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Resumo

A identificacdo e o manejo adequado de estoques diferenciados
constituem empreendimentos de fundamental importancia para o setor
pesqueiro, pela sua relacdo direta com a produtividade total e uso sustentavel
dos recursos. Do mesmo modo, o conhecimento acerca da variabilidade e
estrutura genética das espécies é essencial para o estabelecimento de
programas de preservagdo. Com distribuicdo global, o tubardo-azul Prionace
glauca (Carcharhinidae) ocorre na area oceanico-epipelagica de toda a costa
brasileira, sendo um importante recurso econdmico pesqueiro, ja que
representa cerca de 60% dos tubardes capturados pelas frotas industriais que
operam com espinhéis. Os marcadores genéticos moleculares do tipo
microssatélite tém sido amplamente empregados no estudo de populacdes de
peixes, com inferéncias sobre conservagao e manejo de espécies, padroes de
migragao, diferenciagdo de estoques naturais e cultivados, prospecgdo de
evidencias de introgressdo genética, sistemas reprodutivos e efeitos da
fragmentacdo de ambientes sobre taxons relacionados, gerando informagoes
fundamentais para o manejo adequado e conservagdo das espécies. Com o
objetivo de analisar a estruturacdo genética das populacdes de tubarao-azul
encontradas no litoral brasileiro foram analisadas amostras de individuos
provenientes de populagdes naturais capturados na regidao préxima ao Rio
Grande do Sul (n=33), Sao Paulo (n=33) e na regiao proxima ao Rio Grande do
Norte (n=30) utilizando 8 primers polimérficos de microsatélites. Os testes
foram conduzidos via PCR e resolvidos em gel de poliacrilamida 6%, sendo a
genotipagem realizada através do programa Kodak Digital Science 1D. O

nuamero de alelos/lécus, heterozigosidade esperada e observada, equilibrio de



Hardy-Weinberg (HWE) e o coeficiente de endocruzamento (F;s) foram obtidos
por aplicacdo do programa Popgene v.1.32. Para a analise da estruturacao
génica foi utilizado o programa Arlequin3.11. A heterozigosidade observada
apresentou média de 0,4341 e a heterozigosidade esperada de 0,5659, sendo
de 29,50 o numero médio de alelos observado e de 15.74 para alelos efetivos.
O coeficiente de endocruzamento (Fs) apresentou uma variagdo de 0.1855 a
0.6450, sendo que nenhum loco apresentou-se em HWE, o que poderia ser
decorrente do elevado numero de homozigotos observados. O indice Fsr
encontrado foi de 0.0506 (P< 0,00001), denotando uma estrutura populacional
moderada nas comparacdes entre as regides analisadas. O baixo indice de
estruturacdo genética encontrado nas amostras estudadas nestas trés regioes,
mesmo considerando a relativa distancia geografica, sugere a adog¢édo da
existéncia de uma s6 populagéo da espécie na area estudada, que poderia ser
justificada pelo comportamento altamente migratério da espécie e determinante

de possivel mixagem dos componentes das populagdes existentes.
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1 Introducao

1.1 Exploragéo pesqueira de tubarées

Tubardes e raias formam a Sub-Classe Elasmobranchii e estdo entre os
vertebrados de maior sucesso evolutivo, com uma histéria de vida que se
iniciou ha cerca de 400 milhées de anos, ainda no periodo Devoniano (Castro,
1987). Atualmente estao representados por aproximadamente 480 espécies de
tubarbes e 550 espécies de raias, com distribuicdo que abrange desde
ambientes de aguas tropicais até temperadas ou frias, em areas costeiras e
oceanicas associadas a ambientes pelagicos, demersais, recifais, estuarios e,

eventualmente, em 4dgua doce (Compagno, 1990; Gruber, 1990).

A fauna brasileira de elasmobranquios é rica e diversa, com cerca de
170 espécies registradas, sendo 90 espécies de tubardes e pouco mais de 80
de raias (Gadig, 2001) e destas, pelo menos 60 sdo espécies marinhas
(Menezes et al, 2003). Estes poucos representantes sao diretamente
impactados em seu ambiente natural pela intensa atividade pesqueira e
destruicao de habitats (SBEEL, 2005), o que se reflete na continua diminuicao

de captura de diversas espécies.

Até ha pouco tempo, a captura de elasmobranquios em todo o mundo
podia ser considerada quase totalmente incidental, embora sempre tenha
havido comercializagdo da carne e subprodutos. Historicamente consideradas
de baixo valor econémico, varias espécies de elasmobranquios tornaram-se
atualmente alvo de intensiva pesca comercial, em substituicdo as capturas de
peixes 0sseos cujos estoques estdo em declinio. O tradicional baixo valor

econbmico destes peixes tem resultado na falta de incentivos e recursos
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financeiros destinados a sua pesquisa, o que sempre dificultou o conhecimento

das espécies e das populagdes. No entanto, o aumento no valor do produto e a
crescente demanda por partes do corpo como as nadadeiras de tubardes no
mercado mundial passaram a estimulam sua explora¢do, sendo este um dos
produtos pesqueiros mais caros do mundo, atingindo valores proximos a US$
500,00 por quilo (Bonfil, 1994). Nas ultimas décadas, esse quadro tem se
alterado de modo expressivo € com a crescente valorizagdo do produto no
mercado asiatico, as pescarias de tubardes passaram a ser dirigidas a diversas

espécies.

Os dados estatisticos sobre a exploragédo pesqueira da FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) registram no ano de 2007 a
captura mundial de 781.000 toneladas de elasmobranquios, sendo cerca de
496.000 toneladas de tubardes e 285.000 de raias. Ainda segundo a FAO, o
Brasil é responsavel pela captura de cerca de 12.000 toneladas anuais de
tubardes 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
elasmobréanquios em todo o mundo, sendo incluido na categoria “Major Shark
Fishing State”. Deste grupo também fazem parte os EUA, Africa do Sul, Costa

Rica, Australia e Oman (Lack & Sant, 2006).

Associadas ao alto crescimento da pesca, caracteristicas biolégicas
como a grande longevidade, crescimento lento, maturacdo tardia e baixa
fecundidade conduzem os elasmobranquios a um baixo nivel de recrutamento
e, consequentemente, aumentam a susceptibilidade das suas populagdes
(Natanson & Cailliet, 1986). Em um contexto global, varias espécies de

tubardes e raias tém sido incluidas nas listas de risco iminente de extin¢do pela
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International Union for Conservation of Nature e Natural Resources — I[UCN

(Camhi et al., 1998).

Entre os tubarbes e raias mais explorados, as espécies pelagicas
apresentam uma maior complexidade na avaliagdo e monitoramento das
populacdes devido as sua distribuicdo em vastas areas geograficas, muitas
vezes circunglobais (Baum et al., 2003). Deste modo, o efetivo efeito das
capturas ainda tem permanecido desconhecido para um grande numero de
espécies cosmopolitas, sendo que a maioria das avaliagdes para detectar o
colapso destes recursos e viabilizar procedimentos de manejo e conservagao
das espécies e estoques tém sido realizadas apenas numa abrangéncia

regional (Castro et al., 1999).

Dentre as espécies de grande porte comumente capturadas nas
pescarias oceanicas no Oceano Atlantico, algumas ja apresentam declinios
populacionais acima de 50%, de acordo com 0s registros dos ultimos 10 anos
(Baum et al., 2003). Estimativas realizadas com dados obtidos a partir de
desembarques de frotas pesqueiras dos EUA apresentaram um declinio
recente de até 70% nas populagbes de Prionace glauca (tubardo-azul) e
declinios populacionais de cerca 80% nas espécies Alopias superciliosus e A.
vulpinus (tubardes-raposa) no Atlantico Norte. Nesta mesma area foi estimado
o declinio de aproximadamente 90% para as espécies do género Sphyrna
(tubarées-martelo) e declinio de cerca de 70% para as populagdes do tubarao
galha-branca Carcharhinus longimanus (Compagno, 2001). Deve ser
ressaltado que os dados referentes as capturas destas mesmas espécies no

Atlantico Sul ainda sao inconsistentes.
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O manejo de elasmobranquios no Brasil tem apresentado certa

dificuldade principalmente devido a falta de informagdes bésicas sobre a
dindmica das populagbes das espécies (SBEEL, 2005). Aliado a este fato,
quando comparados com outros tipos de pescados, tubardes e raias tém baixo
valor econémico, o que lhes confere baixa prioridade no desenvolvimento de
politicas de manejo e conservagédo (Bonfil, 1994) e, infelizmente as pesquisas
ndo tém acompanhado o aumento de intensidade das pescarias. Assim, devido
as estratégias de vida dos elasmobranquios e a inexisténcia de politicas de
conservagao para o grupo, as capturas tém alcangado o ponto de colapso, sem
que medidas eficientes de manejo tenham sido tomadas até o momento

(Vooren, 1997; Kotas et al., 1995; SBEEL, 2005).

