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RESUMO

Sphyrna lewini é uma das trés grandes espécies de tubardo martelo que tém distribuicédo
global e que realizam grandes migragdes. Esta espécie utiliza zonas estuarinas como regioes
de reproducdo e alimentagdo. Aspectos da genética de S. lewini ja sdo conhecidos, no entanto,
nenhum estudo abordou juvenis de zonas estuarinas do Atlantico Sul e sua possivel conexdo
com o restante do Atlantico, incluindo ecossistemas insulares. Dentro deste contexto, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar juvenis de Sphyrna lewini de um complexo estuarino
no nordeste do Brasil quanto a sua genética. Um total de 27 amostras de S. lewini foram
obtidas, sendo 22 em uma zona de estuério (estuarios dos rios Sergipe e Vaza-Barris, no
estado de Sergipe) e cinco do Arquipélago de S@o Pedro e S&o Paulo (ASPSP), um
arquipélago oceanico localizado entre o Brasil e a Africa. Estas amostras tiveram o seu DNA
extraido e a regido controle do DNA mitocondrial parcialmente sequenciada (699 pb).
Sequéncias de DNA homologas obtidas de exemplares de S. lewini amostrados em outras
regides geograficas do globo foram obtidas através da base de dados GenBank. A populagédo
de juvenis de Sphyrna lewini do complexo estuarino em Sergipe tem alta diversidade
genética. A elevada estruturacdo genética entre juvenis € compativel com o padrdao filopatrico
das fémeas adultas ja conhecido para a espécie. O compartilhamento de hapl6tipos entre os
juvenis de Sergipe e individuos adultos amostrados em regides distantes dentro do Atlantico

sugere um grau, pelo menos historico, de conectividade para a espécie.

Palavras-chave: Chondrichthyes, elasmobranquio, estuario, DNA



ABSTRACT

Sphyrna lewini is one of the three large species of hammerhead sharks that have a global
distribution and undertake long migrations. This species uses estuarine zones as a mating and
feeding ground. Some aspects of S. lewini genetics are known, but no study investigated
juveniles of estuarine zones in the south Atlantic and their possible connection with other
parts of this ocean, including insular ecosystems. Based on this the main goal of this study
was to characterize the genetic structure of juveniles of S. lewini of an estuarine complex in
northeast Brazil. A total of 27 samples of S. lewini were obtained, where 22 came from an
estuarine zone (Sergipe and VVaza-Barris rivers estuary, Sergipe state) and five came from the
Saint Peter and Saint Paul Archipelago (SPSPA), an oceanic archipelago located between
Brazil and Africa. These samples had their DNA extracted and the control region of
mitochondrial DNA partially sequenced (699 bp). Homologous DNA sequences obtained
from S. lewini samples from other regions were taken from the GenBank database. The
population of juveniles S. lewini of the estuarine complex in Sergipe has a high genetic
diversity. The high genetic segregation among juveniles is consistent with the adult females
pattern of philopatry already known for the species. The sharing of haplotypes between
juveniles of Sergipe and adults from regions far away within Atlantic suggests a connectivity,
at least historical, for the species.

Keywords: Chondrichthyes, Elasmobranchii, estuary, DNA
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1. INTRODUCAO

1.1 Biologia e Conservacao

Os tubarbes-martelo, nome recebido devido ao formato da cabeca, pertencem a
familia Sphyrnidae. Essa familia € composta por nove espécies: Eusphyra blochii, Sphyrna
corona, Sphyrna gilberti, Sphyrna lewini, Sphyrna media, Sphyrna mokarran, Sphyrna
tiburo, Sphyrna tudes e Sphyrna zygaena (WEIGMANN, 2016). Sphyrna lewini (Griffith and
Smith 1834) difere morfologicamente das outras por meio de um entalhe principal na margem
anterior da cabeca e outros dois menores nas laterais do entalhe principal, dando-lhe um
aspecto recortado (EBERT et al., 2015). Adultos desta espécie ocorrem em &reas costeiras,
incluindo estuérios, e de oceano aberto do mundo todo. Os estuarios s&o ambientes essenciais
ndo somente para S. lewini. Isto porque 0s estuarios servem como areas de alimentagédo
(BETHEA et al., 2004), zonas de bergario (HEUPEL et al., 2007) e até residéncia para
adultos de determinadas espécies (BETHEA et al., 2015). A degradacdo dos estuarios esta
relacionada ao declinio de diferentes espécies de tubardes e raias, 0 que mostra a importancia

desses locais para diferentes grupos (KNIP et al., 2010).

Sphyrna lewini é um predador de topo de alta importancia ecoldgica
(BORNATOWSKI et al., 2014a). A espécie preda peixes 6sseos, cefalopodes e crustaceos,
e até outros elasmobranquios (BORNATOWSKI et al., 2014b). E vivipara, com um periodo
gestacional entre 9 e 12 meses que pode ser seguido por um periodo entre gestacdes de um
ano (BRANSTETTER, 1987; LIU & CHEN, 1999). Fémeas maturam por volta dos 212 cm
de comprimento total (CT) e machos entre 140 e 165 cm CT (COMPAGNO, 1984). Entre as
razdes que justificam o tamanho das fémeas serem maiores que os dos machos ao atingirem
a maturacdo, estd o fato delas migrarem primeiro durante a vida (KLIMLEY, 1987). As
fémeas saem das zonas de bercario com tamanhos menores que 0s machos e se alimentam de
presas pelagicas durante esse movimento (HOYOS-PADILLA et al., 2014). Isso faz com que
as fémeas crescam mais rapidamente que os machos e acumulem reserva energética para
suportar a gestacdo. Alem disso, as fémeas tendem a voltar e permanecer em uma mesma

regido para a reproducdo, comportamento denominado filopatria (DUNCAN et al., 2006).

