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We are not afraid of predators, we re transfixed
by them, prone to weave stories and fables and
chatter endlessly about them, because fascination
creates preparedness, and  preparedness,
survival. In a deeply tribal way, we love our
monsters...

E.O. Wilson, sociobiologist.



RESUMO

O conhecimento da estrutura dos estoques de uma espécie é de grande importancia para o
manejo e conservacao, principalmente em tubarbes. O tubardo tigre, Galeocerdo cuvier
(Péron & Lesueur, 1822), ¢ um dos principais protagonistas dos ataques de tubardo no Brasil
e no Mundo. A estrutura genética do tubardo tigre foi investigada na costa da Regido
Metropolitana do Recife (Pernambuco, Brasil), no arquipélago ocednico de Fernando de
Noronha e no Mundo. Os dados obtidos mostram indices de diversidade de moderado a alto,
sendo possivel argumentar em favor de que G. cuvier é uma espécie com boa resiliéncia em
termos ecoldgicos. Os testes bayesianos e amova (0,02519 p > 0.05 p/ CR), indicam que
Fernando de Noronha (FN) e a Regido metropolitana do Recife (MRR) séo geneticamente
semelhantes, formando uma populacdo coesa. Essa evidéncia é favordvel as acdes de
mitigacdo dos ataques a humanos na MRR, uma vez que favorecem a manutencdo de uma
populacdo historicamente consolidada. Os testes de estruturacdo confirmaram a distin¢do da
espécie globalmente em duas linhagens (K = 2), sendo uma do Indo-pacifico e a outra do
Atlantico Norte. E essas linhagens compartilham hapl6tipos com o Brasil (Atlantico Sul).
Esses dados, sdo favoraveis a possibilidade do Atlantico Sul como uma zona de agregacdo de

G. cuvier.

Palavras-chave: Tubardo tigre. Pernambuco. Estrutura genética da populacdo. Conectividade

global.



ABSTRACT

The knowledge of stock structure of a species is of great importance for management and
conservation of species, especially in sharks. The tiger shark, Galeocerdo cuvier (Péron &
Lesueur, 1822), is one of the main protagonists of shark attacks in Brazil and in the world.
The tiger shark’s genetic structure was investigated in the Metropolitan Region of Recife,
oceanic archipelago of Fernando de Noronha (Pernambuco state, Brazil) and in the world. The
data show moderate to high diversity indexes, and it is possible to argue in favor of G. cuvier
as species with good resilience in ecological terms. The bayesian and amova tests indicate that
Fernando de Noronha (FN) and Metropolitan Region of Recife (MRR) are similar genetic,
forming a cohesive population. This evidence is favorable of mitigation actions of shark
attack to humans in MRR, since it is favor the maintenance of a historically consolidated
population. The structure tests corroborate the distinction of the specie in two lineages (K =
2), one from Indo-Pacific and other from North Atlantic. These lineages share haplotypes with
Brazil (South Atlantic). The data are favorable to the possibility South Atlantic as tiger

shark’s zone of aggregation.

Keywords: G. cuvier. Pernambuco. Genetic population structure. Global connectivity.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 — Localidades amostradas de Galeocerdo cuvier. Coletadas no presente estudo;
Fernando de Noronha, Brasil (FN/ NEBr), Regido Metropolitana do Recife, Brasil (MRR/
NEBr), Sul do Brasil (WSA/ SEBr). Pirog et al. 2015; Ilha da Reuni&o (RI). Bernard et al.
2016; Costa Leste da Florida (FLE), Oceano Pacifico Central (CP), Golfo do Mexico (GOM),
Bahamas (BAH), llhas Virgens Americanas (USVI), Oeste do sul da india (WSI), Mar de
Andaman (AS), Leste do Oceano indico Sul (ESI), Oeste do Pacifico Sul (WSP).................. 58

FIGURA 2 — Rede de hapl6tipos global, baseada em dados da CR. Os tracos entre 0s
haplotipos simbolizam a quantidade de passos mutacionais e o didmetro do circulo a
frequéncia do
0T T0] (o] 41 o Lo PSSR 59

FIGURA 3 — Rede de variantes, baseada nos dados nucleares do intron lactato desidrogenase
A (a) e ITS-2 (b). Os tragos entre as variantes simbolizam a quantidade de passos mutacionais
e o didmetro do circulo é proporcional a frequéncia das variantes............ccccceeveviviieseeieeriennen, 60