O processo de recuperacao dos efeitos causadores de declinio da
biomassa para as espécies sobreexplotadas pode perdurar por varios anos.
Este manejo torna-se mais dificil ainda devido a mobilidade das espécies
(movimentos migratérios), a falta de dados de captura, esforco de captura,
distribuicdo e diversificagdo dos pontos de desembarque e comercializagao dos
produtos e também pela caréncia de conhecimento sobre os parametros

biol6gicos da maioria das populagdes impactadas pela pesca (SBEEL, 2005).

Medidas de gestao da pesca sao essenciais especialmente no caso dos
elasmobréanquios, para assegurar a sustentabilidade da atividade pesqueira;
contudo, fatores externos como a degradacao de areas de bergarios também
devem ser considerados para que estas medidas possam ser eficazes. A acao
dos fatores externos agrava a situacdo dos estoques sobreexplotados e pode
colocar algumas espécies em risco de extingao. Um grupo com estratégias de

vida e caracteristicas Unicas certamente requer medidas bastante especificas
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ou até mesmo mais rigorosas do que as que podem ser adotadas para outros

grupos de organismos aquaticos.

De modo geral as atividades pesqueiras, a pesquisa voltada aos
recursos pesqueiros e a fiscalizacdo destas atividades no pais estdo
estritamente vinculadas ao IBAMA, estando sob sua responsabilidade as
medidas necessarias para 0 manejo da exploragdo de recursos pesqueiros
costeiros. No entanto, embora no planejamento desta instituicdo haja
referéncias a agbes relacionadas aos tubardes e raias, estas ndo tém sido
implementadas na sua plenitude até o presente, ndo havendo conseqiéncias
politicas para a falta de sustentabilidade na exploracdo das populagbes de

elasmobranquios (Lessa et al., 2005).

Embora o conhecimento sobre a situagdo populacional para a maioria
das espécies de tubardes seja incipiente, verifica-se que algumas destas ja
estdo sofrendo de maneira drastica os efeitos negativos da sobrepesca e
exploragao irracional do ambiente (Rosa & Menezes, 1996; Rosa, 1997; Camhi
et al.,, 1998) (Figura 1). Muitas populacdes ja foram enormemente reduzidas
pela exploragdo pesqueira e algumas espécies ja se encontram drasticamente

ameacadas de extincdo (Lessa et al., 1999).

1.2 Tubardo-azul Prionace glauca.

Entre os tubarbes, os membros da familia Carcharhinidae sdo os de
maior importancia para o homem em fungdo da existéncia de numerosas
espécies apresentando médio e grande porte; apresentam notéria abundéancia
relativa e tém distribuicdo costeira e oceénica nas faixas tropicais, subtropicais

e temperadas, fatores estes que resultam em importdncia econémica (pesca
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comercial para consumo da carne e extragdo das nadadeiras, pesca esportiva,

exploragao turistica em mergulhos contemplativos, etc) e, principalmente,
altissima importancia tréfica no ecossistema marinhos, com ocorréncias de
eventos de interagdo negativa com humanos (ataques de tubardes)

(Compagno, 1990; Last & Stevens, 2009; Camhi et al., 1998).

Figura 1 - Exemplares de Prionace glauca capturados no Brasil e processados
para comercializados no CEAGESP, Sao Paulo (foto Otto Gadig)

A esta familia pertence o tubardo-azul Prionace glauca (Linnaeus, 1758)
(Figura 2) espécie de grande porte que pode atingir 3,5 m de comprimento
total, caracterizada pelo corpo esbelto, focinho longo e afilado, nadadeiras
peitorais muito longas, primeira nadadeira dorsal situada posteriormente em
relagdo as nadadeiras peitorais, olhos grandes, dentes superiores curvos e

serrilhados e os inferiores obliquos e levemente serrilhados e, finalmente, pela
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caracteristica coloragdo azul indigo muita marcante em animais vivos e recém

mortos (Compagno, 1984).

Amplamente estudada do ponto de vista bioldgico, aspectos da sua
reprodugdo mostram enorme variagdo entre diferentes &reas geograficas,
embora a estratégia reprodutiva seja pela viviparidade placentaria (Pratt, 1977;
Compagno, 1984). De uma maneira geral, seu tamanho maximo atingido é de
cerca de 3,80 m e a maioria dos espécimes capturados mediram menos do que
3,35 m. Machos amadurecem entre 1,80 e 2,10 m e fémeas entre 1,70 e 2,20
m, produzindo entre 4 e 135 filhotes a cada gestacdo, que nascem medindo

entre 34 e 48 cm de comprimento (Compagno, 2002).

Figura 2 - Tubardo-azul Prionace glauca, capturado no Sudeste do Brasil (foto

Teodoro Vaske Junior)

Apesar de ser considerado um tubardo oceénico, P. glauca pode ser
eventualmente observado em zonas costeiras, principalmente em regides com

plataforma continental estreita, ou ao redor de ilhas oceénicas. Esta espécie
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apresenta habitos migratorios relacionados a reproducao e é frequentemente

encontrado em grandes agregagbes (Nakano, 1994; Stevens, 2000;
Compagno, 2002), apresentando distribuicdo circumglobal em &guas
temperadas e tropicais, sendo esta provavelmente a espécie de mais ampla
distribuicdo entre os elasmobranquios (Compagno, 2002). Ocorrem em toda a
extensao da costa brasileira (Sadowsky et al., 1989; Hazin et al., 1990;
Amorim, 1992; Gadig, 1994; Rosa, 1997; Charvet-Almeida et al., 2008).

Prionace glauca é uma espécie normalmente capturada por espinhéis
peldgicos, redes de emalhe e arrastos de fundo. Embora o principal interesse
esteja nas nadadeiras, sua carne e couro, no entanto, também sao produtos
bastante procurados (Compagno, 1984). O impacto anual de mortalidade por
pesca causado nesta espécie esta estimado em cerca de 20 milhdes de
individuos, colocando-a na posicdo de espécie de tubardo oceanico mais
capturada em todo o mundo. No entanto, informacdes basicas para o manejo
da pesca tais como a caracterizagdo da estrutura genética populacional com a
identificagdo dos niveis de variabilidade, identificagcdo de possiveis restricoes
geograficas ao fluxo génico e a existéncia de populagdes locais, entre outras,
permanecem globalmente desconhecidas. Contudo, apesar dos registros
relacionados ao drastico declinio populacional desta espécie no Oceano
Atlantico, a falta de informagdes que complementem o status atual de P. glauca
sustentam sua classificacdo apenas como “Quase Ameacada” nas listas
vermelhas de espécies em risco de extincao da IUCN (Stevens, 2005).

Tais listagens exercem atualmente grande influéncia nas prioridades de
preservacao dos 6rgaos governamentais sendo, contudo, que apenas Canada,
EUA, México e Australia ja possuem legislacdes especificas para a pesca do

tubardo-azul, com a delimitacdo de cotas por barcos, restricdo a areas de
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exploracao da ZEE (Zona de Exploracao Exclusiva) e proibigdo da retirada das

nadadeiras para o comércio (Holts et al., 1998).

i 4 & = i % ¥ &
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Figura 3 - Mapa da distribuicdo da espécie Prionace glauca, que ocorre desde regides
tropicais até temperadas frias (principalmente em temperaturas variando entre 13 e
18°C), principalmente em d&reas oceanicas epipelagicas entre 80 e 220 m de
profundidade.

Segundo Hiltoni-Taylor (2000), a espécie é considerada um predador
apical no seu ecossistema e anualmente ocorre captura estimada entre 10 a 20
milhdes de individuos da espécie, tornando-se necessario um monitoramento
adequado que vise a avaliagdo do declinio das populagées. Acredita-se
também que alguns estoques poderdo ser ameagados num futuro proximo
devido a elevada captura da espécie como fauna acompanhante associada as
pescarias oceanicas (Camhi et al., 1998).

A tendéncia global da captura de tubardo-azul mostra um avancgo

gradual a partir de 1985, entdo com 67 toneladas desembarcadas, até um
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maximo atingido em 2004, com 36.647 toneladas desembarcadas (FAO, 2007).

No entanto, vale destacar que a compilagdo estatistica da pesca de tubaréao-
azul foi pouco realista, pois grande parte de sua captura ndo foi reportada
durantes as décadas de 1950, 1960, 1970 e parte da década de 1980 devido
ao baixo valor comercial da espécie na época (Bonfil, 1994). Sendo assim, a
interpretagdo do impacto da pesca nos estoques desta espécie fica
prejudicada.

Um o6timo sumario do conhecimento sobre a espécie em aguas
brasileiras foi apresentado por Hazin & Lessa (2005). Na costa do Brasil a
espécie aparentemente copula na regido Sudeste, no periodo entre dezembro
e fevereiro (Amorim, 1992); porém, a ovulacao e fertilizagao ocorre no Nordeste
cerca de 3 meses a 4 depois, no periodo de abril a junho (Hazin et al., 1994). A
maioria das fémeas é capturada em regido aberta no Sudeste do Brasil
durante o primeiro e ultimo trimestres do ano, sendo capturada préximo da
costa durante o primeiro e segundo semestres. O tamanho médio das fémeas
em ambas as areas é similar (entre 2,00 e 2,70 m de comprimento total).