A filopatria é, em linhas gerais, a tendéncia de um individuo permanecer ou retornar
para um local particular, seja para a reproducdo (zonas de bercario) ou alimentacdo
(PORTNOY & HEIST, 2012). Por exemplo, a filopatria pode se refletir em um uso

prolongado de zonas de bercario por fémeas maduras para a reprodugdo durante muitos ciclos
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reprodutivos (DUDGEON et al., 2012). A filopatria pode ser documentada através de
marcacao e observacédo por longos periodos (CHAPMAN et al., 2009). Uma outra forma de
se documentar a filopatria é por meio de ferramentas genéticas, que permitem identificar os

individuos e tracar movimentos ao longo de geracdes (CHAPMAN et al., 2009).

Assim como a maioria dos tubardes, S. lewini é particularmente vulneravel a sobre-
exploracdo devido a caracteristicas da histdria de vida (crescimento lento, maturidade sexual
tardia e baixa fecundidade). A sobre-exploracdo de tubardes por produtos que variam da
carne as nadadeiras tem aumentado nas Ultimas décadas (DULVY et al., 2014). A captura
global de tubardes em 2010 foi estimada em aproximadamente 100 milhdes de espécimes
(WORM et al., 2013). Apds a sobrepesca, a maioria das populagdes leva décadas para se
recuperar (STEVENS et al., 2000). Além disso, por serem predadores de topo, sua remocao
causa uma série de impactos na cadeia trofica e no balanco do ecossistema (MYERS et al.,
2007).

O tubardo martelo S. lewini € capturado tanto intencionalmente quanto como fauna
acompanhante em muitas pescarias globais. A pesca direcionada é principalmente motivada
pelas nadadeiras, muito apreciadas no mercado asiatico (ABERCROMBIE et al., 2005). A
captura acidental vem, principalmente, das pescarias de atuns e afins (MILLER et al., 2013).
Por formar cardumes, S. lewini esta mais sujeito a ser capturado em grandes quantidades
(HAYES et al., 2009). Além disso, a espécie tem baixa resiliéncia a exploragédo por sé atingir
a maturacdo sexual com mais de 10 anos de idade (10 anos para machos e 15 anos para
fémeas). Atualmente, a espécie € listada como Criticamente Ameacada pela Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza - IUCN (RIGBY et al., 2019). A espécie
também esté listada no Apéndice Il da Convencéo Internacional de Comércio de Espécies
Ameacadas da Fauna e da Flora — CITES (CITES, 2019). No Brasil, a portaria 445 de 2014
reconhece Sphyrna lewini como parte da fauna brasileira ameacada de extincédo e proibe sua
captura (BRASIL, 2014). Apesar disso, a espécie ainda € uma das mais comercializadas no
pais entre o0s elasmobranquios (BERNARDO et al., 2020). A Comissao Internacional para a
Conservacdo do Atum Atlantico (ICCAT) propés uma recomendacdo proibindo a
manutencdo a bordo, o desembarque e a venda de tubar6es martelo capturados em pescarias

manejadas pela mesma (ICCAT, 2010).
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1.2 Genetica e Marcadores Moleculares

A genética pode auxiliar no manejo pesqueiro e na conservacdo dos tubardes. Por
meio da genética molecular, é possivel comparar gendtipos de individuos diferentes,
identificar espécies, o grau de estruturacao populacional, de filopatria, a filogeografia e outras
questdes (DUDGEON et al., 2012). Uma grande vantagem dos métodos moleculares é que
mesmo pequenas amostras de tecido contém o DNA nuclear e mitocondrial completos do
individuo. As ultimas décadas mostraram avancos em varias areas de estudo, como a
taxonomia e sistematica, resultantes da aplicacdo das analises genéticas, embora algumas

vezes haja um conflito entre essas areas (DUDGEON et al., 2012).

Para o estudo da genética molecular sdo empregados os marcadores moleculares. Eles
sdo ferramentas bastante Uteis no entendimento da biologia geral, ecologia reprodutiva e
comportamento de tubardes e outros taxons, além de sugerir novas areas de pesquisa
(PORTNOY & HEIST, 2012). Eles permitem identificar populacdes isoladas
reprodutivamente que vivem em simpatria (como as espécies cripticas), niveis de
estruturacdo genética e fluxo génico entre populacdes (DUNCAN et al., 2006; QUATTRO
et al., 2006). Ha diferentes tipos de marcadores, como o0s nucleares e 0s mitocondriais que
podem gerar resultados divergentes em determinados casos (PORTNOY & HEIST, 2012).
Por exemplo, em estudos onde as fémeas séo filopatricas e os machos se dispersam por mais
regibes, marcadores nucleares e mitocondriais revelam diferencgas nas estimativas do fluxo
génico e na estrutura dos estoques (DALY-ENGEL et al., 2012; PARDINI et al., 2001).