FIGURA 4 — Topologia de Inferencia baysiana para a Regido controle usando modelo HKY
+ G, perante 10 MCMC. Evidenciando a estruturagdo em 2 grandes linhagens. Os valores
acima dos nos representam os valores minimo — maximo de divergengia (média) e os valores
abaixo representam a probabilidade POSTEIION. .........ccoiveiiiiiiiee s 61

FIGURA 5 — Bayesian Analyses of Population Structure (BAPS) para mtCR (a), LDHA (b) e
L (o) TSRS 62

FIGURA 6 — Geneland para CR+LDHA (al) e CR+ITS-2 (a2) para dados de MRR x FN,
CR: NE X SE (C) € GIODAI (d)....veveeieeeieiteee ettt 63

FIGURA 7 — Gréfico de distribuicdo mismatch. Para FN (a), MRR (b), FN + MRR (c), global
(d) perante dados da regido controle, FN + MRR (e), MRR (f), FN (g), perante dados do
intron lactato desidrogenase A e FN + MRR (h), MRR (i), FN (j) perante dados do internal
tranSCribDed SPACET TOCUS 2. .....ocuviieiciiecee ettt et te et reenaeenrenre s 66

FIGURA 8 — Gréfico de Bayesian skyline plot (BSP) para Regido controle (taxa de mutacdo
de 0.55% de divergéncia entre linhagens por milhdo de anos) para MRR + FN (a), MRR (b),
L NI () =01 (0] o= L« ) SO SPPR 67

FIGURA 9- Padrdo de posicionamento anual da Corrente do Brasil (CB; em branco) e do
eixo Sul da Corrente Equatorial (CES) na costa do Brasil. As setas indicam o fluxo das
correntes: CB na orientacdo Sul e CES na orientacdo Norte a partir da latitude 120S. Em (a),
(b), (c), e (d) sdo indicados respectivamente Janeiro, Fevereiro e Marco, Abril, Maio e Junho,
Julho, Agosto e Setembro e Outubro, Novembro e Dezembro. A barra em gradiente abaixo
indica temperaturas mais frias (azul mais intenso) e mais quentes (laranja mais intenso).
Modificado de Bichof et al. (2004)
(http://oceancurrents.rsmas.miami.edu/atlantic/brazil.ntmL).........cccooevieiiiii e 68



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Sintese das informacdes de diversidade genética e dos testes de neutralidade
para Galeocerdo cuvier perante os dados da CR, intron da LDHA (LD), ITS-2........cccccuene.... 56

TABELA 2 — Amova (FST) par-a-par perante os dados da CR de Galeocerdo cuvier........... 57



AMOVA
AtINO
BSP

CB

CR

FN

ITS-2
IUCN
LDHA
MRR
mtCR
MtDNA
NCBI
DNA
PCR
pb

Rg
SEBr
SSD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
— Anélise de Variancia Molecular
— Atlantico Norte
— Bayesian skyline plot
— Corrente do Brasil
— Regido Controle
— Arquipélago de Fernando de Noronha
— Inferéncia bayesiana
— Internal Transcribed Spacer Locus 2
— The International Union for Conservation of Nature and Natural Resources —
— Intron lactato desidrogenase A
— regido metropolitana da cidade do Recife
— Mitochondrial Control Region
— DNA mitocondrial
— National Center for Biotechnology Information
— DNA nuclear
— Reacédo em cadeia da polimerase
— pares de bases
— Raggedness test
— Sudesste do Brasil

— Sum of Squared Deviations



SUMARIO

1 REFERENCIAL TEORICO........ooiiiieicieieeeeeee et 11
LLTUBAROES.......ocitiiieieseieets ettt 11
1.1.1 Caracteristicas € ClassifiCaga0. . .........ccoririiiiieie e 11
i Vg o Tol i r= T ot W Tt (oo ot VOSSPSR 11
1.1.3 Ameagas a biodiversidade de tubarfes € @ PESCA..........coerererereeieerieriene e 12
1.1.3.1 Perda de diversidade animal............ccccoooiiiiiiiine e 12
1.1.4 Importancia econdmica € a pesca de tUDArGES............cccoererererere e 13
1.1.5 AtAQUES @ NUMANOS. .....c.uiiieiiieie et este st e ettt e s et e estaesteasaessaesteenesneesraeneeas 13
1.0.6 TUDAIEO TIGIC.. ..ttt bbbt 14
1.2 GENETICA ..ottt 16
1.2.1 O DNA mitocondrial (MEIDNA) ..o 19

