analisadas conforme a distribuicdo em duas populacbes houve uma diferenca significativa
nos periodos estimados de expansao, tendo o evento mais antigo ocorrido na Populacgéo | e
0 evento mais recente ocorrido na Populacédo Il. Os altos valores negativos para o indice
de Fs de Fu’s (Fu 1997) corroboram com a hipotese de expansdo populacional recente e a
alta diferenca entre os periodos estimados entre as duas populagdes pode ser também um
indicio da diferenciagdo entre as populacGes destas duas areas.

A partir dos resultados apresentados neste trabalho avaliando os niveis de
estruturacdo populacional da espécie R.porosus, com os dados apresentados por Heist et
al. (1996) a respeito das populagdes de R. terraenovae (Atlantic sharpnose shark) na costa
Atlantica dos EUA e oeste do Golfo do México, além dos resultados obtidos por
Mendonca et al. (2009), que estudaram a dinamica populacional de R. lalandii na regido
sul da costa brasileira, pode-se sugerir um padréo de diferenciacdo populacional para os
tubarbes do género Rhizoprionodon na costa Atlantica Ocidental, relacionado a correntes
maritimas, ocupacao de areas de bercarios e principalmente ao distanciamento geografico.
Nos trabalhos de Heist et al. (1996) e Mendonca et al (2009) nao foram caracterizadas

estruturas populacionais com estoques reprodutivos definidos. Contudo, estes trabalhos
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foram realizados em é&reas costeiras mais restritas e mesmo assim evidenciaram uma
correlacdo significativa entre o distanciamento genético e geografico. Ainda, em um
estudo realizado por Mendonca et al. (ainda ndo publicado) foram analisadas populagdes
da espécie R. lalandii entre as regides do Caribe e sul do Brasil e assim como observado
para R. porosus, os sinais de estruturagdo genética foram relacionados ao distanciamento
geografico e as correntes maritimas opostas e divergentes, caracterizando a mesma
disposicdo de populagdes distintas. Talvez esta hipotese também seja valida para outras
espécies de tubardes costeiros de pequeno porte que apresentem caracteristicas biologicas,
de abundéancia e distribuicdo semelhantes. Entretanto, conforme ja mencionado, estudos a
respeito da estruturacdo genética de tubarGes sdo raros, sobretudo com relacdo aos
tubar@es costeiros. Desta forma, a formulacdo de hipdteses englobando diferentes areas de

ocorréncia e até mesmo outras especies, deve ser tratada com cuidado.

Conservacao

Estudos filogeograficos que apresentam amostragens abrangendo escalas
geograficas apropriadas, incluindo habitats com caracteristicas ecoldgicas diferentes
(como a oceanica e continental, tropical ou subtropical) ttm uma chance ainda maior de
deteccdo de unidades evolutivamente significativas, possibilitando o desenvolvimento e
aplicacdo de medidas de conservacgédo adequadas (Rocha et al. 2007).

Embora seja evidente a existéncia de certo grau de relacionamento entre as
populacbes, pode-se assumir que os resultados apresentados pelas analises com base nos
indices de Fst para as espécies R. porosus evidenciam um sinal de diferenciacdo, com
estruturacdo populacional e as distancias genéticas sendo moduladas, possivelmente, pelo
distanciamento geografico, pelas correntes maritimas e por um possivel comportamento

filopatrico. Estes resultados sugerem a existéncia de 2 duas unidades basicas de manejo e,
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ainda que apresentem um grau de relacionamento entre as populacGes destes dois grupos,
devem ser tratadas como estoques diferenciados, sendo a primeira delimitada entre a costa
norte do Rio Grande do Norte e a extensdo de ocorréncia da espécies em dire¢cdo ao Caribe
(Estoque da Corrente Norte) e a outra entre o lado nordeste do Rio Grande do Norte e toda
a extensao de ocorréncia da espécie em direcdo ao sul da costa Sul Americana (Estoque da
Corrente do Brasil).

Embora o tamanho efetivo de fémeas da populacdo de R. porosus possa parecer
grande, a dificuldade em obter exemplares desta espécie de tubardo no sul do Brasil
provavelmente reflete o impacto da sobrepesca local. A conservacao das regides estuarinas
e de bercarios e o controle adequado da exploracdo pesqueira, incluindo-se a de pequena
escala, sdo fundamentais para prevenir a extin¢do local, pois, dada a natureza costeira do
género Rhizoprionodon, é improvavel que esgotadas as populacfes, estas sejam repostas
pela dispersdo em curto ou médio prazo. Conectividades genéticas entre populacbes
marinhas podem n&o ser suficientes para reconstruir o empobrecido populacional e mesmo
populagdes ligadas por alguns migrantes ainda podem ser isoladas por muitas geragdes em
termos de biomassa (Waples 1998).