Os dados disponiveis, embora ndo conclusivos, indicam que a espécie
se desloca do Sudeste, onde copula, para o Nordeste, onde ocorre a ovulagao
dando, portanto, a possibilidade de ocorréncia de fluxo génico ao longo da
costa do Brasil. Acredita-se, porém, que o ciclo completo da espécie nao seja
totalmente dentro do Atlantico Sul ocidental, havendo o deslocamento dos
individuos da regidao Nordeste do Brasil para a costa do Golfo da Guiné, na
Africa, onde fémeas em estagios iniciais de gestacdo sdo encontradas no
periodo de junho a agosto (Castro & Mejuto, 1995). Essa possibilidade é
reforcada pelo fato de que entre os tubarbdes pelagicos, o tubardao-azul é sem

davida o maior migrador. Estudos de marcagcao demonstraram a ocorréncia de
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deslocamentos transatlanticos, fortalecendo a hipétese da existéncia de uma

Unica populagéo desta espécie no Atlantico Norte.

1.3 A plataforma continental brasileira

A plataforma continental brasileira apresenta uma extensdo de cerca de
6.400 km e largura que varia de um minimo de 10 km ao largo do Estado da
Bahia a um maximo de 300 km na regido amazédnica. A circulagado geral da
massa aquatica na plataforma brasileira € determinada pelas Correntes de
Contorno Oeste como parte do Giro Subtropical Anticiclénico do Atlantico Sul.
A costa brasileira ocupa zonas subtropicais e tropicais onde predominam aguas
oligotréficas transportadas pela Corrente do Brasil (regides Nordeste, Central e
Sul) e pela Corrente Norte do Brasil (regibes Nordeste e Norte) (Castro &
Miranda, 1998).

A regido da Plataforma Amazb6nica (4°N-2°S) se caracteriza por um
ambiente extremamente dindmico, devido a uma conjuncao de fatores que
interagem e produzem caracteristicas oceanograficas unicas. O rio Amazonas
€ responsavel por cerca de 18% de toda a descarga fluvial mundial nos
oceanos e sofre uma influéncia significativa dos ventos alisios do nordeste
(Castro & Miranda, 1998), garantindo a alta produtividade nas costas do Amapa
e do Para (lsaac et al., 1998). As temperaturas de superficie na plataforma
superam os 27°C o ano todo e em profundidades de 200 m se situam em torno
dos 17°C. A produtividade da Costa Norte € relativamente elevada,
favorecendo o desenvolvimento da cadeia trofica (Castro & Miranda, 1998).

A Plataforma Continental Nordeste (2°S -8°S) brasileira é caracterizada
por baixas variacbes de temperatura e com grandes variacdes de salinidade,

principalmente préximo as regides de descarga fluvial. Do ponto de vista
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biol6gico a costa nordestina € uma regido oligotréfica, com baixa densidade de

fitoplancton e pouca produtividade primaria.

A Plataforma Continental Leste (8°S-15°S) é influenciada pelas aguas
guentes e mornas vindas do leste e transportadas pela Corrente Equatorial do
Sul, que se encontra com a Corrente do Brasil. Com excecdo as areas
estuarinas, esta regido é caracterizada por baixa produtividade priméria. A
regido da Plataforma Central (15°S-23°S), entre Abrolhos, Bahia de Campos e
Rio de Janeiro é caracterizada por uma combinacéo entre a Corrente de Agua
Tropical e Agua Central do Atlantico Sul (ACAS), além da Agua Costeira.
Eventos de ressurgéncia acontecem entre as latitudes 21° e 23°S quando a
ACAS penetra na plataforma interna e temperaturas de 16°C sdo observadas.
A produtividade biolégica total na regido central é baixa, tipica das regides
tropicais. Nesta regido, entretanto, existem nucleos de alta produtividade
biol6gica, associados aos bancos e montes submarinos da Cadeia Vitéria-
Trindade e Abrolhos (Matsuura, 1995). Além disso, a penetragcdo da ACAS e
dos vértices frontais na regido costeira determinam um grande aumento de
produgéo primdria na regido de Cabo Frio (Brandini et al., 1997; Castro &
Miranda, 1998).

A regiao da Plataforma Continental Sudeste, localizada entre Cabo Frio
e Cabo de Santa Marta (23°S-28°S) é caracterizada por movimentos ciclénicos
da Corrente do Brasil que ocorrem acompanhando as mudancgas abruptas da
linha continental. Nessa regido a Corrente do Brasil € composta por uma
mistura entre as massas de agua de origem continental e aguas salinas de
baixa concentragdo, ocorrentes devido a grande quantidade de estuarios

(Matsuura, 1995). A regido é caracterizada por alta produtividade primaria,
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favorecendo a sobrevivéncia de larvas plancténicas e o desenvolvimento da

cadeia tréfica marinha (Pires-Vanin & Matsuura, 1993; Vazzoler et al., 1999).

A Plataforma Brasileira Sul (28°S-34°S) recebe a influéncia da Corrente
do Brasil e da Corrente das Malvinas na sua por¢cao mais externa. Durante o
inverno as aguas superficiais sdo dominadas pela Agua Subantartica, que
segue em diregdo norte impulsionada pelas correntes vindas do Uruguai e
Argentina. A regido recebe ainda uma grande descarga de agua doce originaria
da Lagoa dos Patos (Haimovici et al., 1997).

Embora os ambientes marinhos sejam costumeiramente considerados
homogéneos e sem barreiras fisicas, uma breve observacéo da fisionomia da
plataforma continental brasileira e de sua dindmica de correntes revela uma
vasta diversificacdo. As correntes maritimas oligotréficas provindas do Atlantico
Oriental constituem-se nas principais determinantes abidticas da costa
brasileira, sendo estas de baixissima produtividade relativa. Contudo, os
regimes de massas de &gua atuantes promovem distincbes bastante
significativas ao longo da costa, principalmente quanto a temperatura,
salinidade e turbidez. Neste caso, caracteristicas como a existéncia de um
grande numero de estudrios, regides coralinas e a ocorréncia de areas de
ressurgéncia permitem o estabelecimento de nucleos de alta produtividade

biol6gica, abrigando populagdes locais e altos niveis de biodiversidade.

1.4 Estrutura e variabilidade populacional

A identificacdo e manutencdo de estoques diferenciados séo
fundamentais, principalmente para o setor pesqueiro, pela sua relagdo direta
com a produtividade total e uso sustentavel dos recursos (Carvalho & Hauser,

1994), sendo um dos objetivos basicos nos programas de controle e
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conservagcao de espécies em perigo, bem como para a conservagao da

variabilidade genética (Lacy & Lindenmayer, 1995). Esta questdo é
especificamente relevante no ambiente marinho, onde as barreiras fisicas
parecem ser menos efetivas (Avise, 1994; Palumbi, 1994), sugerindo uma
tendéncia a homogeneizacao genética dos ambientes e organismos (Ward et
al., 1995; Levy & Cassano, 1994; Bonhomme et al, 2002). Contudo, a
premissa errbnea de que populagdes marinhas sdo geneticamente uniformes,
pode estimular a sobre-exploragdo, reduzir ainda mais o0s niveis de
variabilidade, diminuir a produgdo comercial total e eliminar estoques locais
(Smith et al., 1990; Kuusipalo, 1999).

Os conhecimentos sobre marcadores de DNA evoluiram do seu estado
experimental e estdo sendo atualmente incorporados a atividades voltadas
para a conservacao de espécies, de forma pratica e eficiente. Ja ha algum
tempo, os padrées de DNA mitocondrial (mtDNA) e marcadores microssatelites
vém sendo reconhecidos como potencialmente importantes em estudos de
linhagens comerciais de peixes (Ferris & Berg, 1987; Toledo Filho et al., 1992),
sendo capazes de distinguir populagbes geograficas com grande eficiéncia
através da identificacao de haplotipos. (Bermingham e Martin, 1998; Patarnello
et al., 2003; Perdices et al., 2004; Wang et al., 2004).

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 o
manejo sustentavel das espécies mais exploradas, ainda sdo mundialmente
pouco expressivos os estudos sobre a estrutura genética das populacdes
destes peixes. (Duncan ef al, 2006) elaboraram um primeiro trabalho

filogeografico global para a espécie de tubardo Sphyrna lewini, no qual
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observaram uma forte descontinuidade populacional entre os oceanos. No

entanto, o baixo nimero amostral analisado nao possibilitou a determinacao de
estruturas populacionais intra-oceanicas. Outro ponto importante levantado por
estes mesmos autores foi a possibilidade da ocorréncia de uma espécie
criptica no género Sphyrna na amostra do Oceano Atlantico. Para o tubaréo C.
limbatus foi sugerida uma forte estruturagéo entre as populagdes do Atlantico
Oeste (Golfo do México e Caribe) e populagdes do Atlantico Leste (Africa),
oceanos Indico e Pacifico, com a existéncia de estoques reprodutores distintos
(Kenney & Heist, 2006) desta espécie nestas regides. No entanto, esta
hipétese foi formulada com base em amostra com pequeno ndmero de
individuos capturados na costa africana (n=8) e, desta forma, os haplétipos que
poderiam ser correspondentes aos haplétipos do Atlantico Ocidental
simplesmente nao teriam sido amostrados. Neste mesmo trabalho também foi
sugerida uma possivel incerteza taxonémica entre C. limbatus e C. tilstoni.