2 ARTIGO — POPULATION HISTORY AND SPECIMEN TRANSLOCATIONS CAN
MITIGATE SHARK ATTACKS: THE CASE OF THE APEX PREDATOR

GALEOCERDO CUVIER. . eut ettt eeeeeee ettt ettt seet et et et seeeenes s eeeee et eneeneens 21
B CONCLUSAQO GERAL . ... oo ee ettt ettt ettt ee et eeeeseseseseneaeaens 37
REFERENCIAS. ... oottt ettt ete e et et et et et et et et et es et et eeeseseseseseseseseseseeeseeeeeeeeeees 38
APENDICE A — LISTA DE TABELAS. ...ttt e e e e e e e eeeeneens 56
APENDICE B — LISTA DE ILUSTRAGOES........co oottt 58
APENDICE C - SUMARIO DE INFORMACOES BASICAS DE DIVERSIDADE.......69
APENDICE D - TOPOLOGIA DE INFERENCIA BAYSIANA PARA A LDHA.......... 74
APENDICE E - TOPOLOGIA DE INFERENCIA BAYSIANA PARA A ITS-2............ 75

ANEXO A - DECLARAGCAO SOBRE PLAGIO........c.coooiieieieeieeeeeeeee e 76



11

1 REFERENCIAL TEORICO
1.1 TUBAROES

1.1.1 Caracteristicas e classificacao

Os Chondrichthyes, também conhecidos como peixes cartilaginosos que
correspondem aos tubardes, raias e quimeras (Compagno et al. 1990), sdo um dos grupos
vivos mais antigo de vertebrados com mandibula, que divergiram de um ancestral comum dos
peixes 0sseos, no periodo Siluriano (Paleozoico) (Benton et al. 2009; Brazeau & Friedman
2015; Inoue et al. 2010; Santini et al. 2011; Venkatesh et al. 2014). Esse grupo € dividido em
duas subclasses; a Holocephali que engloba as quimeras e a Elasmobranchii, que compreende
os tubardes e raias. O grupo dos elasmobranquios (Elasmobranchii) apresenta entre 954 e
1125 espécies vivas, dividas em pelo menos 9 ordens, 57 familias, 182 géneros. E dentro
desse grupo, os tubarfes sdo agrupados em 8 ordens, 34 familias e 106 géneros com cerca de
500 espécies (Compagno et al. 2005).

Os tubardes, geralmente tem uma baixa resiliéncia contra as pressdes antropicas, pois
apresentam diversas caracteristicas de k-estrategistas, tal como maturacédo tardia, periodo de
gestacdo longo, baixa fecundidade, alto nivel de investimento materno (um dos mais altos do
reino animal, pois os filhotes nascem completamente desenvolvidos), crescimento lento, alta
taxa de sobrevivéncia para todas as idades e alta longevidade (Cortés 2000; Hoenig & Gruber
1990; Stevens et al. 2000). Essa baixa resiliéncia pode ocasionar o declinio das populagdes e
do nivel de variabilidade genética das mesmas (Ferrette et al. 2015). I1sso vem sendo mostrado
para algumas populacdes de tubardes, inclusive de grandes tubarfes, em diversas regides do
Atlantico (Baum et al. 2003; Burgess et al. 2005; Myers et al. 2007). Devido a esses fatores e

a importancia ecoldgica desse grupo, a conservacdo dos tubardes é de grande relevancia.