Espera-se que este trabalho possa ter repercussdes significativas para a gestdo da
atividade pesqueira e iniciativas de conservacdo, como a delimitacdo de estoques
biolégicos para a pesca viabilizando a geréncia eficiente por espécie e possivelmente,

auxiliar no estabelecimento de quotas de captura adequadas para cada regiao.
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Diversidade e Estruturacéo populacional do tubardo Rhizoprionodon lalandii (Muller

& Henle, 1839).

Reviews in Fish Biology and Fisheries. Manuscrito submetido em Junho de 2010 - Em analise.

Resumo

Atualmente a pesca de tubardes em todo o mundo vem levando diversas espécies a
declinios populacionais sem precedentes, colocando diversas espécies nas listas de risco
de extincdo. No Atlantico oeste, principalmente na costa brasileira, a espécie
Rhizoprionodon lalandii merece especial atencdo, compreendendo cerca de 50% das
espécies de tubarfes costeiros capturados. No entanto, dados para a avaliagdo destas
populacbes e sua exploragdo sustentdvel sdo escassos na literatura, estando a espécie
atualmente sem classificacdo na lista de espécies ameacadas da IUCN. Assim, neste
estudo foram analisadas populacGes de R. lalandii distribuidas entre a costa do Caribe e
extremo sul do Brasil utilizando sequéncias da regido controle do mtDNA. Nas analises de
variancia molecular foi observada uma forte estruturacdo entre populacfes do Caribe e as
demais populacGes da costa brasileira (Fsr=0.254, P>0.0001) com importantes diferencas
nas taxas de diversidade genética entre as populacBes. Os dados obtidos sugerem que 0s
padrBes de diferenciagdo genética das populagdes de R. lalandii estejam relacionados aos
regimes das correntes maritimas que ocorrem na area de distribuicdo da espécie formando
estoques reprodutivos diferenciados, devendo estes serem considerados como unidades

distintas para programas de controle e manejo da pesca.
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Introducéo

De acordo com os planos mais recentes para a gestdo da pesca no Atlantico os
tubar@es sdo divididos em trés categorias: tubarfes pelagicos, grandes espécies costeiras e
as pequenas espécies costeiras (Poffenberger 1999). De modo geral, as capturas de
pequenas espécies costeiras ainda ndo sdo regulamentadas. Tal fato € devido
principalmente porque na maioria dos paises, considera-se que estas espécies apresentam
parametros e historia de vida que prevéem uma taxa relativamente alta de recrutamento.
No entanto, para a gestdo adequada de uma espécie, além das estimativas dos estoques e
taxas de recrutamento, € necessario também compreender as caracteristicas de estrutura
populacional da espécie. Atualmente o numero de estudos sobre a estrutura genética de
populacdes de tubardes e raias é bastante reduzido, contrastando com o aumento do
nimero de elasmobranquios capturados, a continua inclusdo de novas espécies nas listas
de risco de extincdo e a falta de conhecimento adequado para a sustentabilidade e manejo
das espécies exploradas (Mendonga et al. 2009b).

O género Rhizoprionodon (Whtitley 1929) é representado em todo o mundo por
sete espécies de tubarGes costeiros de pequeno porte, pertencentes a familia
Carcharhinidae (Compagno 1984). Devido a sua abundancia e habitos, esses tubarbes séo
capturados em varias partes do mundo, sendo sua importancia local relatada por diversos
autores (Sadowsky 1967; Lessa 1986, Grace e Henwood 1997; Géniz Castillo et al. 1998).
Dentre estes, Rhizoprionodon lalandii (Miller & Henle 1839) é observada na plataforma
continental do Atlantico Ocidental, desde o Panama (América Central) até o sul do Brasil.
Em aguas brasileiras constitui um importante recurso para a pesca artesanal de areas
costeiras, especialmente nas regides Sudeste e Sul, onde as capturas variam em torno de
46 a 66% do total de tubarGes pescados (Figueiredo 1977; Motta et al. 2005). No entanto,

atualmente existe pouca informacdo disponivel sobre a sua biologia basica e aspectos
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quantitativos da pesca em toda a sua area de distribuicdo. Segundo a International Union
for Conservation of Nature (2006) o status desta espécie quanto a sustentabilidade das
populacdes frente as capturas, ainda ndo pode ser determinado devido a escassez de dados.