Utilizando uma amostragem global do tubardo Galeorhinus galeus
(Chabot & Allen, 2009) revelaram a existéncia de estrutura populacional para
individuos amostrados em diferentes oceanos, sem, contudo avaliar as
populacdes de forma restrita a cada um dos oceanos. Na analise de
amostragem global do tubardo-baleia Rhincodon typus nao foram encontradas
fortes restricbes ao fluxo génico entre os oceanos, tendo sido detectada
apenas uma moderada diferenciacdo entre o Atlantico e o indico (Castro et al.,
2007).

Em avaliagcbes de menor escala, (Schultz et al., 2008) identificaram
fortes restricoes ao fluxo génico em populagbes do tubardo-limao Negaprion
brevirostris a partir de amostras coletadas no Brasil, Bahamas (Atlantico Oeste)

e Guiné Bissau (Atlantico Leste). Neste estudo ficou evidente a estruturacao
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nas comparagdes entre as porg¢des do leste e oeste do Oceano Atlantico, bem

como a existéncia de uma moderada diferenciacdo entre as amostras
brasileiras coletadas no hemisfério sul e as amostras das Bahamas, coletadas
no Caribe. 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.

Nos ultimos anos um consideravel aumento da aplicagdo de marcadores
moleculares de DNA tem sido observado na analise de problemas relativos a
genética de populagdes e a sistematica. Neste sentido, o desenvolvimento de
diversas técnicas de biologia molecular tem disponibilizado ferramentas para a
deteccado de variabilidade genética, viabilizando a obtencao de um numero
praticamente ilimitado de marcadores moleculares (Ferreira & Grattapaglia,
1996; Sunnucks, 2000). O conhecimento sobre marcadores de DNA evoluiu do
seu estado experimental e esta atualmente sendo incorporado aos programas
de conservacgao, de forma pratica e eficiente. J4 ha algum tempo, marcadores
moleculares tais como o0s microssatélites e sequéncias de DNA mitocondrial
vém tendo sua importancia reconhecida nos estudos de linhagens comerciais
de peixes (Ferris & Berg, 1987; Toledo Filho et al., 1992), permitindo a
distincao de populagdes geograficas com grande eficiéncia pela identificacao
de haplétipos. (Bermingham e Martin, 1998; Patarnello et al., 2003; Perdices et
al., 2004; Wang et al., 2004).

As observacdes de que os haplétipos de DNA de populagdes de muitas
espécies podem ser localizados geograficamente, introduziu uma dimensao
filogenética nas discussbes sobre a estrutura das populagdes, levando a
proposicao do termo “filogeografia” (Avise et al., 1987). Desse modo, com base

na distribuicdo geografica dos haplétipos e no grau de divergéncias existentes
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entre eles, (Avise, 2000) propde e discute categorias filogeograficas que podem

caracterizar areas de ocupagdo, distribuicdo de populagbes, existéncia de
barreiras ao fluxo génico ou extingao de genotipos intermediarios, ocorréncia
de zonas hibridas, taxas de migracao e inferéncias cladisticas. Neste contexto,
os marcadores genéticos moleculares do tipo microssatélite tem sido
amplamente empregados no estudo de populagdes de peixes com inferéncia
sobre conservagdo e manejo de espécies, estudo de padrbes de migracao,
diferenciacdo de estoques cultivados, evidéncias de introgressao genética,
sistemas reprodutivos, efeitos de fragmentagdo de ambientes entre taxa de
relacionados, etc (Waters et al., 2000; Neraas & Spruell, 2001; Hoarau et al.,
2002; Kokinen et al., 2002; Triantafyllidis et al., 2002; Triantafyllidis et al.,
2002b; Filattre et al., 2003; Narun et al., 2004; Maes et al., 2006).

Os marcadores do tipo microssatélite apresentam uma série de
caracteristicas desejaveis em estudos genéticos, por sua caracteristica de
carater codominante, ou seja, permitem a distincdo entre homozigotos e
heterozigotos, sendo, portanto, altamente informativos (Powell, 1996). Séo
multialélicos, devido ao processo recorrente de expansdo e contragdo no
namero de unidades repetitivas ao longo das geragdes, possibilitando a
discriminacao de individuos geneticamente distintos; sdo amplificados via PCR,
com a utilizagdo de um par de iniciadores especificos complementares as
regides flanqueadoras, o que facilita sua obtencdo mesmo com pouca
quantidade de DNA; e uma vez desenvolvidos os iniciadores, que permitem
amplificar tais regidbes do genoma, estes podem ser compartilhados entre
laboratérios para a realizacao de diversos estudos. Além disso, o resultado da

amplificacdo via PCR revela o polimorfismo resultante da presenca de
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diferentes numeros de elementos simples repetidos na regido microssatélite

(Morgante & Olivieri, 1993; Ellegren, 2004; Grattapaglia & Kirsh, 2007).

O alto polimorfismo observado nesse tipo de marcador é decorrente das
altas taxas de mutagdes presentes nas regides microssatélites (Oliveira et al.,
2006). As taxas de mutacao variam de loco para loco, sendo essa variagdo de
cerca de 102 a 10® nucleotideos por loco por geracdo, resultando em uma
ampla variagdo no numero de unidades repetidas (Ellegren, 2004). Por este
motivo, os marcadores do tipo microssatélite sdo considerados altamente
informativos em estudos genéticos de populagbes (Goldstein & Schlbtterer,
2001; Oliveira et al., 2008). Sao também amplamente utilizados na construgao
de mapas genéticos, na analise de paternidade e em estudos forenses (Zhao &
Kochert, 1993; Ferdig & Su, 2000; Leoi, 2008; Melo et al., 2008).

Os marcadores microssatélites sdo potencialmente polimérficos (Tautz,
1989; Weber et al., 1990), uma vez que apresentam grande diversidade no tipo
de unidades de repeticdo. Estes marcadores podem ser classificados como
perfeitos quando a sequéncia repetida ndo é interrompida por outra base que
nao pertenga ao motivo; imperfeitos, quando entre os motivos existem pares de
bases que ndo correspondam aos mesmos; ou podem ser compostos, quando
contém duas sequéncias distintas repetidas de forma adjacente (Weber, 1990;
Oliveira et al., 2006).

A transferibilidade ou amplificacdo heteréloga dos iniciadores de regides
microssatélites entre espécies relacionadas é possivel de ser realizada devido
a homologia de sequéncias genbmicas e esta relacionada ao grau de
conservacao das sequéncias flanqueadoras da regidao microssatélite e a

distancia taxonémica entre as espécies de interesse.
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Assim, considera-se que a avaliacdo das condi¢coes de variabilidade

genética existente nas populagdes do tubardo-azul na costa brasileira,
analisadas com o uso de marcadores moleculares principalmente do tipo
microsatélite, podera resultar em informagdes que auxiliem no entendimento da
distribuicdo de possiveis agrupamentos genéticos nesta espécie, além de
fornecer subsidios para a formulagdo de instru¢des que permitam o manejo

adequado e a estruturagéo de programas de conservagao desta espécie.
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2 Objetivos

Tendo em vista a problemética da exploragdo pesqueira intensiva que
vem se desenvolvendo sobre certas espécies de tubardes da costa brasileira e
a necessidade premente da proposicao de ferramentas que permitam o
estabelecimento de programas de manejo e conservagdo das espécies, 0
presente estudo abordou questbes acerca da dindmica das populagbées da
espécie de tubardo-azul Prionace glauca, realizado com base em amostras
colhidas de exemplares capturados pelas frotas pesqueiras ao longo da costa
brasileira, utilizando marcadores moleculares do tipo microssatélites.

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

e desenvolver marcadores moleculares microssatélites a partir de
bibliotecas genbmicas enriquecidas de amostras de Prionace glauca
para auxiliar em avaliagdes genético-populacionais desta espécie;

e verificar se os diferentes agrupamentos de individuos encontrados
constituem uma Unica populagdo ou se existe estruturacdo genética,
identificando as amostras capturadas oriundas do isolamento temporal
causado pelos diferentes periodos reprodutivos;

e gerar informacdes para subsidiar programas de manejo adequado e
exploracdo sustentavel dos estoques pesqueiros de representantes do

género Prionace na costa brasileira.
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3 Metodologia

3.1 Material

3.1.1 Coleta das amostras

As amostras da espécie Prionace glauca foram coletadas nos locais de
desembarque de frotas industriais e a bordo de pesqueiros que praticam a
captura de tubardes e raias ao longo da costa brasileira. Durante as coletas
foram extraidas amostras na forma de fragmentos de tecidos de nadadeiras e
tecido muscular e preservadas em alcool 95%.