1.1.2 Importancia ecologica

Os tubardes compreendem um grupo ecologicamente diverso e importante, contendo alguns
dos maiores predadores dos oceanos, assim ocupando 0s niveis mais altos da cadeira
alimentar (Cortés 1999; Velez-zuazo & Agnarsson 2011). Esses animais desenpenham um
papel de grande relevancia na estrutura e funcdo dos ecossistemas marinhos (Ferretti et al.
2010; Heithaus et al. 2012; Stevens et al. 2000), contribuindo para a manutengéo da
diversidade, podendo afetar a composi¢cdo da comunidade (Paine, 1966). Desse modo, 0

declinio de populac6es de tubardes pode ter consequéncias graves (Stevens et al. 2000), sendo
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capaz de influenciar outras espécies, como por exemplo por meio de cascata trofica (Cortés
1999; Myers et al. 2007; Randhawa et al. 2014). O tubardo tigre, Galeocerdo cuvier Péron &
Lesueur, 1822, por exemplo, € responsavel pelo controle do tamanho populacional de diversos
animais, como as aves marinhas (Heithaus 2005), golfinhos nariz de garrafa (Tursiops
aduncus Ehrenberg, 1833) (Heithaus & Dill 2002, 2006; Wirsing et al. 2007b), dugongos
(Dugong dugon Miller, 1776) (Heithaus et al. 2002; Wirsing et al. 2007a,b), tartarugas verde
(Chelonia mydas Linnaeus, 1758) (Heithaus et al. 2007; Wirsing et al. 2007b) e diversas
espeécies de tubardes de recifes (Carcharhinus spp.) e raias (Stevens et al. 2000), provocando
consequéncias nas populacdes desses animais através de um efeito de controle top-down em
diversos ecossistemas (Ferretti et al. 2010; Myers et al. 2007; Stevens et al. 2000). A auséncia
desse predador do ambiente, pode causar um aumento na abundancia das populacdes de
tartarugas marinhas, tubarGes de recife e aves marinha, e esse aumento pode afetar a
abundancia de outros organismos por interacdo trofica, modificando o ambiente (Stevens et
al. 2000).

1.1.3 Ameacas a biodiversidade de tubardes e a pesca

1.1.3.1 Perda de diversidade animal

A Biodiversidade representa a variacdo de ecossistemas, comunidade, espécies,
populacbes e a também a variabilidade genética presente entre e dentro de populacdes
(Frankham et al. 2008). Uma das principais ameacas a biodiversidade € a intensificacdo e
aumento dos estresses antropogénicos, como poluicdo, invasdo de espécies, e a caca, a qual
pode ocasionar a perda dessa variacdo (Gallagher et al. 2012). Segundo a The International
Union for Conservation of Nature and Natural Resources — Red list of Threatened Species
(lista vermelha de espécies ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza — IUCN red list) (2016), mais de /s da biodiversidade animal est4 enquadrada em
algum risco de ameaca a extingdo. Os elasmobranquios apresentam aproximadamente 25% da
biodiversidade ameacada (Dulvy et al. 2014), principalmente devido a pesca, perda e
degradacéo de habitat, mudancas climaticas e poluicdo (Bornatowski et al. 2014; Dulvy et al.
2014; Garcia-Nufiez 2008; Rosa & Menezes 1996; Stevens et al. 2005). Entre essas, a pesca
de forma intensiva € uma das maiores ameacas aos tubarfes, podendo reduzir a abundancia
das populacbes (Baum et al. 2003; Dulvy et al. 2008; Worm et al. 2013) pela captura de
fémeas reprodutoras (reduzindo o nimero de futuros neonatos) ou pela captura de neonatos e

juvenis (reduzindo o numero de novas fémeas reprodutoras) (Vooren & Klippel 2005). O
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controle da pesca com intuito de que sobrevivam individuos (adultos e neonatos) suficientes
para a manutencdo de uma populacao, é essencial para um programa de conservacao e manejo

eficiente (Vooren e Klippel 2005).

1.1.4 Importancia econémica e a pesca de tubardes

A pesca de tubardes e raias vém se intensificando mundialmente, para obtencdo de
carne, a qual apresenta elevado valor nutritivo e alto teor proteico, e de barbatanas, das quais
se obtém fibras de coldgeno utilizadas na culinaria oriental (Dent & Clark 2015; Mattos &
Hazin 1997; Musick & Bonfil 2005; Vooren & Klippel 2005). Outros subprodutos do tubaréo
sdo visados secundariamente como; a cartilagem (utilizada como alimento), a pele (muito
utilizada como alimento e na producéo de couro por ser muito espessa e resistente), os dentes
(uso artesanal), o figado (usado como alimento estando fresco ou salgado), e o 6leo do figado
(usado na producdo de lubrificantes e como fonte de vitamina A) (Andrade & Boas 2012;
Garcia-Nuriez 2008; Jit et al. 2014; Musick & Bonfil 2005; Musick & Musick 2011; Tull
2009; Vooren & Klippel 2005).