Recentemente, a diversidade genética de R. lalandii foi avaliada entre individuos
de 3 localidades da costa de Sao Paulo no sul do Brasil, compreendendo um territério com
cerca de 500 Km da faixa costeira (Mendonca et al. 2009b). Neste estudo foi encontrada
uma baixa diversidade nucleotidica (0.004843+0.002941) e indices de diferenciacdo
genética que sustentam a hipétese de fluxo génico (Fst=0.08394, P<0.01) dos tubardes R.
lalandii nesta regido. No entanto, os resultados obtidos também sugerem algum grau de
estruturacdo populacional que pode estar sendo modulado pelas distancias geogréaficas e
possivelmente por correntes oceanicas.

Para o desenvolvimento de mecanismos de controle da pesca adequados a espécie
R. lalandii é necessario um conhecimento consistente a respeito da biologia populacional,
incluindo a determinacdo da variabilidade genética, fluxo génico e estruturacdo
populacional ao longo da distribuicdo da espécie. Assim este estudo buscou tais
parametros analisando populac@es distribuidas na costa sul do Caribe e regiGes da costa
sudeste e sul do Brazil utilizando sequencias da regido controladora do DNA mitocondrial

(D-loop).

Material e Métodos
Coleta de amostras, extracdo de DNA e sequenciamento

Foram obtidas 242 amostras de Rhizoprionodon lalandii junto a pescadores locais e
em expedicdes cientificas (2005 a 2009) entre o mar do Caribe e sul do Brazil, abrangendo
uma area de cerca de 12.000 km de linha costeira (Figura 1). Destas amostras, 32 foram

obtidas na regido sul do Mar do Caribe (Isla Margarita, Venczuela 11°10°42”N
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63°37°58”W) e as demais em territorio brasileiro: 8 amostras na costa do Rio de Janeiro
(22°30°45”S 40°15°14”W), 65 amostras na costa de Sdo Paulo (24°36°25”S 45°26°22”W),
47 amostras na costa do Parana (26°21°8”S 47°43°28”W), 28 amostras obtidas na costa de
Santa Catarina (29°4°31”S 40°4’38”W) e 62 amostras na costa do Rio Grande do Sul
(32°54°59”S 51°30°14”W). Pequenos fragmentos de tecido de cada um dos individuos
foram preservados em etanol (95%) e alguns exemplares inteiros foram fixados em
formol, seguido de etanol (70%) e depositados na cole¢do do Laboratorio de Biologia e
Genética de Peixes (LBP) da Universidade Estadual Paulista UNESP, S&o Paulo.

O DNA gendmico foi extraido de células epiteliais, usando o método de extracao
salina descrita por Aljanabi e Martinez (1997). As reacdes de amplificacdo da regido
controle foram realizadas segundo Mendonca et al. (2009). Os segmentos de DNA
amplificados foram visualizados em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio,
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 automatico ABI 3130 Genetic Analyser Applied Biosystems. As sequéncias
completas foram analisadas manualmente e alinhadas utilizando o programa CLUSTAW
Macvector-65 (1998) para a identificagdo de sitios polimdrficos entre as espécies. As
sequéncias de cada um dos hapoltipos encontram-se depositadas no GenBank com numer

de acesso HM446216 a HM446245.

Analises populacionais

Para as analises populacionais foram calculadas as composi¢es nucleotidica,
diversidade das sequéncias, nimero de sites polimdrficos e diversidade de haplétipos
usando o programa ARLEQUIN versdo 3.01 de Excoffier & Schneider (2005). A Analise

de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) foi realizada para testar a
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heterogeneidade genética espacial entre os haplétipos do mtDNA utilizando o programa
ARLEQUIN 3.01 que utiliza a estatistica F de Wrigth’s (1951, 1965). A significancia da
Fst - estatistica é determinada pelas permutac6es ndo-paramétricas (Excoffier et al. 1992),
com 1000 permutacdes. As regides geograficas mais proximas foram agrupadas para
avaliar a heterogeneidade genética dentro e entre as regifes e em pares de regides. A rede
de haplétipos foi estimada utilizando o programa TCS 1.21 (Clement et al. 2000), que
utiliza os métodos de parcimodnia estatistica de Templeton et al. (1992). A hipdtese de
isolamento por distancia foi avaliada utilizando o teste de Mantel (Mantel, 1967)

implementado no software XLSTAT 2010.