A filogeografia é uma &rea de estudo baseada no uso de marcadores moleculares e
aborda os principios e processos que controlam a distribuicdo geografica das linhagens
genealdgicas (AVISE, 2000). Além disso, também busca entender como esses processos e
eventos afetam os padrbes de diferenciacdo genética observados (BEHEREGARAY, 2008).
Para atingir seus objetivos, a filogeografia se baseia nas sequéncias de DNA de muitos
individuos ao longo da distribuicdo da espécie. Ha poucos estudos filogeograficos para
elasmobranquios em comparagdo com aqueles para peixes 6sseos (BEHEREGARAY, 2008).
Embora o numero de estudos filogeogréaficos de tubarfes tenha aumentado na ultima década
(DUDGEON et al., 2012; PORTNOY & HEIST, 2012), ainda ha muitas lacunas a serem
preenchidas para as espécies estudadas e na escala de cobertura de espécies globais
(DOMINGUES et al., 2018). Estudos filogeograficos sdo importantes ndo somente para
entender padrdes evolutivos e de estruturacdo genética, mas também para influenciar o

manejo e conservacao das espécies (ROCHA et al., 2007).
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O DNA mitocondrial (DNAmt) possui um dos marcadores moleculares mais
utilizados, a chamada regido controle ou D-loop. Essa regido, ndo codificante, é a parte do
DNA mitocondrial responsavel pelo inicio da replicacdo e pela transcricdo (CLAYTON,
1984). Em Chondrichthyes, o DNAmt é similar ao de outros vertebrados. Ele consiste, além
da regido controle, de um laco Unico de fita dupla com 13 genes codificadores de proteinas,
dois genes de RNA ribossomal e 22 RNAs de transferéncia (MEYER, 1993). O genoma é
bastante compacto, sem introns. Trata-se de um marcador de origem materna, que néo
recombina, exibe alto polimorfismo e evolui mais rapido que marcadores nucleares por sofrer
mais mutacdes. Apesar de ser limitado a linhagem materna, a estrutura simples, o facil e
baixo custo de isolamento, e a rapida evolucdo o tornam um marcador vantajoso para
inferéncias diversas (AVISE et al., 1987).

1.3 Estruturacdo genética

Uma estruturacdo genética existe quando as populacbes exibem algum grau de
isolamento que limita o fluxo génico. Este grau de isolamento pode ocorrer devido a
separagdo das populacBes por barreiras fisicas ou ecoldgicas a dispersao, seja atual ou no
passado (AVISE, 2009). PopulacBGes estruturadas podem ser identificadas através da
divergéncia de suas sequéncias de DNA. O compartilhamento de polimorfismos genéticos
entre populagdes pode indicar fluxo génico, enquanto a auséncia de compartilhamento pode
indicar isolamento. Forte estrutura populacional caracteriza, na maioria dos casos, espécies
com baixa dispersdo, mas espécies altamente migratérias também podem ser estruturadas.
Alguns organismos com grande capacidade de dispersdo podem exibir estrutura genética
devido a filopatria (fidelidade a localizacbes especificas) e ndo em funcdo de barreiras
geogréficas (AVISE, 2009).

Estudar o nivel de conectividade entre populacbes € importante para o
desenvolvimento de estratégias de manejo e para 0 monitoramento das espécies. Uma gestéo
mais uniforme de populagdes de Sphyrna lewini e Rhizoprionodon acutus foi sugerida com
base em um estudo que encontrou populagdes homogéneas das duas espécies em Queensland,
na Australia (OVENDEN et al., 2011). Quando comparadas com populagdes da Indonésia,

R. acutus mostrou-se diferente geneticamente, enquanto que S. lewini ndo exibiu segregacéo.

Sphyrna lewini € um grande dispersor ao mesmo tempo que é fiel a localidades

especificas. A espécie contrasta sua capacidade de dispersdo oceéanica pelos machos com a
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fidelidade das fémeas a zonas de bercario (DUNCAN et al., 2006). As fémeas se dispersam
via costeira, enquanto os machos podem se dispersar por longas distancias, chegando a cruzar
oceanos (DUNCAN & HOLLAND, 2006; DALY-ENGEL et al., 2012; DUDGEON et al.,
2012). Como os machos apresentam uma dispersao mais ampla que a das fémeas e essas sdo
fieis a certas localidades (DUNCAN et al., 2006), eles sdo os responsaveis pela dispersdo de
genes entre as populacées (DALY-ENGEL et al., 2012). Os juvenis de S. lewini tendem a
permanecer nas zonas de bercario onde nasceram por cerca de um ano. Os juvenis podem
viajar longas distancias, mas tendem a voltar para as zonas de bercario, padrdo que também
€ observado para o tubardo Carcharhinus plumbeus (RECHISKY & WETHERBEE, 2003).
As zonas de bercario protegem os filhotes de predadores, mas também os deixa vulneraveis
aos impactos antropogénicos, como sobrepesca e degradacdo de habitats (DUNCAN &
HOLLAND, 2006; KNIP et al., 2010). Dessa forma, locais onde tubarbes exibem filopatria
sdo pontos importantes para 0 manejo e conservacdo (MOURIER & PLANES, 2013).