No Brasil, a pesca de tubardes é focada para a comercializa¢do das barbatanas e de sua
carne (Rodrigues-Filho et al. 2009) e na ultima década, o0 mercado de carne de tubardes tem
crescido rapidamente, transformando o Brasil tanto em dos principais mercados como um dos
maiores produtores do mundo (Dent & Clark 2015). Segundo esses autores, o Brasil esta entre
0s maiores produtores de tubarGes do mundo, ocupando a 11° posi¢do, com uma média de
captura anual de quase 21 000 toneladas entre 2000 e 2011.

1.1.5 Ataques a humanos

Os tubardes tém grande repercussdo social negativa, sendo considerados “assassinos
do mar”, apesar da baixa ocorréncia de ataques de tubarfes (cerca de 64 ataques ao ano, no
mundo). Segundo o arquivo internacional de ataques de tubardo (International Shark Attack
File — |ISAF 2016a), produzido pelo museu de historia natural da Florida
(https://www.flmnh.ufl.edu/fish/isaf/home/), entre 1580 e 2016 foram registrados cerca de 2866
ataques de tubarbes ndo provocados. Desse montante, a grande maioria (aproximadamente 80%)
ocorre em apenas 4 regides; Estados Unidos, Australia, Africa do Sul e Brasil. Esses ataques s&0

provocados principalmente pelo tubardo branco — Carcharodon carcharias Linnaeus, 1758,
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tubardo tigre — Galeocerdo cuvier e tubardo cabeca chata — Carcharhinus leucas Miller &
Henle, 1839 (Dudley 1997; ISAF 2016b).

O Brasil, ocupa a 4° posicdo no ranking de ataques de tubarfes, com cerca de 3,6%
dos ataques registrados no mundo, e mais da metade desse montante ocorreu no estado de
Pernambuco (ISAF, 2016c). A prevaléncia dos ataques nesse estado € por duas espécies: 0
tubardo tigre (G. cuvier) e o tubardo cabeca-chata (C. leucas), sendo possivel o envolvimento
de outras espécies, tal como o tubardo galha-preta (Carcharhinus limbatus Miller & Henle,
1839) (Hazin et al. 2008).

Recife, capital do estado de Pernambuco, tem uma populagédo de cerca de 1,6 milhdes
(cerca de 4 milhdes na Regido Metropolitana do Recife — MRR) (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica; www.ibge.gov.br; Acesso em 20 de julho de 2016) e um litoral de
aproximadamente 10km de praias de aguas quentes, de temperatura entre 24 °C e 30 °C
(Hazin et al. 2000), atraindo muitos turistas. O turismo em Pernambuco é historicamente
importante para a economia da regido e em Recife, os ataques de tubarbes afetam

negativamente o turismo por reduzir o nimero de turistas.

Os ataques de tubardo em Pernambuco sdo concentrados no trecho entre as cidades
irmas Recife e Jaboatdo dos Guararapes, que segue da Praia do Pina até da praia Paiva, sendo
os maiores indices de ataques registrados nas praias de Boa Viagem e Piedade (Comité
Estadual de Monitoramento de Incidentes com Tubardes — CEMIT, 2016). Buscando reduzir
0 nimero de ataques de tubardo no estado, o governo do estado de Pernambuco criou em maio

de 2004 o Comité Estadual de Monitoramento de Incidentes com Tubar6es (CEMIT).

O programa de mitigacdo de ataques de tubardes criado para Pernambuco se baseia em
retirar os individuos de espécies perigosas da area de risco as pessoas e libera-los numa area
mais distante da costa (Hazin & Afonso 2014; Hazin comunicagdo pessoal). Segundo Hazin
& Afonso (2014) esse programa de monitoramento se mostrou efetivo, uma vez que reduziu
em 97% os indices de ataques de tubardo na regido metropolitana do Recife e apresentou uma
baixa taxa de mortalidade para as espécies em geral, inclusive para o potencialmente

agressivo e causador de ataques na regido, o tubarao tigre.
1.6 Tubardo tigre

O tubardo tigre, Galeocerdo cuvier, também popularmente conhecido como tubardo

tintureira e tubardo jaguara, ocorre em oceanos temperados e tropicais (Compagno 1984;
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Randall 1992). Segundo Randall (1992), essa espécie tem uma ampla distribui¢do, ocorrendo
no Atlantico ocidental, de Cape Cod até o Uruguai, no sudoeste do Atlantico, de Marrocos até

Angola; e ao longo de todo Indo-Pacifico.