Idade e tamanho populacional

Os testes de neutralidade Tajima D (Tajima 1989) e Fu Fs (Fu 1997) também
foram feitos com o programa ARLEQUIN 3.01 para verificar a existéncia de desvio na
hipo6tese nula de neutralidade nas sequencias da regido controle de R. lalandii. Para avaliar
a historia demogréfica de R. lalandii foi realizado o teste de distribuicdo das diferencas
genéticas entre os pares de haplétipos de acordo com o modelo de expansdo subita
(Mismatch distributions). Para o célculo do tempo t decorrido desde a expanséo,
empregou-se a formula t=t/2u, onde t é o tempo decorrido desde o evento de expanséo e u
é a taxa global de evolucdo do haplétipo. Para estimar u multiplica-se a taxa de mutagdo
por sitio por ano pelo nimero de nucleotideos da molécula. Para o calculo do tamanho
populacional das fémeas antes da expansdo € utilizada a formula Ney= e¢/2u e para 0
calculo do tamanho populacional ap6s a expansao usa-se Nei;= e1/2u. As taxas de mutacao
empregadas para a regido controle foram de 0,8% por milhdo de anos de acordo com

Duncan et al. (2006).
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Resultados
Caracterizacdo das sequéncias e diversidade genética

O sequenciamento da regido D-loop de 242 individuos da espécie R. lalandii
resultou em 792 nucleotideos analisaveis, com 13 sitios polimdrficos e 30 hapldtipos. A
frequéncia nucleotidica observada foi A=0.317, T=0.356, C=0.201 e G=0.127. A
diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (w) entre todas as populagdes foi de
h=0881+£0013 ¢ 7=0.00278 respectivamente. Do total de haplotipos encontrados, 24 sdo
restritos a uma Unica area de coleta, representando 22% dos individuos analisados. O
hapldtipo 2, representado por 71 individuos (30% do total), foi observado em todas as
areas amostradas no sul do Brazil, com excecdo da costa do Rio de Janeiro. Este mesmo
hapldtipo foi observado também em 7 individuos capturados no Caribe. O haplétipo 11,
presente em 60 individuos (25%), foi encontrado em toda a regido sul do Brasil, ndo
havendo representantes entre os individuos do Caribe. Apenas o hapl6tipo 7, com uma
frequéncia relativa de 14%, foi observado em todas as areas amostradas (Tabelas 1, 2 e
Figura 1). Nas frequéncias haplotipicas e nucleotidicas foram observados os maiores
indices de diversidade na populacdo do Caribe e os menores indices de diversidade foram
encontrados entre as populacfes do Parana e Santa Catarina, ndo tendo sido considerado

nesta analise a populagdo do Rio de Janeiro devido a baixo nimero amostral (Tabela 3).
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Tabela 1. Posicdes polimdrficas entre os haplétipos de R. lalandii. Os diferentes
haplotipos estdo listados na coluna a esquerda e os sitios polimorficos apresentam-se na

linha superior.
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Tabela 2. Distribuicdo geografica dos haplétipos de R. lalandii com os numeros de
individuos de cada regido. Em negrito estdo os hapldtipos exclusivos de cada area
amostrada. CB, Caribe, Isla Margarita - Venezuela; as demais regides pertencem a costa
brasileira. RJ, Rio de Janeiro; SP, Sdo Paulo; PR, Parand; SC, Santa Catarina; RS, Rio
Grande do Sul.
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Estrutura populacional

Na estimativa de diferenciacdo populacional utilizando o método AMOVA foi
encontrada uma forte estruturagdo entre todas as localidades amostradas (Fst=0.254,
P>0.0001). Nas analises de comparac¢des aos pares é observado uma tendéncia de aumento
do sinal de estruturacdo populacional relacionado ao aumento das distancias geogréficas,
caracterizando o isolamento por distancia que também foi verificado nos testes de Mantel
(r=0.812, P<0.001) (Figura 2). A maior diferenca populacional foi observada entre
individuos do Caribe e Santa Catarina (Fst=0.268, P>0.0001) e o menor distanciamento
genético foi encontrado entre Sdo Paulo e Santa Catarina (Fst=0.001, P>0.0001). Dentre
os tubardes da regido Sul do Brasil é observado uma leve diferenciacdo com estruturacéo
moderada entre os individuos do Rio de Janeiro e as demais localidades (Fst=0.100 a

Fs1=0.137) (Tabela 4).