Sphyrna lewini exibe padrdes diferentes de estruturacdo genética populacional de
acordo com o marcador considerado. Utilizando-se DNAmt, observa-se estruturacdo em
nivel global e regional (DUNCAN et al., 2006; PINHAL, 2010). Entretanto, quando se usa
um marcador nuclear, como microssatélites, por exemplo, tem-se a auséncia de estruturacdo
pra espécie (DALY-ENGEL et al., 2012, PINHAL, 2010). Esse padrdo ocorre devido ao
habito filopatrico das fémeas e pela grande capacidade de dispersdo dos machos. Outras duas
espécies de tubardo martelo também exibem algum grau de estruturacdo genética
populacional e filopatria das fémeas, sendo estas S. zygaena (FELIX-LOPEZ et al., 2019) e
S. tiburo (DRIGGERS et al., 2014; PORTNOY et al., 2015).

Elasmobranquios sdo animais de particular interesse para a conservacdo geneética
tendo em vista os niveis de exploragdo e suas caracteristicas de historia de vida (DULVY et
al., 2014). Entretanto, em levantamento realizado em 2016, apenas 10% das 1.041 espécies
de tubardes e raias listados na IUCN possuiam dados genéticos disponiveis (DOMINGUES
et al.,, 2017). Considerando essa lacuna de conhecimento, aqui foram investigadas a
diversidade genética, a conectividade e a distribuicdo de haplétipos de S. lewini em um
grande estuario do Atlantico Sul e outras regides do Atlantico, incluindo um Arquipélago

oceanico.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
e Caracterizar juvenis de Sphyrna lewini de um grande estuario no nordeste do Brasil
quanto a sua genética e sua relacdo com outras regides do Atlantico, incluindo um

arquipélago distante da costa.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar a diversidade genética.
e Testar 0 grau de conectividade genética (fluxo génico) com juvenis de outras
localidades.
e Caracterizar a distribuicdlo dos hapldtipos das populacBes estuarina e

oceanica/insular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Amostras de tecido (musculo) de 27 individuos de Sphyrna lewini foram obtidas ao
longo do primeiro semestre de 2015 pela colaboradora Dra. Natalia Alves em dois ambientes.
Um deles foi um ambiente estuarino associado aos rios Sergipe e Vaza-Barris (10°54'36"S,
37°4'12"W) no estado de Sergipe (n = 22), utilizando-se rede de emalhe de fundo. Todos os
individuos amostrados eram juvenis (< 1,3 m). O segundo ambiente amostrado foi um
oceanico, 0 Arquipélago de S&o Pedro e Séo Paulo (ASPSP; 0°55'02"N, 29°20'42"W) (n =
5), por meio de espinhel). No ASPSP, todos os individuos amostrados eram adultos (> 1,3
m). A identificacdo dos tubardes martelo foi baseada em aspectos externos da morfologia,
em campo, com o exemplar completo (EBERT et al., 2015). O comprimento de maturidade
sexual se baseou em COMPAGNO (1984).

Sergipe € o0 menor estado brasileiro, estando localizado na regido nordeste do pais. O
seu litoral possui 163 km de extensao e é caracterizado pela presenca dos estuarios dos rios
Sao Francisco, Japaratuba, Sergipe e Vaza-Barris (complexo Piaui-Real) (SANTOS &
VILLAR, 2012). Nessa regido a pesca de elasmobranquios, principalmente artesanal, ja
capturou mais de 20 espécies de raias e tubarfes. Entre as mais pescadas estdo Carcharhinus
acronotus, C. falciformis, C. limbatus, Ginglymostoma cirratum, Rhizoprionodon lalandii,
R. porosus, Sphyrna lewini e S. mokarran (MENESES et al., 2005; MENESES et al., 2011).
Nessa regido também ha registros de neonatos de S. lewini e S. mokarran e de fémeas
gravidas de Rhizoprionodon lalandii e R. porosus (ANDRADE et al., 2016; MENESES et

al., 2011), sugerindo que a area possa ser uma zona de bercario para diferentes espécies.

O Arquipélago de Séo Pedro e Séo Paulo (ASPSP) é um local Unico no oceano
Atlantico. E composto por um grupo de pequenas ilhas rochosas 1100 km distantes da costa
brasileira (VASKE JR et al., 2005). O ASPSP esta situado estrategicamente entre os dois
hemisférios e entre 0s continentes americano e africano, possuindo uma das mais elevadas
taxas de endemismo no Atlantico (OLIVEIRA et al., 2018). Além disso, o local é sitio de
fidelidade para S. lewini (BEZERRA et al., 2019).
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3.2 Extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