O tubarao tigre pertence a familia Carcharhinidae, representando os maiores tubardes
da familia e além disso, é o Unico na familia com reproducdo vivipara lecitotrofica (Alves
1977; Compagno 1984; Gadig 2001). As fémeas dessa especie geralmente atingem a
maturidade sexual com tamanho entre 250-350cm, enquanto os machos entre 226-290 cm,
podendo atingir um tamanho total de mais de 5,5 m (Compagno 1984; Randall 1992). Sobre a
reproducdo da espécie, o acasalamento deve ocorrer principalmente quando os adultos se
encontram em regides de aguas insulares, entre o final do inverno e inicio da primavera (Lea
et al. 2015) e o tempo de gestagdo é estimado em pouco mais que um ano, de 13 a 16 meses
(Alves 1977; Clark & von Schmidt 1965; Whitney et al. 2007), com o ciclo reprodutivo
trienal (Whitney et al. 2007). A espécie tem uma alta taxa de fecundidade produzindo cerca
de 10-82 filhotes por ninhada (Randall 1992), com uma média de 32,6 filhotes por ninhada
(Whitney et al. 2007) que nascem com tamanho variados, sendo entre 51 e 90 cm (Compagno
1984; Randall 1992; Whitney et al. 2007).

O G. cuvier é um grande predador generalista, apresentando uma dieta bastante
diversa, que inclui desde invertebrados como crustaceos e moluscos, a vertebrados como
peixes teledsteos, elasmobranquios, aves, tartarugas e mamiferos marinhos (Lowe et al. 1996;
Pickard et al. 2016; Randall 1992; Shibuya et al. 2005; Simpfendorfer et al. 2001). Essa
espécie apresenta um importante papel ecoldgico, sendo capaz de influenciar o tamanho das
populacdes e até mesmo o comportamento das suas presas, 0 que pode resultar em cascata
trofica (Heithaus & Dill 2006; Heithaus et al. 2007; Wirsing et al. 20073, b). De acordo com
a IUCN Red List e com o Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade, o
tubardo tigre é considerado “quase ameacada” (“Near Threatened — NT”’) (ICMBio, 2016;
Simpfendorfer, 2009). Além disso, em certas regides, como América do Norte (Myers et al.
2007) e Australia (Holmes et al. 2012), a espécie exibe sinais de declinio populacional. Esse
cendrio, para esse importante predador, ressalta a necessidade de estudos sobre a espécie,

como por exemplo de genética populacional.

Estudos genéticos tém mostrado que o tubaréo tigre apresenta um cariotipo de 2n = 86
(40 cromossomos Meta-submetacéntrico e 46 cromossomos Subtelo-acrocéntrico) com um

namero fundamental (FN) de 126 (Asahida et al. 1995), e ndo apresenta Cromossomos
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heteromérficos (Maddock & Schwartz 1996). Como exemplos gerais, a abordagem genética
no nivel moléculas pdde atestar se a fidelidade local encontrada para Austrélia (Holmes et al.
2014), mar de coral da Nova Caled6nia (Werry et al. 2014), Ilhas do Hawaii (Papastamatiou
et al. 2013) e Recife de coral do Caribe (Lea et al. 2015), teve efeito de estruturar essas
populacbes. Bernard et al. (2016), utilizou de marcadores genéticos mitocondriais (Regido
controle e citocromo oxidase subunidade 1) e nucleares (mcrossatelites) para estudar a
dindmica e as populagdes globais do tubardo tigre, encontraram dois clados genéticos para a
espeécie, sendo um compreendido quase exclusivamente por individuos do Atlantico Ocidental
e 0 outro por espécimes do Indo-Pacifico. Com isso, é possivel o incremento na elaboracao de
medidas de mitigacdo de ataques a humanos, como a translocacdo de especimes, que ndo
prejudique as populacdes da espécie, pela mistura de linhagens genéticas estruturadas ou