As amostras foram coletadas em localidades situadas nas proximidades
da costa dos estados do Rio Grande do Sul (n=35); Rio Grande do Norte (n=
30) e de Sao Paulo (n= 35) (Figura 4), identificados morfologicamente segundo
Gadig (2001). Alguns exemplares foram depositados na colecdo do Laboratério
de Pesquisa em Elasmobranquios, UNESP de Sao Vicente, SP e os tecidos
foram depositados na colecao do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes
do Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, de Botucatu,
SP. Para o desenvolvimento dos microssatelites foi utilizado a populacao

proveniente do Rio Grande do Norte.
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Figura 4 - Mapa da localizagdo dos pontos de coleta das amostras de tubardo-azul
Prionace glauca analisadas. A marcagdo em vermelho se refere as amostras do Rio
Grande do Sul; em amarelo as de Sdo Paulo e em verde, do Rio Grande do Norte.

3.2 Métodos

3.2.1 Isolamento dos Microssatélites

Foram desenvolvidos marcadores moleculares do tipo microssatélite
para serem utilizados nas investigagdes da estrutura genética das populagdes
do tubardo-azul Prionace glauca.

O DNA gendmico foi extraido a partir de tecido muscular utilizando o
protocolo de fenol/cloroférmio, segundo Sambrook e Russel (2001). Apds a

extracdo, obteve-se uma biblioteca enriquecida em microssatélites segundo
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Billote et al, (1999). Para tanto, foi feita uma digestdo enziméatica do DNA

gendmico com a enzima Rsal, sendo entdo ligados adaptadores nas
extremidades dos fragmentos de restricao e realizada uma pré-amplificagao via
PCR. Em seguida, os produtos obtidos foram purificados utilizando-se o Kit
Quiaquick PCR purification (QIAGEN) e foi realizada uma selecao de
fragmentos contendo microssatélites identificados através das beads, que
constituem esferas magnéticas envolvidas por streptavidina (Streptavidin
Magnephere® Paramagnetic Particles - PROMEGA) e purificacdo do DNA. O
produto resultante da sele¢cdo de fragmentos contendo microssatélites foram
amplificados para gerar fragmentos de fita dupla em maior quantidade.

Apbs a amplificagao, os fragmentos foram clonados com vetor pGEM-T
(Promega) e transformados em E. coli XL1-Blue, sendo entao os clones obtidos
estocados e mantidos em freezer -70°C. Os clones positivos foram isolados no
DNA plasmidial e posteriormente realizada uma PCR de sequenciamento.

As sequencias obtidas foram analisadas no programa Chromas, a fim de
se buscar regides de microssatélites. Depois da identificagdo dos fragmentos
contendo microssatélites de interesse, foram desenhados os primers utilizando
o programa Primer3.

A amplificagdo dos segmentos de DNA da regido de microssatélite foi
efetuada em ciclador térmico de PCR utilizando-se 12,5ul de solu¢ao contendo
0,8 mM de dNTP, 1,5 mM de MgClI2, tampao de enzima Taq DNA polimerase
(Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), 100 ng de primers (F. 5’- CTC CCA
AAG CCAAGATTC TG -3 e R. 5- GGC TTA GCA AGG TGT CTT CTT GG -
3’) e 1 unidade de enzima Taq Polymerase (Invitrogen). Cada ciclo de PCR se
constituiu basicamente na denaturacao inicial a 95°C por 4 minutos,

denaturacao (Ciclo) 95°C por 30 segundos, hibridagdo de acordo com a
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descricdo dos primers por 30 segundos e extensdo a 72°C ou 68°C,

dependendo da marca da Taq utilizada por 30 segundos, com 35 repeticoes e
extensao final a 72°C ou 68°C por 1 minuto. Os produtos amplificados forem
visualizados em gel de poliacrilamida 6% n&o desnaturante, corado com nitrato
de Prata conforme o protocolo modificado de Bassan et al., (1991), como
segue:

1. misturar a solugéo fixadora (15ml de é&lcool etilico absoluto; 1 ml de acido
etilico) e 0,30g de nitrato de prata, deixar o gel mergulhado na solugéo por 20
minutos;

2. descartar a solugéo anterior e lavar rapidamente com agua destilada para
tirar o excesso da solucéao;

3. acrescentar a solugao reveladora (10ml de Hidréxido de s6dio a 5mM, 3ml
de formaldeido) sobre o gel e observar ate chegar a coloracao desejada;

4. descartar o revelador e lavar o gel com agua destilada;

5. prosseguir com foto-documentacao do gel.

Apbs corados e fotografados, os géis foram analisados no programa
Kodak Digital Science (Kodak). O tamanho dos alelos foi determinado por
comparagdo com o marcador de peso molecular de 10 pares de bases

(Invitrogen).

3.2.2 Analise populacional

O DNA genbdmico foi extraido a partir dos fragmentos dos tecidos de
nadadeiras ou muscular conservados em &lcool 95%, utilizando o protocolo de
Aljanabi & Martinez (1997) que propdem que sejam colocados em um tubo de

microcentrifuga de 1,5 ml, 290ul de tampéao (30mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 1%
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SDS), 10ul de proteinase K (10mg/ml) e um fragmento de tecido do tamanho

de "2 de gréo de arroz; colocar em banho Maria a 55°C por 2 — 3horas e
adicionar 100ul de NaCl (5M), invertendo os tubos para misturar o material. Em
seguida, centrifugar o material a 10.000 rpm por 10 min a 25°C, remover para
outro tubo cerca de 300ul do sobrenadante, adicionar 600ul de etanol 100%
gelado e manter no freezer -70°C por 20 min. Em seguida, centrifugar por 30
min a 14.000 rpm ou 40 min a 12.000 rpm a 4°C, descartar o sobrenadante e
adicionar 1ml de etanol 70%. Centrifugar 10 min a 12.000 rpm, descartar o
sobrenadante e secar por 30 min a 37°C ou deixar os tubos abertos em cima
de um guardanapo dentro de uma gaveta de um dia para o outro. Finalmente,
adicionar 200ul de agua milli-Q autoclavada.

Na amplificagdo dos locos de microssatelites foi utilizado o protocolo
descrito no tépico anterior. Alem dos primers microssatelites desenvolvidos
para a espécie Prionace glauca, foram também testados 6 primers da espécie

Rhinobatos horkelli relacionados na Tabela 1.

3.2.3. Analises Inter e Intrapopulacional.

As anadlises de variancia molecular (AMOVA) foram realizadas com o
uso do programa Arlequin v3.1 (Excoffer et al., 2005). O niumero e a riqueza de
alelos foram estimados através do programa Fstat 2.9.3.2 (Goudet et al., 2002).

Os parametros coeficiente de endogamia (Fis), desequilibrio de ligacao,
diferenciacdo populacional alélica e genotipica (teste Exato de Fisher) e
freqléncia de alelos nulos foram estimados através do programa Genepop V.

4.0 (Rousset, 2007).
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Tabela 1 - Primers de microssatelites da espécie Rhinobatos horkelli*
utilizados.

T, Tamanho do

Locus Repeticoes Primers (5°-3’) °C) alelo (pb)
BI2 (AC)y R:GTAGCAATGGGGACTTGA 53 263
F:CTCTCTCTCACACACACACA
A2 (GT)3, F: GGACTAACGTGTGTGTGTGT 54 167
R: GACATCCAACCCCACTCT
A4 (GA) F: GCGTGGACTAACTTGCTATC 51 157
R: GTACACCTTGACCTTGCTGT
A7 (TG)s0 (AG)14 F: TATCGGCAGCTAGATTGG 50 179
R: CTCTCTCTCCCTGTCTTCCT
A9 (TC)s4 (AC)4y F: CTGTGTGCTTGTGAGGTGT 55 168
R: GGCTTATCTGTGAGTTCCAC
C5 (AG)14 F: TGTGTCGGTGTATCTGAGAG 51 153
R: TGGATTTGTCAGGACTGG
Cc7 (AC)s, F: ACTAGCGTGGGAACATACAC 50 191
R: ATGAGAGGACAGAGGGAAAC
E4 (AC) 4 F: GGGTGAGATACACACACACA 54 201

R: ACAGCATGGTAGTCAGATCC

* Ferreira e Ferrette (em preparagéo)

As distancias genéticas de Nei (1978) e chord de Cavalli-Sforza &
Edwards (1967) foram calculadas através do programa MSA 4.05 (Dieringer &
Schlotterer, 2003). A determinacdo do numero populacional mais provavel para
0 conjunto de dados amostrados e o teste de atribuicdo a essas populacoes foi
realizado através da andlise bayesiana implementada no programa Structure
2.3.3 (Pritchard et al,, 2000), sendo que o numero de populagbes K foi
estimado com modelo de ancestralidade ndo misturada, com os alelos néo
relacionados. Para cadeias de Monte Carlo Markov (MCMC) foram usadas
500.000 simulagdes e 100.000 geragdes de "burn-in” foram usadas para cada
valor de K, para permitir uma maxima resolucdo nas separagdes das

populacdes. Os demogramas construidos com valores de distancia foram
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obtidos através do método UPGMA pelo programa Neighbor, implementado no

pacote computacional Phylip 3.6 (Felseinstein, 2005).
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4 Resultados

4.1 Caracterizacdo dos primers de microssatelite

Na prospeccao de primers microsatélites de tubardo-azul Prionace
glauca, foram utilizadas amostras de 35 individuos de uma populacao
proveniente do Rio Grande do Sul, capturados em entre as latitudes 30°5’ e
33°08 da costa brasileira. Foram obtidos segmentos de DNA contendo
sequéncias microssatélites em aproximadamente 96 clones. Destes, 48 foram
sequenciados, sendo que somente 15 apresentaram boas sequéncias
flanqueadoras a regido microssatélite (Tabela 2).