Cerca de 20mg de cada amostra de tecido muscular preservado em alcool 90% teve
seu DNA extraido usando o kit de extracdo de DNA QlAamp DNA Minikit (QIAGEN) e
seguindo as instrucdes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado por meio do
NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific). Na etapa de amplificacdo, fragmentos de ~1000
pares de base (pb) da regido controle do DNAmt foram amplificados usando os primers
ElasmoCR-F (forward primer: 5>-TTGGCTCCCAAAGCCAAGATTCTG-3’) e ElasmoCR-
R (reverse primer: 5’-CCCTCGTTTTWGGGGTTTTTCGAG-3’) (STONER et al., 2003).
A amplificacdo foi realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), consistindo
de 1,25 pl de cada primer (resultando em uma concentracdo final na reacéo de 0,5 uM), 12,5
pl da enzima AmpliTaq Gold 360 Master Mix (ThermoFisher Scientific), 40-100 ng de DNA
extraido e 5,0-9,5 ul de agua ultrapura, totalizando reac6es de 25 ul. O programa da PCR
consistiu de desnaturacao inicial a 95°C por 7 minutos, seguida por 40 ciclos a 95°C por 30
segundos, 56°C por 30 segundos (hibridizacdo), 72°C por 90 segundos (extenséo), e uma
extensdo final a 72°C por 7 minutos e foi realizado em um termociclador Veriti 96-Well
Thermal Cycler, 0,2ml (Applied Biosystems). Todas as reacdes foram submetidas a uma
eletroforese em gel de agarose e visualizadas em gel de agarose 1,3%. A purificacdo do DNA
amplificado foi feita por tratamento enzimatico utilizando o kit de purificagdo EXoSAP-IT
(ThermoFisher Scientific) seguindo as recomendacg6es do fabricante.

As amostras purificadas foram sequenciadas em ambas as direcdes (forward e
reverse) através do método de Sanger (etapa realizada pela empresa Macrogen Inc., na Coréia
do Sul). As sequéncias forward e reverse da regido controle de S. lewini (mtCR) obtidas para

as 27 amostras foram editadas utilizando-se o software GENEIOUS 7.1.9 (BioMatters).

3.3 Analise dos dados

3.3.1 Diversidade genética

Para a analise de diversidade genética, apenas as sequéncias de individuos juvenis (<
1,3 m) foram consideradas. Foram utilizadas sequéncias com 699 pb. Um total de 171
sequéncias foram utilizadas, sendo 22 de Sergipe (presente estudo) e 149 do Golfo do México
e do Pacifico mexicano (CASTILLO-OLGUIN et al., 2012) obtidas do GenBank. A regido
do Pacifico foi dividida em Norte, Central e Sul, evitando-se assim comparar localidades de

tamanhos muito discrepantes. Para esta analise foi usado um dataset de 699 pb, utilizando-
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se o0 programa ClustalW dentro do programa MEGA X (KUMAR et al., 2018). A diversidade
genética foi determinada pela composicao nucleotidica, nimeros de haplétipos, mutacées,
sitios polimorficos e pelas diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (z) utilizando-se
Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et al., 2010).

3.3.2 Conectividade

Para determinacdo da estrutura populacional foi utilizado o0 mesmo dataset descrito
no item 3.3.1 (171 sequéncias de juvenis com 699 pb de tamanho). A conectividade entre as
trés localidades consideradas (Sergipe, Golfo do México e Pacifico Mexicano) foi estimada
a partir de uma Analise de Variancia Molecular - AMOVA (EXCOFFIER et al., 1992) e de
®st par a par (COCKERHAM & Weir, 1993), utilizando-se Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et
al., 2010).

3.3.3 Rede de haplétipos

Para a construcdo da rede de haplotipos foram consideradas todas as sequéncias do
Atlantico (isto é, excluindo-se as sequéncias do Pacifico). Aqui foram utilizadas sequéncias
menores com 548 pb devido a limitacdo do tamanho das sequéncias disponiveis na literatura
para comparacdo. Um total de 112 sequéncias foram utilizadas, das quais todas geradas como
parte do presente estudo (22 de Sergipe e cinco do Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo),
29 do Golfo do México e 56 sequéncias geradas por DUNCAN et al. (2006) e CHAPMAN,
PINHAL & SHIVJI (2009). O dataset foi usado para a construcdo de uma rede de haplétipos
pelo método de median-joining utilizando-se o programa NETWORK 5.0 (BANDELT et al.,
1999).
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Tabela 1 Lista de sequéncias analisadas no presente estudo.

Localizacdo geografica N  N°de acesso GenBank Referéncia

Sergipe - Brasil 22 - Presente estudo

ASPSP 5 - Presente estudo

EUA, Golfo do México, Brasil 26 DQ438149 DUNCAN et al. (2006)
Panama 1 DQ438150 DUNCAN et al. (2006)
Panama 1 DQ438151 DUNCAN et al. (2006)

Brasil 2 DQ438154 DUNCAN et al. (2006)

Brasil 1 GU014391 CHAPMAN; PINHAL; SHIVJI (2009)
EUA 7 DQ438164 DUNCAN et al. (2006)

Africa 1 DQ438165 DUNCAN et al. (2006)

Africa 5 DQ438166 DUNCAN et al. (2006)