dréstica reducdo das mesmas.
1.2 GENETICA

Nos ultimos anos, 0s avangos na genética tém reduzido o custo da ferramenta
molecular, tornando-a mais acessivel e viavel, uma vez que requerem apenas uma pequena
amostra de tecido que pode ser coletado do animal vivo ou morto, geralmente em qualquer
idade, para realizar as andlises. Assim, as técnicas moleculares (analises de DNA) tém sido
amplamente utilizadas, tornando-se uma ferramenta poderosa para ampliar o conhecimento a
cerca de uma espécie, permitindo avaliar a diversidade genética (DiBatista et al. 2008; Larson
et al. 2015), fluxo génico das espécies (Gubili et al. 2015; Pereyra et al. 2010), eventos
histéricos que modelam a dindmica das espécies (Portnoy et al. 2014), filogenia de dos grupos
(Bustamante et al. 2016; Caira et al. 2014; Naylor et al. 2012), filogeografia de uma espécie
(Clark et al. 2015; Cunha et al. 2012; Daly-Engel et al. 2012) e permite identificar espécies,
subespécies, populacdes, linhagens e individuos (Caballero et al. 2012; Cardenosa et al. 2014;
Chapman et al. 2009; Griffiths et al. 2010; Jabado et al. 2015).

Embora as técnicas moleculares tenham se tornado mais populares e exista um bom
numero de espécies de tubarbes, apenas poucas espécies tém sido investigadas em detalhes a
respeito de sua filogeografia, diversidade e estrutura genética (eg. Chabot & Allen 2009;
Chapman et al. 2009; Dudgeon et al. 2009; Giles et al. 2016; Keeney & Heist 2006; Larson et
al. 2015; Portnoy et al. 2010; Stow et al. 2006; Vignaud et al. 2014). O tubardo martelo
Sphyrna lewini Griffith & Smith, 1834 € um tubardo amplamente estudado do ponto de vista

genético e diversos trabalhos estudaram a filogeografia da espécie. Esses estudos mostraram
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uma diferenciacdo genética entre as popula¢bes do Atléntico e Indo-Pacifico (Duncan et al.
2006; Quattro et al. 2006) e identificam o Indo-Pacifico leste como possivel centro de origem
(Daly-Engel et al. 2012) com radiacéo tardia no Pacifico central (Hawaii) e Pacifico oriental
(América Central). Além de indicarem a Africa do Sul como sendo uma via para o
intercambio entre oceanos (Ducan et al. 2006) e indicarem a presenca de espécies cripticas,
ainda ndo reconhecidas, de tubardo-martelo (Sphyrna) no sudeste do Estados Unidos da
America (Quattro et al. 2006).

Recentemente, uma abordagem que vem se tornando cada vez mais comum € uso
conjunto dos marcadores mitocondriais (mtDNA) e nucleares (nDNA) ao invés de apenas um
deles (Blower et al. 2012; Cunha et al. 2012; Ferrette et al. 2015; Karl et al. 2011; Portnoy et
al. 2014). A combinagdo desses marcadores com heranga distinta (mtDNA tem heranca
materna e nDNA materna e paterna) permite obter informac&o mais precisas, sendo utilizados
para obter informacg6es mais acuradas sobre a estrutura das populacdes (Dudgeon et al. 2012;
Quintanilla et al. 2015) e eventos que modelam as espécies (Portnoy et al. 2015; Portnoy et
al. 2014; Schultz et al. 2008). Além disso, sdo utilizados para identificar comportamentos
associados ao género como fidelidade a uma area especifica (filopatria) (Feldheim et al. 2002;
Portnoy et al. 2015; Schultz et al. 2008) e identificar hibridos (Morgan et al. 2012).

Portnoy et al. (2014), por exemplo, utilizou da combinacdo de marcadores
mitocondriais (regido controle-mtDNA; CR) e nucleares de loci microssatélites (nDNA),
buscando entender a filogeografia do Carcharhinus acronotus Poey, 1860. O estudo
encontrou 5 populagdes genéticas para a espécie que divergiram durante a Gltima glaciacéo
(Costa Sudoeste do Atlantico, Golfo do México Oriental e Ocidental, Baia de Campeche no
Golfo do México Oriental e Bahamas). Além disso, esses autores detectaram, com excecao
das Bahamas, que todas aquelas populagfes experimentaram expansdo pos glaciacdo. A
diferenca encontrada entre o Golfo do México Ocidental e Oriental parece ser associa¢do com
um isolamento devido a pluma do Rio Mississipi e 0 Golfo do México Oriental serve como

refugio da espécie contra a glaciacéo e ¢é fonte de expanséo.