Tabela 4. Diferenciagdo genética Fst entre os pares de populagdes de R. porosus. Nivel de
significancia de p<0,05 em1000 permutacGes, *dados néo significativos. CB, Caribe; RJ,
Rio de Janeiro; SP, Sao Paulo; PR, Parana; SC, Santa Catarina; RS, Rio Grande do Sul.

CB RJ SP PR SC RS
CB -
RJ 0.087* -
SP 0174 0.044* -
PR 0.228 0.116* 0.001* -
SC 0219 0137 0.025 0.011* -
RS 0.206 0.100 0.043 0.024* 0.027 -
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A partir dos resultados da AMOVA, hipdteses de estruturacdo foram elaboradas de
acordo com a distribuicdo geografica das frequencias haplotipicas havendo uma separacdo
em trés populacdes diferentes, sendo a Populagdo | constituida pelos individuos do Caribe,
a Populacdo 11 formada pelos tubar@es capturados no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e
Santa Catarina e a Populacéo 111 formada pelos tubardes do Rio Grande do Sul no estremo
sul do Brasil. Na rede haplotipica pode-se observar uma tendéncia ao distanciamento
genético dos haplotipos que sdo exclusivos das regides do Caribe (Populagdo I) e Rio
Grande do Sul (Populacéo I1). A Populacéo Il (Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parané e Santa
Catarina) é representado por 148 amostras distribuidas em 10 haplétipos, sendo apenas 5
deles exclusivos. Os outros 5 haplotipos sdo compartilhados entre individuos do Rio

Grande do Sul e apenas 2 entre individuos do Caribe (Figura 1).
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Figura 1. Rede de haplétipos apresentando trés grupos populacionais. Todos os haplétipos
sdo separados por uma mutacdo e os tamanhos dos circulos estdo em proporcao as
frequéncias haplotipicas. Os circulos numerados em torno da area de estudo representam o

total de amostras analisadas em cada localidade.
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Figura 2. Isolamento por distancia baseado em todas as localidades amostradas.
Distancias geograficas x distancias genéticas através de correlacdo de Pearson com 10.000

permutagoes.
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Os testes de neutralidade (Tajima D) ndo mostraram valores estatisticamente
significativos. No entanto, foi observada uma forte significancia nos testes de Fs de Fu
para os tubardes do Caribe e Rio Grande do Sul e quando avaliado todas as amostras como
um Unico grande grupo (Fs de Fu=-25.185, P<0.00001). Para os tubarfes da Populagéo II
os testes de Fs de Fu apresentaram baixa significancia estatistica e a hipdtese de
distribuicdo unimodal (P> 0,05) foi aceita por todas as popula¢6es (Tabela 3, Figura 2). Os
padrdes de distribuicdo propostos pela analise mismatch resultou em curvas unimodais
com uma diferenca meédia proxima de zero. Analisando-se todas as populagdes

conjuntamente pode-se sugerir um periodo de expansdo a cerca de 147.500 anos atras.
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Para a Populacédo | foi estimado um evento de expansdo populacional ocorrido a cerca de
381.000 anos atras, para a Populacdo Il este evento teria ocorrido a cerca de 107.000 anos

atrés e para a Populagdo Il tal evento teria ocorrido a cerca de 155.000 anos.

Figura 2. Curva de Distribuicdo Mismatch entre todas as populaces de R. lalandii para as

hipdteses de expansédo populacional e geografica.

Discussao

Neste estudo as frequéncias nucleotidicas nas sequéncias da regido controle do
mtDNA de Rhizoprionodon lalandii entre todas as populagdes estudadas, foram bastante
semelhantes as registradas por Mendonca et al. (2009) estudando esta mesma espécie
apenas na costa de Sao Paulo (sudeste do Brazil), sendo observado ainda, indices totais de
diversidade haplotipica e nucleotidica semelhantes as encontrados para a especie R.
terraenovae no Sudeste Atlantico (Heist et al. 1996), para o Carcharhinus limbatus entre
populagbes dos oceanos Atlantico e Pacifico (Keeney e Heist, 2006) e espécies de

tubarbes-martelo Sphyrna lewini, S. zygaena e S. mokarran analisadas em estudos
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globais (Duncan et al. 2006). No entanto, os indices de variabilidade genética encontrados
neste estudo se mostraram diferentes quando ponderadas entre as trés diferentes
populagdes, apresentando diversidades maiores nas populagdes do Caribe (Populagéo I) e
Rio Grande do Sul (Populacdo I11) e menores indices de diversidade genética entre as
populagbes do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina (Populacéo Il). Entre os
individuos da Populacdo I, 77% dos haplétipos encontrados sdo exclusivos da regido
Caribenha, entre os individuos da Poulagdo Il 70% dos haplotipos sédo exclusivos da
regido sul do Brasil e entre os tubardes da Populagdo I, mesmo com um maior nimero de
individuos analisados (61% do total) apenas 50% dos haplétipos sdo exclusivos da regido.