Belize 10 GU014389 CHAPMAN; PINHAL; SHIVJI (2009)
Belize 2 GU014390 CHAPMAN; PINHAL; SHIVJI (2009)
Golfo do México, Pacifico 32 JN543270 CASTILLO-OLGUIN et al. (2012)
Pacifico 101 JN543266 CASTILLO-OLGUIN et al. (2012)
Pacifico 7 JN543267 CASTILLO-OLGUIN et al. (2012)
Pacifico 4 JN543268 CASTILLO-OLGUIN et al. (2012)
Pacifico 5 JN543269 CASTILLO-OLGUIN et al. (2012)
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Analises
[ Diversidade Genética
(O Conectividade
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Figura 1 Origem geografica dos exemplares de tubardo martelo, Sphyrna lewini, que tiveram parte da sequéncia
de DNA da regido controle (genoma mitocondrial) incluida em analises de dados no presente estudo. Parte
destas (27 sequencias) foi gerada no presente estudo (22 oriundas de exemplares de Sergipe e cinco de
exemplares do Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Paulo). As sequéncias adicionais foram obtidas do GenBank.
O numero de sequéncias obtidas, assim como os diferentes tipos de analises (simbolos geométricos) para cada

localidade, esta indicado na figura.
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4. RESULTADOS

4.1 Diversidade genética

A frequéncia das bases foi relativamente constante entre as localidades consideradas.
As frequéncias de Citosina, Timina, Adenina e Guanina variaram menos que 2% entre as
localidades consideradas. Dentre as mutagdes, sé houve um caso de inser¢do ou delecdo
(indels). Por outro lado, houve 27 casos de substituicdes. O nimero de haplétipos de cada
localidade variou entre um e cinco. A diversidade haplotipica (h) foi mais alta em Sergipe,
embora a regido tenha tido um menor nimero de sequéncias. A diversidade nucleotidica, por
outro lado, foi maior para o Pacifico mexicano central, condizente com a maior divergéncia

entre as sequéncias dessa regido. Trés localidades exibiram apenas um haplotipo (Tabela 2).

Tabela 2 Caracterizacdo e variacdo genética da regido controle do DNAmt (699 pb) de juvenis do tubardo
martelo, Sphyrna lewini, (n = 171) em diferentes localidades dos oceanos Atlantico e Pacifico. SER = Sergipe
(nordeste do Brasil), GM = Golfo do México, PMN = Pacifico Mexicano Norte, PMC = Pacifico Mexicano
Central, PMS = Pacifico Mexicano Sul.

SER GM PMN PMC PMS
(n=22) (n=29) (n=25) (n=74) (n=21)
Composicao nucleotidica (%0) C 23 23 23 23 23
T 35 34 34 34 34
A 31 32 31 31 31
G 11 11 12 12 12
Numero de hapl6tipos 4 1 1 5 1
Numero de indels 0 0 0 1 0
NuUmero total de substituicdes 4 0 0 27 0
N. de subst. do tipo transicéo 3 0 0 15 0
N. de subst. do tipo transversao 1 0 0 12 0
Numero de sitios polimorficos 4 0 0 27 0
Diversidade haplotipica (h) 0,606 0,000* 0,000* 0,435 0,000*
Diversidade nucleotidica (z) 0,00167  0,00000*  0,00000* 0,00463 0,00000*

*Devido a presenca de apenas um haplétipo na regido

4.2 Conectividade

Houve uma estruturacdo genética de juvenis de S. lewini estatisticamente significante
entre Sergipe e as trés localidades do Pacifico mexicano e também entre o Golfo do México
e estas mesmas trés localidades do Pacifico mexicano (Tabela 3). Todos os valores de ®st
entre Sergipe e as outras localidades foram maiores que 0,9, indicando alto isolamento entre

as localidades.
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Tabela 3 Valores de ®sr par a par do tubardo martelo, Sphyrna lewini, (abaixo da diagonal) e valores de p
(acima da diagonal) para as localidades consideradas. Os valores de ®st marcados com * sdo significativos (p
< 0,05). SER = Sergipe, GM = Golfo do México, PMN = Pacifico Mexicano Norte, PMC = Pacifico Mexicano
Central, PMS = Pacifico Mexicano Sul. Valores significativos estdo indicados por *.

SER GM PMN PMC PMS
SER - 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
GM 0,95336* - 0,000* 0,000* 0,000*
PMN 0,98127*  1,00000* - 0,072 0,990
PMC 0,90456* 0,87666*  0,03873 - 0,072
PMS 0,97947*  1,00000* 0,00000  0,03262 -

4.3 Rede de haplotipos

O conjunto de dados gerado foi composto por 12 haplétipos (H1-H12), que diferiram
por sete sitios polimorficos. Aproximadamente metade dos individuos pertencia a um anico
hapldtipo (H4) (Tab. 4, Fig. 2). Sergipe compartilhou hapl6tipos com outras regides do
Brasil, com o Panama e com o ASPSP. Este ultimo, o ASPSP, por sua vez, compartilhou
hapl6tipos com o Brasil, 0 Panama e a Africa. Sergipe exibiu um hapldtipo exclusivo (H11)

e um haplotipo compartilhado apenas com o ASPSP (H7).
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Tabela 4 Distribuicdo geografica dos haplotipos encontrados em 112 tubarGes martelo, Sphyrna lewini, no
Atlantico. EUA: Estados Unidos da América; GM: Golfo do México; Afr: Africa; Ser: Sequéncias de Sergipe;
ASPSP: Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo; BR ext.: outras localidades do Brasil; Pan: Panama e Bel:
Belize.