Entre os 15 primers analisados, trés nao apresentaram bandas de
amplificacdo, cinco foram monomorficos e sete apresentaram-se altamente
polimérficos. Os primers polimérficos foram TBO01, onde 27 individuos
apresentaram amplificacdo e o numero de alelos identificado foi 13; para TB02
27 individuos apresentaram amplificacdo, sendo identificados 15 alelos; TB04
com 31 amostras amplificadas e 8 alelos; TB08 com 29 amplificacées e 19
alelos; TB13 com 27 amplificacées e 7 alelos; e TB15, com 30 amostras
amplificadas e 11 alelos. Os sete lécus polimérficos apresentaram de 7 a 22

alelos por lécus (média=13,5).
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Figura 5 - Gel de poliacrilamida polimorfo usando o primer TB15 em amostras

do tubardo-azul Prionace glauca obtidas no Rio Grande do Sul.

Figura 6 - Gel de poliacrilamida polimorfo usando o primer TB04, em amostras

do tubarao-azul Prionace glauca obtidas no Rio Grande do Sul.

Figura 7 - Gel de poliacrilamida polimorfo usando o primer TB08, em amostras

do tubarao-azul Prionace glauca obtidas no Rio Grande do Sul.

Figura 8 - Gel de poliacrilamida polimorfo usando o primer TBO1, em amostras
do tubarao-azul Prionace glauca obtidas no Rio Grande do Sul.
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Figura 9 - Gel de poliacrilamida polimorfo usando o primer TB02, em amostras
do tubardo-azul Prionace glauca obtidas no Rio Grande do Sul.

Figura 10 - Gel de poliacrilamida polimorfo usando o primer TB13, em

amostras do tubarao-azul Prionace glauca obtidas no Rio Grande do Sul.

Figura 11 - Gel de poliacrilamida polimorfo usando o primer TB10, em

amostras do tubardo-azul Prionace glauca obtidas no Rio Grande do Sul.
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4.2 Anélise populacional

4.2.1 Analise intrapopulacional e variagdo dos microssatélites

Os oitos locos polimérficos identificados em Prionace glauca foram
utilizados nas analises das amostras desta espécie provenientes das regides
de Rio Grande do Norte, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, tendo sido verificado
que:

Nos individuos da populagdo da regiao do Rio Grande do Sul, o primer
TBO1 revelou a presenca de bandas de amplificagdo em 27 individuos, com a
observacao de 13 alelos; primer TB02 - presenca bandas de amplificacdo em
27 individuos com 15 alelos encontrados; TB04 - presenca bandas de
amplificacdo em 31 individuos com 8 alelos encontrados; TB08 - presenca
bandas de amplificagdo em 29 individuos com 19 alelos encontrados; TB10 -
presenga bandas de amplificagdo em 28 individuos com 22 alelos encontrados;
TB13 - presenga bandas de amplificagdo em 27 individuos com 7alelos
encontrados; TB15 - presenca bandas de amplificagdo em 30 individuos com
11 alelos encontrados; e B12 — com a presenga bandas de amplificagdo em 25
individuos com 14 alelos encontrados. Os oitos lécus polimérficos
apresentaram de 7 a 22 alelos por lécus (média=13,5) e heterozigosidade
esperada (He) variando de 0,72 a 0,93. O indice de endogamia (Fis) variou de -
0,01 a 0,65 e sete dos oitos I6cus analisados apresentaram desvio significativo
do HWE (Tabela 3).

Na populagé@o da regiao do Rio Grande do Norte o primer TBO1 revelou
a presenca bandas de amplificacdo em 30 individuos com 24 alelos
encontrados; TB02 - presenca bandas de amplificagdo em 24 individuos com

15 alelos encontrados; TB04 - presenca bandas de amplificacdo em 29
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individuos com 19 alelos encontrados; TB08 - presenga bandas de
amplificacdo em 27 individuos com 24 alelos encontrados; TB10 - presenca
bandas de amplificagdo em 30 individuos com 25 alelos encontrados; TB13 -
presenga bandas de amplificacdo em 28 individuos com 9 alelos encontrados;
TB15 - presenga bandas de amplificagdo em 30 individuos com 12 alelos
encontrados; e B12 — com a presengca bandas de amplificagdo em 27
individuos com 15 alelos encontrados. Nesta populacao observou-se de 9 a 24
alelos por l6cus (média=19,37) e heterozigosidade esperada (He) variando de
0.7506 a 0.9630. O indice de endogamia (Fis) variou de 0,1124 a 0,6609 e os
oitos l6cus analisados apresentaram desvio significativo do HWE (Tabela 4).
Para as amostras obtidas na regido de Séo Paulo obtiveram-se padrdes
de amplificagdo para os primers conforme segue: TBO1 - presenca bandas de
amplificacdo em 28 individuos com 21 alelos encontrados; TB02 - presenca
bandas de amplificagdo em 27 individuos com 24 alelos encontrados; TB04 -
presenga bandas de amplificagdo em 30 individuos com 11 alelos encontrados;
TB08 — presenga bandas de amplificacdo em 22 individuos com 23 alelos
encontrados; TB10 - presenca bandas de amplificacdo em 24 individuos com
23 alelos encontrados; TB13 - presenga bandas de amplificagdo em 26
individuos com 13 alelos encontrados; TB15 — presenca bandas de
amplificacdo em 24 individuos com 15 alelos encontrados; e B12 — com a
presenca bandas de amplificacdo em 28 individuos com 18 alelos encontrados.
De modo geral esta populagdo apresentou de 11 a 24 alelos por lécus
(media =18,5) e a heterozigosidade esperada (He) de 0,1786 a 0,7143. O indice
de endogamia (Fis) variou de 0,1955 a 0,7838, sendo que todos os locos

apresentaram desvio significativo do HWE (Tabela 5).
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Tabela 3 - Analise dos locos microssatélites polimérficos identificados em Prionace
glauca nas amostras da populacdo do Rio Grande do Sul. Ta - temperatura de
anelamento; n - tamanho da amostra; A - nimero de alelos; Ho - heterozigosidade
observada; He - heterozigosidade esperada. Hardy-Weinberg (EHW); NS - nao
significativo, * P <0,05, ** P <0,01.

Locus T.(°C) n A Ho He HWE F;

TBO1 50 27 13 0.4444 0.8477 * 0.4658
TB02 50 27 15 0.8710 0.8847 NS  -0.0006
TB04 50 31 8 0.6552 0.7822 ** 0.1477
TB08 51 29 19 0.9333 0.9390 ** -0.0108
TB10 56 28 22 0.4815 0.9231 ** 0.4686
B12 53 25 14 0.6667 0.9202 * 0.2601
TB13 50 27 7 0.4074 0.7170 o 0.4211
TB15 51 30 11 0.2963 0.8784 * 0.6563

Tabela 4 - Analise dos locos microssatélites polimérficos identificados em Prionace
glauca nas amostras da populacdo do Rio Grande do Norte. Ta - temperatura de
anelamento; n - tamanho da amostra; A - nimero de alelos; Ho - heterozigosidade
observada; He - heterozigosidade esperada. Hardy-Weinberg (EHW); NS - ndo
significativo, * P <0,05, ** P <0,01.

Locus T{(C) n A H H: HWE F

TBO1 50 30 24 0.8333 0.9548 **  0,1124
TBO2 50 24 24 0.6667 0.9601 **  0,2909
TBO4 50 29 19 0.7586 0.9335 **  0,1730
TBO8 51 27 24 0.6667 0.9630 **  0,2946
TB10 56 30 25 0.4333 09452 **  0,5338
B12 53 24 18 0.4583 0.9087 **  0,4849
TB13 50 28 9 0.2500 0.7506 **  0,6609
TB15 51 30 12 0.3929 0.8740 **  0,5423

Tabela 5 - Analise dos locos microssatélites polimérficos identificados em Prionace
glauca nas amostras da populacdo da regiao de Sao Paulo. Ta - temperatura de

anelamento; n - tamanho da amostra; A - nimero de alelos; Ho - heterozigosidade
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observada; Hg - heterozigosidade esperada. Hardy-Weinberg (EHW); NS - nao
significativo, * P <0,05, ** P <0,01.