A caracterizacdo dos indices de variabilidade genética com taxas diferenciais entre
as trés populacdes estudadas é reforcada pelas analises AMOVA que resultaram em fortes
indicadores de estruturacdo, sendo principalmente relevante a distincdo entre as
populacdes do Caribe e as populacdes das demais localidades brasileiras. Apesar das
divergéncias entre os niveis de variabilidade genética observados entre os tubardes do
extremo sul do Brasil e a Populacédo I, estes resultados sugerem um alto grau de fluxo
génico na regido. Contudo, muito provavelmente a direcdo deste fluxo deve ocorrer pela
migracdo de individuos do sul em direcdo norte, o que poderia ser justificado pela
Corrente Maritima das Falklands, que segue pelo sul da Argentina em dire¢do norte,
podendo chegar até a regido do Rio de Janeiro, no Brasil. Desta forma, as populacdes de
R. lalandii do extremo sul do Brasil poderiam atuar como centros dispersores da
variabilidade da espécie.

Este tipo de pressdo ambiental sobre as populacdes de R. lalandii no Atlantico
Ocidental, seguindo os padrfes das correntes maritimas, foi bem observado para a espécie
R. porosus. Em um estudo que buscou caracterizar estruturacdes populacionais desta

espécie, foi constatada a diferenciacdo seguindo os padrdes de deslocamento da Corrente
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do Equador, que ao atingir o extremo leste da costa brasileira de divide em Corrente do
Brasil, se estendendo de um lado, em direcdo a Argentina e Corrente Norte, seguindo em
direcdo ao Caribe (Mendonca et al. submetido). Fortes niveis de barreiras geogréaficas a
espécies de peixes costeiros, produzidas por correntes maritimas na América do Sul foram
bem documentadas por Silva (1968), Santos et al. (2003 e 2006) e Rocha et al. (2007).

Diversos autores sugerem que o periodo das glaciacbes do Pleistoceno deve ter
sido preponderante para moldar a padrdes filogeograficos expressos no DNA mitocondrial
e na estrutura populacional de espécies de peixes marinhos (Brunner et al. 2001; Planes et
al. 2001; Beheregaray et al. 2002; Grunwald et al. 2002). No presente estudo esta
afirmacdo € corroborada, tendo sido estimado os periodos de expansfes demogréaficas e
geograficas, considerando-se todos as trés populacdes de R. lalandii a aproximadamente
147.500 anos atras, no Pleistoceno Médio. Analisando as trés populacbes separadamente
obteve-se valores estatisticamente significativos para as populacdes do Caribe e Rio
Grande do Sul com um diferenca de aproximadamente 226.000 anos entre os eventos de
expansdo de cada regido. Para outras espécies de tubarbes que tiveram estimados 0s
eventos de expansdo populacional foi observado datacGes similares para Sphyrna lewini
por Duncan et al. (2006), Negaprion brevirostris por Schultz et al. (2008) e
Rhizoprionodon porosus por Mendonca et al. (submetido). As discrepancias nas
estimativas de expansdo entre as diferentes populacdes pode ser um reflexo dos niveis de
divergéncia genética existentes, corroborando os resultados de forte estruturacéo
encontrados.

A analise de distribuicdo mismatch tem sido amplamente utilizada como uma
ferramenta para detectar eventos de expansdo populacional e a datacdo desses eventos
(Ostbye et al. 2005; Santos et al. 2006; Crottini et al. 2007). No entanto, apesar de

atraentes, as estimativas de tamanhos populacionais devem ser interpretadas com cautela.
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Neste estudo, através destas analises foi estimado um significativo nimero de fémeas
atuais entre todas as populag¢des. No entanto, diversas coletas foram realizadas nas regides
das costas norte e nordeste do Brazil, onde foram encontrados apenas individuos da
espécie R. porosus representando este género. Este fato pode ser considerado uma
evidencia de fortes declinios populacionais de R. lalandii nestas regides.