Distribuicéo geogréafica

Haplétipo EUA GM Afr BRext. Ser ASPSP Pan Bel Total
(16) (45 (6) (4) (22) () 2 (@12) (112

1 - - - - - - - 10 10
2 - - - - - - - 2 2
3 - - 1 - - - - 1
4 9 45 - 1 - - - - 55
5 - - - - 5 2 1 - 8
6 - - - - - - 1 - 1
7 - - - 3 1 - - 4
8 - - - 2 13 1 - - 16
9 - - 5 - - 1 - - 6
10 7 - - - - - - - 7
11 - - - 1 - - - 1
12 - -1 - - - - - 1
H12
H10
H4
H6

= EUA

[ Golfo do México

B Africa

I BRA ext.

[ BRA Sergipe

Il ASPSP

[ Panama

I Belize

Figura 2 Rede dos hapl6tipos para o tubardo martelo, Sphyrna lewini, do Atléntico, construida a partir de
sequéncias da regido controle do DNAmt (548 pb) por median-joining no Network 5.0 (BANDELT et al.,
1999). Hapldtipos estdo representados por circulos com tamanhos proporcionais a sua frequéncia. Localidades
sdo indicadas por cores de acordo com a legenda. Cada trago entre hapldtipos representa uma mutagdo. O ponto
vermelho entre os hapl6tipos H7 e H10 representa um haplétipo ndo amostrado. BRA ext.: sequéncias do Brasil
externas ao estudo; ASPSP: Arquipélago de Séo Pedro e S&o Paulo.
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5. DISCUSSAO

5.1 Diversidade genética

O presente trabalho € um dos primeiros a tratar questdes relacionadas a diversidade
genética de juvenis de Sphyrna lewini no Atlantico sul. Além disso, é pioneiro em abordar a
genética da espécie em um arquipélago oceanico.

A diversidade haplotipica global de S. lewini € alta entre os tubarBes. Esta medida
supera as reportadas para os tubardes touro, Carcharias taurus (AHONEN et al., 2009);
elefante, Cetorhinus maximus (HOELZEL et al., 2006); serra, Pristis sp (PHILLIPS et al.,
2011) e zorro, Alopias superciliosus (MORALES et al., 2018), e € menor que as reportadas
para o0s tubardes baleia, Rhincodon typus (CASTRO et al., 2007) e bico-de-cristal
Galeorhinus galeus (CHABOT & ALLEN, 2009). Dentro de S. lewini, a diversidade
haplotipica em Sergipe é intermediaria em relacdo a outras localidades. No Caribe e no estado
brasileiro do Rio Grande do Norte, ela € maior que a encontrada em Sergipe, que possuli
valores similares aos do Golfo do México e Australia (DUNCAN et al., 2006; PINHAL,
2010). Por outro lado, quando s&o consideradas &reas mais ao sul, os valores de diversidade
haplotipica de Sergipe sdo até quatro vezes maiores que o observado por PINHAL (2010)

para as regides sudeste e sul do Brasil.

A diversidade nucleotidica global de S. lewini também é bastante elevada em relacéo
as outras espécies de tubardes. Esta diversidade € maior em S. lewini do que nas espécies
mencionadas anteriormente. Ja dentro de S. lewini, a diversidade nucleotidica em Sergipe é
maior que no Caribe, Golfo do México e demais regides do Brasil, principalmente em relacao
ao sul, onde essa diversidade é bastante baixa (PINHAL, 2010). A diversidade nucleotidica
de S. lewini em Sergipe s6 € menor que as diversidades reportadas para a espécie em regides
do Indo-Pacifico (DUNCAN et al., 2006).

Uma alta diversidade haplotipica simultdnea a uma baixa diversidade nucleotidica
indica haplotipos proximamente relacionados e sugere uma expansdo recente apos um
periodo de baixo tamanho populacional efetivo (GRANT & BOWEN, 1998). Entretanto,

devido a valores néo significativos de Tajima's D e Fu's F, isso ndo pode ser confirmado.

5.2 Conectividade
O elevado e significativo ®s entre Sergipe e as outras localidades consideradas indica

niveis elevados de isolamento e/ou estruturacdo populacional. O marcador mitocondrial,
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devido a sua historia evolutiva, permite tracar informacdes sobre a linhagem materna da
espécie. Um caso de estruturacdo baseada em DNAmt para S. lewini é 0 que ocorre no
Atlantico Oeste. CHAPMAN, PINHAL & SHIVJI (2009) mostraram que havia pelo menos
trés estoques distintos: o do Norte (Atlantico dos EUA e Golfo do México), o central (Caribe)
e o do Brasil. PINHAL (2010), posteriormente, encontrou segregacdo entre populacdes do
Norte e 0 do Sul do Brasil. DALY-ENGEL et al. (2012), ao contrario dos outros autores,
encontraram niveis significantes de estruturacdo genética entre o Golfo do México e a costa
da Carolina do Sul (EUA) (Fst = 0,201, P<0,001) baseado em microssatélites. Atualmente,
baseado nos marcadores mitocondrial (regido controle do DNA mitocondrial) e nuclear
(microssatélites), é considerada a existéncia de pelo menos trés unidades distintas no
Atlantico oeste: Golfo do México, Caribe e Brasil (PINHAL et al., 2020). O valor de @y

encontrado no presente estudo é condizente com essa estruturacao.