Locus T°C) n A H, He HWE Fis
TBO1 50 28 21 0,2857 0,7143 ** 0,2292
TB02 50 27 24 0,3333 0,6667 ** 0,2921
TB04 50 30 11 0,5333 0,4667 * 0,4437
TB08 51 22 23 0,3182 0,6818 * 0,2707
TB10 56 24 23 0,2500 0,7500 ** 0,1955
B12 53 28 18 0,3750 0,6250 ** 0,3220
TB13 50 26 13 0,8214 0,1786 ** 0,7838
TB15 51 24 15 0,7308 0,2692 ** 0,7226

4.2.2 Analise interpopulacional

Nas andlises entre as trés populagdes foi constatado um total de 236
alelos por locos, com a média de 29,5 alelos; a heterozigosidade esperada (Hg)
variou de 0,8713 a 0,9618, apresentando a média de 0,9340, enquanto a
heterozigosidade observada ((Ho) foi de 0,2651 a 0,7692, com a media de
0,5659. Todas as populacbes se apresentaram em desequilibrio de HWE
(Tabela 6).

A diferenciacdo genética identificada entre as populagdes estimada pelo
indice Fst para todos os locos e para todos os pares de populagdes apresentou
valores moderados, variando de 0.0148 a 0.1331, com a média de 0.0506 e
valores de p altamente significativos (p< 0,05), indicando a ocorréncia de
diferenciacao genética entre as populagbes de Prionace glauca analisadas
(Tabela 7). O indice de Rsr estimado para todos os locos e para todos os pares
de populagdes apresentou valores variando de 0.0774 a 0.2667 e valores de p

significativos (p< 0,05) para as oitos comparacdes realizadas (Tabela 8).
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A Analise Hierarquica de Variacao Molecular (AMOVA, Excoffier et al.,
1992) foi obtida considerando-se todas as populagdes em um mesmo grupo e
divididas em dois grupos distintos nos quais as populagcdes foram agrupadas
de acordo com a regido geografica e seguindo o padrdao apresentado pelo
dendograma para as populagcées. O método de AMOVA permite ainda a
utilizacdo de ambos os indices, Fst e Rst, 0s quais foram utilizados neste
trabalho.

Quando se considera todas as populacbes em um mesmo grupo, a
maior parte da variabilidade foi encontrada dentro das populagdes com valores
de 94,54% para Fst e 81,04% para Rst. A variabilidade entre as populagdes
apresentou valores de 5,46% em Fst e 18,96% em Rst as quais foram
altamente significativas (p<0,0001) indicando estruturagdo nas populagdes de
P. glauca.

O fluxo génico para todos os locos entre todas as populagcdes foi
estimado em Nm=4,69 migrantes por geracdo de acordo com Nei (1987)

indicando a existéncia de fluxo génico entre as populacoes.
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Tabela 7 - Diferenciacao genética (Fst) entre pares de populagbes de tubardo-

azul Prionace glauca para todos os locos.

RS RN SP
RS 00000
RN 0,06669 000000
SP 0,04475 0,05175 00000

Tabela 8 - Diferenciagao genética (Rst) entre pares de populagdes de tubarao-

azul Prionace glauca para todos os locos.

RS RN SP
RS 00000
RN 0,07741 000000
SP 0,26670 0,21037 00000

Tabela 9 - Analise AMOVA considerando todas as populagées em um mesmo

grupo utilizando o indice Fsr.

Fonte da variagao Graude  Somados Componentes de % de
liberdade quadrados variagao variagao

Entre populagdes 4 24,610 0,15265 Va 5.46

Dentro das populagdes 187 494,616 2.64500 Vb 94.54

Total 189 519,226 2.79765

Indice de fixacdo Fst: 0.05456
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Tabela 10 - Analise AMOVA considerando todas as populagdes em um mesmo

grupo utilizando o indice Rsr,

Fonte da variagao Grau de Soma dos Componentes de % de

liberdade quadrados variacao variacao
Entre populagbes 4 7707.600 57.04475 Va 18.96
Dentro das populagcdes 187 45584.642 243.76814 Vb 81.04
Total 189 53292.242 300.81289

Indice de fixacdo Rsr:0.18964

Al others

Cluster 2 Cluster 3

® RS

@ SP

RN

Figura 12 - Triangle plot obtido pela aplicacdo do programa Structure 2.2,
representando as atribuicbes dos gendtipos para cada populagédo e
dendograma gerado a partir da distancia de Nei(1978) através do método
UPGMA. Populacédo da regiao do Rio Grande do Sul (vermelho); da regido de
Sao Paulo (azul); e da regido do Rio Grande do Norte (verde).
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A analise bayesiana realizada para avaliar os niveis de variacao entre as
populacdes e fluxo génico entre elas confirmam a existéncia de estruturacao
populacional moderada para as amostras de Prionace glauca nas trés
amostras analisadas, como mostram na Figura 12 o “Triangle plot” gerado no
Structure 2.2 e 0 dendograma baseado na distancia de Nei (1978) obtido pelo
método UPGMA. Nestes elementos graficos pode ser identificada a formagéo
de um agrupamento contendo representantes das populagdes da regiao do Rio
Grande do Sul e da regidao de Sao Paulo, e outro contendo os representantes

da regiao do Rio Grande do Norte, identificados claramente no cladograma.
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5 Discussao

5.1 Caracterizagdo dos primers microssatélites

Entre os 15 pares de primers desenvolvidos especificamente para o
tubardo-azul Prionace glauca, oito locos foram altamente polimoérficos e oito
foram monomérficos. O numero de alelos em cada loco, a heterozigosidade
observada e esperada, o coeficiente de endogamia (Fis) e o desequilibrio de
Hardy-Weinberg (WHE), calculados pelo Genepop, apresentaram de 7 a 22
alelos/lécus com média de 13.5 e heterozigosidade média esperada de 0,8615.
Seis dos sete loci polimorficos apresentaram desvios de Hardy-Weinberg
(P<0,05), que podem ser resultado da presenca de alelos nulos ou ao sistema
de acasalamento ou ainda a efeitos da endogamia (Hoarau et. al., 2002).

A andlise das caracteristicas genéticas revelou que a quantidade de
locos polimoérficos e o numero de alelos por loco se apresentaram
relativamente  baixos, considerando que locos microssatélites séo
potencialmente multialélicos (Brondani et al., 1998; Goldstein & Schlétterer,
1999; Ellegren, 2004). Em trabalhos de prospeccdo de microssatélites para
espécies de tubardes também foi constatada a existéncia de um numero
razodvel de regides gendmicas repetitivas e na grande maioria dos
microssatélites identificados ficou caracterizada a auséncia de polimorfismos
populacionais (Heist & Gold 1999; Feldhein et al., 2001; Feldhein et al., 2007).
Contudo, os locos microssatélites polimérficos identificados apresentaram altos
niveis de resolucdo em analises de estruturacdo genética para diversas
espécies de tubardes. Assim, considera-se que os marcadores microssatélites

desenvolvidos neste trabalho também sao Uteis na avaliacdo de estoques
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pesqueiros, podendo fornecer importantes informacdes para a gestao da pesca
de P. glauca.

As analises utilizando os primers desenvolvidos para o tubardo P. glauca
e os primers heter6logos desenvolvidos para o género Rhinobatos revelaram
alto grau de polimorfismo (media de alelos= 29,50), consistente com a media
de alelos observados em outras espécies de peixes (De Woody & Avise, 2000).
O desvio significativo do equilibrio de HWE (P<0,05) apresentado entre os
locos nas trés populagdes analisadas pode ter ocorrido devido ao déficit de
heterozigotos revelados pelo indice de endogamia Fis, onde os valores variam
de -1 a +1 e no qual os valores negativos indicam que ha excesso de
heterozigotos e valores positivos indicam que ha déficit de heterozigotos
(Wright, 1978), (Tabelas 3, 4 e 5).

Uma das possiveis causas do déficit de heterozigotos poderia estar
relacionada a presencga de alelos nulos, sendo sua frequéncia comum em locos
de microssatélites (Callen et al., 1993; O’'Connell & Wrigth, 1997). Por outro
lado, ndo pode ser descartada a hip6tese de que uma causa provavel da
ocorréncia de alelos nulos poderia ser a baixa eficiéncia de hibridagdo do
primer utilizado para amplificagdo do loco microssatélite, devido a ocorréncia
de uma mutacao simples em um ou em ambos os sitios de ligacdo desse
primer (Callen et al., 1993; Dakin & Avise, 2004).

Do mesmo modo, o baixo indice de heterozigotos encontrado e desvio
significativo dos valores de HWE identificado nas analises poderia estar
relacionado ao efeito de outras variaveis como endogamia e selegao atuando

sobre os locos analisados, o que levaria a queda na riqueza alélica. No
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entanto, tais resultados permitem apenas uma suposicao das possiveis causas

para o desvio de HWE encontrado.