Os resultados apresentados neste estudo, avaliando os niveis da estrutura
populacional da espécie R. lalandii, com os dados apresentados por Heist et al. (1996)
sobre as populacfes de R. terraenovae nos EUA, além dos resultados obtidos por
Mendonca et al. (2009), que estudaram a dindmica populacional de R. lalandii na costa sul
do Brasil e com resultados obtidos por Mendonca et al. (submetido) avaliando a estrutura
populacional da espécie R. porosus, podem sugerir um padrdo de diferenciacdo entre
populacdes de tubardes do género Rhizoprionodon no Atlantico ocidental, relacionado
com as correntes oceanicas e principalmente, a distribuicdo e distanciamento geografico.
Ainda, esta hipotese pode ser valida também para outras espécies de pequenos tubarBes

costeiros apresentando caracteristicas bioldgicas e abundéncia e distribuigdo semelhantes.

Conservacao

Populagbes marinhas com distribuicdo abrangendo &reas com diferentes
caracteristicas ecoldgicas como regides costeiras, oceanicas, tropicais ou subtropicais
possuem uma grande chance de apresentar unidades evolucionarias distintas, sendo
necessario identificar quais sdo estas unidades e avaliar a necessidade de ac¢bes para a
conservacao, principalmente em espécies exploradas pelo homem.

Neste estudo fica evidente um alto grau de diferenciacdo entre as populacdes do
Caribe e as demais localidades avaliadas ao sul do Brasil. Uma especial atencdo deve ser

dada a Populacao Il (Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina), que apresenta
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uma reduzida variabilidade genética e consequentemente baixo potencial evolutivo. Fato
agravado por serem estas provavelmente as populacgdes de tubardes mais explorados pela
pesca brasileira (Figueiredo, 1977; Motta et al. 2005). Deve-se ressaltar ainda as
observac0es a respeito do fluxo génico existente entre as populagdes do Rio Grande do Sul
e as populagdes da Populacdo Il onde possivelmente deve ocorrer o fluxo génico
predominantemente unidirecional. Assim, para efeitos de conservacao é apropriado que se
considere estas trés populacbes como unidades de manejo distintas. Uma reducgdo das
populagbes do extremo sul do Brasil pode agravar ainda mais o atual nivel de
variabilidade genética encontrado entre as populacgdes situadas nas regides entre o Rio de
Janeiro e Santa Catarina (Populacédo Il) levando estas populacGes a uma situacao real de

risco de extingéo.
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5 Considerac0es finais

As Ultimas décadas tém revelado uma aplicacdo crescente de metodologias
genéticas nas mais diferentes areas da Biologia. Os marcadores genéticos deixaram o
campo das ciéncias basicas e passaram a ser efetivamente aplicados como ferramentas
para uma diversificada gama de objetivos. No presente estudo, a funcionalidade dos
marcadores moleculares possibilitou a resolucdo de questdes extremamente relevantes
para a area da conservacao biologica, com o desenvolvimento de marcadores especificos
de identificacdo das espécies e a formulacdo de hipbteses abrangentes sobre a distribuicdo
e caracteristicas genéticas populacionais de algumas das espécies de tubardes francamente
exploradas pela pesca.

Em relacdo ao método de identificacdo de tubardes a partir de protocolos de PCR-
multiplex, ressalta-se que, a despeito do pequeno nimero de espécies para o qual ja foram
desenvolvidos primers de reconhecimento espécie-especifico, o potencial de aplicacdo
destes marcadores para um grande numero de espécies ainda esta sendo explorado. A
utilizacdo desta ferramenta em avaliacfes pesqueiras poderd ser de grande auxilio na
caracterizagdo e acompanhamento da exploragdo de estoques. Ainda, a identificagcéo
precisa dos espécimes, mesmo na auséncia de caracteres morfoldgicos utilizados no
recohecimento direto, como no caso de exemplares ja processados, também pode ser
realizada para o aproveitamento de um numero elevado de exemplares capturados,
viabilizando novos trabalhos de investigacao cientifica. Esta pratica j& vem sendo adotada
no Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes (IB — UNESP) que atualmente conta com
um banco de mais de 5.000 exemplares de elasmobranquios de diversas regifes da
América do Sul, EUA e Africa. Desta forma, novos estudos populacionais estio sendo

desenvolvidos, utilizando amostras sem identificacbes morfolégicas que antes eram
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descartadas. Como exemplos podem ser citados os estudos de estruturacdo populacional
desenvolvidos com a espécie de raia Rhinobatos horkelli e tubardes Prionace glauca e
Alopias superciliosus.