Sabe-se que juvenis de S. lewini tendem a permanecer na area onde nasceram por
algum tempo antes de migrarem para regides mais distantes (DUNCAN & HOLLAND,
2006; QUINTANILLA et al., 2015). Além disso, embora realizem grandes deslocamentos,
sua capacidade de dispersdo € limitada quando comparada com a dos adultos. Dessa forma,
sdo baixas as chances de juvenis de S. lewini do Atlantico Sul atingirem o Golfo do México
ou o Pacifico, e vice-versa. Isso explica os valores mais altos de ®st observados. DUNCAN
et al. (2006) encontraram valores de ®s Similares para juvenis e adultos, entretanto, ndo
incluiram sequéncias do Atlantico Sul nos seus testes. PINHAL (2010), por outro lado,
incluiu sequéncias do Atlantico Sul, porém néo fez distincdo entre juvenis e adultos. Os
resultados corroboram a ideia de estruturacdo do DNAmt. E valido considerar a populagio
de Sergipe como uma unidade diferenciada dentro da unidade maior Brasil descrita por
PINHAL et al. (2020).

5.3 Rede de hapldtipos

O compartilhamento de haplotipos entre os juvenis de S. lewini de Sergipe e
individuos adultos do Panaméa e do ASPSP sugere que as fémeas progenitoras destes juvenis
possam vir de regides tdo distantes quanto o Caribe (Panama) ou o Atlantico central (ASPSP),
ndo se restringindo a costa brasileira. De fato, hd compartilhamento de dois haplétipos (H7 e
H8) entre juvenis de Sergipe e fémeas adultas do ASPSP. O Arquipélago de Sao Pedro e Sdo
Paulo (ASPSP) parece atuar como um ponto de conexdo para S. lewini de vérias partes do
Atlantico, sendo Sergipe uma das localidades. BEZERRA et al. (2019) concluiram que o
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ASPSP ¢ um sitio de fidelidade para S. lewini no Atlantico baseado em telemetria. Além
disso, outros pontos sustentam essa ideia de conectividade entre 0 ASPSP e outras regides.
Primeiro, ja se sabe que S. lewini ja utilizou outros arquipélagos como pontes oceénicas de
acordo com DUNCAN et al. (2006). De acordo com os autores, a espécie pode ter utilizado
ilhas do Pacifico para chegar ao Havai e a costa oeste das américas. Segundo, que outras
espécies altamente migratdrias também utilizam o ASPSP e outras ilhas oceénicas com o
mesmo proposito. Exemplos dessas espécies incluem o tubardo baleia Rhincodon typus
(ROCHA, 2016), a raia Mobula tarapacana (MENDONCA et al., 2018) e o tubardo tigre
Galeocerdo cuvier (AFONSO et al., 2017). Estes autores mostraram por meio de telemetria
que o tubardo tigre utiliza a ilha de Fernando de Noronha em migracgdes dentro do Atlantico.
Esse uso similar da regido pela espécie foi confirmado por meio de marcador molecular
(CARMO et al., 2019). DALY-ENGEL et al. (2012) indicaram fluxo génico contemporaneo
limitado entre Africa e Estados Unidos (Fst = 0,052, P=0,042). Apesar disso, nio
consideraram populagdes da América do Sul nem arquipélagos intermediarios entre esse
continente e a Africa, 0 que pode ter mascarado algum grau de conectividade. Essas
evidéncias reforcam a ideia dos parentais dos juvenis de Sergipe estarem vindo do ASPSP

ou mesmo outras regides além da costa brasileira.
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6. CONCLUSOES

A populacédo de juvenis de Sphyrna lewini do complexo estuarino em Sergipe tem
alta diversidade genética.

A elevada estruturacdo genética entre juvenis é compativel com o padrdo filopétrico
das fémeas adultas.

O compartilhamento de hapl6tipos entre os juvenis de Sergipe e individuos adultos
amostrados em regides tdo distantes quanto o Caribe (Panamd) e o Atlantico central
(ASPSP) sugere um grau, pelo menos histérico, de conectividade de S. lewini em

ampla escala no Atlantico.
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1. CONSIDERA(;OES FINAIS

Hé a possibilidade de que a area estuarina de Sergipe seja uma zona de bercario para
S. lewini no Atlantico Sul. Embora ndo haja base para confirmar os critérios de HEUPEL et
al. (2007), que definem uma zona de bercario, a presenca de neonatos, juvenis e de fémeas
gravidas, ndo somente de S. lewini, (ANDRADE et al., 2016; MENESES et al., 2011)
permitem pelo menos postular esta hipdtese. Sugere-se estudos adicionais para confirmar a
area como tal. Caso seja afirmativa a condicdo de zona de bercario na regido, é sugerida a
criagdo de uma area marinha protegida (AMP) devido a importancia das zonas de bercario
para a protecdo dos juvenis (HEUPEL et al., 2007; QUINTANILLA et al., 2015). Além
disso, uma AMP na regido auxiliaria a conservacdo de qualquer outras espécies que
utilizassem a area estuarina de Sergipe como bercario (MOURIER & PLANES, 2013).
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