5.2 Analise populacional

Os oitos locos polimorfos utilizados no presente trabalho revelaram a
existéncia de estruturacdo génica moderada entre as trés populacdes
analisadas. Segundo Wright (1978), valores de Fsr entre 0 e 0,05 seriam
indicativos de uma baixa estruturacédo; valores entre 0,05 a 0,15 indicariam
uma estruturacdo moderada; valores entre 0,15 a 0,25 corresponderiam a
niveis de estruturacdo genética alta e valores acima de 0,25 indicariam forte
estruturacdo genética, podendo estar relacionados a distincdo entre espécies,
em casos extremos. Para a espécie P. glauca os indices de Fsr mostraram-se
altamente significativos e relacionados a uma diferenciagdo genética
correspondente a de estruturagcdo populacional, com a existéncia de um nivel
de fluxo génico moderado entre populagdes das trés localidades estudadas
(0.0447 a 0.0666; p>0.05). Nas andlises utilizando o indice Rst (0,0774 a
0,2667) foi encontrado um espectro maior de diferenciacao populacional. Neste
caso poderia ser considerada a existéncia de diferencas nos modelos de
mutacao para justificar a diferenciagdo encontrada.

Enquanto o indice Fsr baseia-se no modelo de mutacdo de alelos
infinitos (IAM), o indice de Rst baseia-se no modelo de mutacao stepwise
(SMM). Mais frequentemente, o modelo stepwise é utilizado em estudos
utiizando marcadores microssatélites, enquanto o modelo de mutagdo de
alelos infinitos é aplicado com maior recorréncia em analises de sequencias de

DNA. De modo geral espera-se obter indices de Rst maiores do que os indices
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de Fsr (Slatikin, 1995). A analise hierarquica de variacado molecular (AMOVA,
Excoffier et al.,, 1992) mostrou existir diferenciacdo entre as populacdes de P.
glauca analisadas quando utilizados ambos os indices (Fst — IAM e Rst - SMM)
e para ambas as formas de agrupamento das populagdes (um Unico grupo e
divididas em dois grupos), indicando assim, de modo mais incisivo, a existéncia
de estruturagdo genética nestas populacoes (Tabelas 9 e 10).

O indice de fluxo génico constatado para todos os locos foi de 4,69
integrantes por geracao. Segundo Nei (1987), valores de Nm acima de 1
indicam que o fluxo génico constituiria um fator atuante para a diferenciacao
genética entre as populacées. Porem, os resultados denotam que as
populagdes de P. glauca analisadas estdo geneticamente estruturadas, ainda
que com baixos niveis, e que o valor do fluxo corresponde a um nivel efetivo de
migragbes com cruzamentos interpopulacionais. O fluxo génico, mesmo entre
populacdes geograficamente distantes, pode ser mais bem compreendido pela
observacao das taxas de migracao da espécie.

Na analise realizada utilizando o programa Structure 2.2 foi gerado o
Triangle plot que demonstra visualmente as relagdes geograficas entre as
populagdes, denotando a estruturacdo genética pelo distanciamento dos
hapl6tipos, bem como a existéncia de fluxo génico entre os haplétipos
compartilhados geograficamente. O dendograma elaborado a partir da
distancia de Nei (1978) para verificar as relagbes existentes entre as
populagdes indica, de modo incisivo, a formag¢ao de um grupo formado pelos
individuos capturados na regido do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo e outro
constituido pela populacao da regiao do Rio Grande do Norte. Tal resultado ja

era esperado uma vez que, em linhas gerais, a sequéncia dos eventos e
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processos que conformam o ciclo reprodutivo do tubardo-azul no Oceano
Atlantico segue um padrao anual e a distribuicdo espacial desses eventos
apresenta limites latitudinais.

Para a espécie P. glauca a cépula deve ocorrer principalmente na regiao
entre latitudes 20° e 35°S, no periodo de setembro a dezembro; a ovulagdo e o
desenvolvimento inicial dos embrides até o CF de 25 cm, ocorre entre as
latitudes 0° e 35°S, no periodo de janeiro a julho, ap6s o qual as fémeas
migram em dire¢do ao sul, abandonando a regido equatorial e se concentrando
na regiao entre as latitudes 25° e 35°S, para completar a gestacao na segunda
metade do ano (Hazin et al., 2000). No nordeste do Brasil o parto nesta espécie
acontece em latitudes superiores a 30°S, principalmente ao sul de 35°S no
periodo entre os meses de setembro e dezembro. Hazin et al., (2000)
reconhecem, contudo, que o parto ndo deve ocorrer nessa regido, pois a
escassez de fémeas de julho a dezembro sugere uma possivel migragéo para
o Golfo de Guiné, na costa africana. Este fato € corroborado por Castro e
Mejuto (1995) que relacionaram o aumento no tamanho médio dos embrides de
acordo com a longitude, sugerindo que as fémeas gravidas estariam migrando
em direcao leste nos meses de junho a agosto. Estes autores, entretanto, nao
especificam se as amostras foram obtidas durante esses trés meses em todas
as faixas de longitude.

Dados sobre a pesca realizada ao longo dos trés meses na direcéo
oeste-leste (Hazin et al., 1994b; 2000), no sudeste e sul do Brasil (Amorim,
1992; Amorim et al., 1998; Vooren, 1999; Legat, 2001; Azevedo, 2003) e no
Golfo de Guiné (Castro e Mejuto, 1995), parecem indicar que a distribuicao

sazonal e espacial das fases do ciclo reprodutivo de P. glauca abrangem toda a
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bacia oceanica do Atlantico Sul, entre 0° e 40°S (Fig. 2.17b), como também
ocorre nos oceanos Atlantico Norte e Pacifico Norte (Nakano, 1994; Kohler et
al., 1998). Assim, a cépula ocorreria no Sudeste e Sul do Brasil na primavera e
inicio do verao, de outubro a janeiro. Apés isso as fémeas migram em direcao
norte, a procura de aguas tropicais favoraveis ao desenvolvimento inicial dos
embrides, permanecendo na regiao equatorial até o final do inverno (Hazin et
al., 1994b; Castro e Mejuto, 1995), quando iniciam a migracdo em dire¢édo sul,
chegando a faixa latitudinal do sul do Brasil (Lat < 25°S) a partir de setembro e
outubro em estado avancado de gestacdo, com embrides préximos ao tamanho
de nascimento (CF = 40 cm). O parto ocorreria no periodo de setembro a
dezembro, ao sul de 33 °S, em regidao ainda desconhecida.

A posicéo latitudinal da &rea de criagdo, onde se concentram os jovens-
do-ano de ambos os sexos e machos juvenis, é dependente da massa de agua
subtropical, (Agua Central do Atlantico Sul — ACAS), que apresenta
temperaturas de 16 a 18°C, formada pela convergéncia entre a corrente do
Brasil, com agua tropical que flui em dire¢édo sul e a corrente das Malvinas, que
se caracteriza como massa de agua subantartica que flui em diregcdo norte
(Garcia, 1997).

Os empreendimentos visando a conservacao de espécies e populagdes
devem ser empregados de forma a se conseguir, além da preservacao dos
elementos bioldgicos no ambiente, também a adocdo de medidas de manejo
adequado. Nesse aspecto, trabalhos que indiguem o que deve ou ndo ser
conservado, bem como os procedimentos que devem ser utilizados nesta
atividade, sao fundamentais. Os resultados da andlise das amostras referentes

as populagdes da espécie de tubardo-azul Prionace glauca, representando trés
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pontos de captura proximos a costa brasileira, mostram que estas se
apresentam estruturadas geneticamente, ou seja, a diversidade genética
encontrada nos exemplares das trés amostras se apresenta determinante da
existéncia de agrupamentos diferenciados entre si. Ainda que de modo pouco
incisivo, as populagdes da regido Dio Rio Grande do sul e de Sdo Paulo podem
ser agrupadas, com diferengca demonstrada em relagdo a populagédo da regiao
do Rio Grande do Norte. Dessa forma, para manter a variabilidade genética
nessa espécie pode-se propor, com base nestes resultados, que as atividades
de conservacgao identifiguem a populacao do Rio Grande do Norte de forma
independente as das regides do Rio Grande do Sul e de Sao Paulo, que
mantém certa identidade.

Mesmo para a espécie estudada, estudos posteriores podem
indicar a necessidade de ampliar a abrangéncia do processo de conservagao.
Como o tamanho das populacdes obedece a um processo dinamico de
sustentacdo, ha a necessidade também do controle de outros fatores como
aqueles determinados pela pesca nestas regides, para que a variabilidade
genética existente seja mantida. Porém, como sdo questionaveis os esforgcos
empregados para conservar a variabilidade neutra, identificada pelos
marcadores moleculares aqui empregados, do tipo microssatélite, sao
fundamentais estudos que indiquem a variabilidade adaptativa e também a
capacidade de suporte da pesca nestas regides, para saber se é possivel
manter o tamanho populacional efetivo que garanta a diversidade genética.

Considera-se, pois, que os resultados obtidos neste trabalho, com a

caracterizacdo da estrutura populacional de P. glauca em pontos diferentes da
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costa brasileira podera servir de auxilio para o estabelecimento de planos de

manejo e de conservacao da espécie.
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