O estudo filogeogréfico dos tubarBes do género Rhizoprionodon no Atlantico
Ocidental produziu importantes informacdes a respeito das espécies analisadas, com a
elucidacdo da identificacdo taxonémica das espécies R. terraenovae e R. porosus, além de
informagdes sobre a distribuicdo destas espécies no Mar do Caribe e na costa brasileira.
As relagbes filogenéticas destas trés espécies, com a elucidacdo dos processos de
especiacdo e identificacdo de um ancestral comum, ainda devem ser avaliadas para um
melhor entendimento dos processos de colonizacdo de suas populacdes. Por outro lado,
este estudo possibilitou a formulacdo de algumas hipOteses sobre a estruturacdo
populacional destas espécies nas suas areas de distribuicdo, promovida principalmente
pelos padrdes de deslocamentos das correntes maritimas. Considera-se que as informacdes
obtidas podem ser aplicadas também para o entendimento dos mecanismos e processos
envolvidos na distribuicdo de outras espécies de tubarfes costeiros de pequeno porte.

A distribuigé@o das amostras do género Rhizoprionodon obtidas ainda aparece como
fator limitante para a elaboracdo de uma hipotese filogeografica Unica para estas espécies
em toda a costa da América do Sul. Para a espécie R. porosus os dados foram mais
consistentes na caracterizacdo da estruturacdo populacional, tendo aparentemente como
elemento principal a presenca da corrente do Equador no Norte do Brasil. Para a espécie
R. lalandii, devido a amostragem local, foi possivel observar um forte sinal de
diferenciacdo das populacdes por influéncia da Corrente das Falklands. No entanto, sendo
estas espécies bastante semelhantes com relacdo a aspectos morfolédgicos e biolégicos, é
presumivel que as pressdes ambientais causadas pelas correntes do Equador e das

Falklands sejam efetivas para ambas as espécies.



142

Uma observacdo de interesse pode ser feita com respeito as distribuicbes das
espécies R. porosus e R. lalandii e suas abundancias relativas. E fato que a abundancia
relativa atual da espécie R. porosus passa a ser muito maior em relacdo a R. lalandii a
partir da costa do Rio de Janeiro, seguindo em direcdo Norte. Do mesmo modo, a
abundancia relativa de R. lalandii é maior do que a de R. porosus a partir desta mesma
regido, seguindo em direcdo ao Sul do Brasil (Ferreira 1988; Silva e Gadig 1994). Como
exce¢do a esse padréo, a cerca de 40 anos atras foi relatado por Sadowsky (1967) o fato de
que na regido de Cananéia, litoral Sul do Estado de Sdo Paulo, foi encontrada uma maior
abundancia de R. porosus em relacdo a R. lalandii. No Mar do Caribe, em trabalhos de
campo acompanhando os desembarques da pesca costeira na Isla Margarita, Venezuela,
pesquisadores relataram a abundancia de R. lalandii em volumes de captura semelhantes
aos observados para R. porosus (comunicacdo pessoal). Considerando que nesta regido do
Caribe a pesca costeira € realizada de forma quase exclusivamente artesanal e a captura de
tubardes também ¢é tida apenas como acidental, pressupde-se que seu impacto nas
populagdes locais deva ser baixo. Assim, a relacdo de abundancia atual entre R. porosus e
R.lalandii na costa brasileira, onde os volumes de captura sdo altos, pode estar refletindo
os efeitos da sobre-pesca destas espécies, que atraves de algum mecanismo bioldgico pode
estar exibindo um favorecimento para R. porosus na regido situada ao Norte do Rio de
Janeiro e o favorecimento de R. lalandii na regido situada ao sul desta mesma regiéo.

Considera-se, pois, que os resultados obtidos neste trabalho poderdo servir de
auxilio aos planos de manejo e de controle da pesca das espécies estudadas, sobretudo na
costa brasileira onde as avaliagfes populacionais e a fiscalizacdo das capturas ainda sao
realizadas de modo extremamente precario.

A resolucdo da provavel distribuicdo simpatrica das espécies de tubarBes R.

porosus e R. terraenovae ao Norte do Caribe e seus limites de ocorréncia na regido ainda
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se apresenta como espaco de investigacdo. Com relacdo as demais espécies do género,
muitos dos aspectos populacionais também permanecem desconhecidos, havendo ainda
problemas de definicdes taxonomicas e ditribuigdo. A busca pela elucidagdo destas

questdes sera constante e marcara a continuidade do trabalho apresentado nesta Tese.
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