Karl et al. (2011), utilizou de mtDNA CR e loci microssatélites (nDNA) para
investigar a estrutura do tubardo cabeca chata (Carcharhinus leucas) com o objetivo de inferir
filogeografia e estratégias de conservacdo para a especie. Perante a variacdo da regido
controle (MtDNA), os autores descobriram uma estruturacdo significativa entre o Brasil e

outras localidades do Norte do Atlantico Ocidental (Oeste). Além disso, a auséncia de



18

estruturacdo perante os loci microssatélites, sugeriu um comportamento de fidelidade das
fémeas a esses locais (filopatria feminina). Também foi encontrada uma baixa diversidade
genética para 0 mtDNA, que deve ser levada em consideracdo na conservacao da espécie, a

qual requer estratégias locais, regionais e internacionais de conservacao.

O desenvolvimento de planos de conservagdo, manejo e gestdo das populagdes e de
espécies ameacgadas, tem sido muito beneficiado pelas informacGes genéticas (Reiss et al.
2009), uma vez que para protecdo e conservacao eficaz da diversidade animal, é essencial que
se tenha conhecimento acerca da biologia das espécies e da correta classificacdo taxondmica
da biodiversidade, tanto no nivel de espécies como também no caso de populacdes
geneticamente distintas (Gippoliti & Amori 2007; Mace 2004; Peterson 2006). Nesse
contexto, as técnicas moleculares ajudam, pois podem ser usadas para detectar endogamia
(Frankham et al. 2008) e perda de diversidade genética (Chapman et al. 2009; Dudgeon et al.
2009; Karl et al. 2012; Vignaud et al. 2014b), caracterizar a estrutura das populac6es (Ahonen
et al. 2009; Ferrette et al. 2015; Karl et al. 2011), identificar popula¢Ges em risco (Cardenosa
et al. 2014; Giles et al. 2016; Mendonca et al. 2013; Volkman et al. 2014), resolver incertezas
taxondmicas (Durand & Borsa 2015; Meier et al. 2006; Torres et al. 2015; Xia et al. 2016) e
melhoram o entendimento das espécies (Allendorf et al. 2010; Ferrette et al. 2015; Frankham
et al. 2008; Volkman et al. 2014).

O tubardo baleia Rhincodon typus Smith, 1828, por exemplo, 0 maior peixe vivo do
mundo, uma espécie de tubardo cosmopolita de aguas tropicais e temperadas, considerada
ameacada (“EN” —Endangered) pela IUCN red list (Pierce & Norman 2016) e vuneravel pelo
ICMBIo (2016) e listada no apéndice 1l do Convention on International Trade in Endangered
Species (CITES 2016), foi estudada geneticamente por alguns autores (Castro et al. 2007;
Ramirez-Macias et al. 2007; Schmidt et al. 2009). Esses estudos buscaram averiguar a
diversidade genética e a estruturacdo das populacdes dessa espécie, encontrando como
resultado uma alta diversidade genética e a auséncia de diferenciacdo genética para a espécie
ao redor do mundo. Esses dados indicaram alto fluxo génico histérico e que as barreiras
oceanicas ndo impedem a disperséo Indico-Pacifico. Diante dessas informacdes, os planos de
manejo e conservacdo dessa espécie devem focar em protecdo internacional, atraves da

cooperacao entre governos de paises de diferentes oceanos.

Um outro tubardo ameacado que foi estudado do ponto de vista genético foi o tubardo

lixa (Ginglymostoma cirratum Bonnaterre, 1788). Karl et al. (2012) encontraram uma forte
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divisdo genética (d = 1,9 %) entre a Pacifico leste e 0 Atlantico e sugeriram a possibilidade de
uma espécie criptica ou espécie irma. Esses resultados ajudam na conservacdo da espécie,
indicando uma diferenca entre essas localidades e apontando para necessidade de um manejo
diferenciado dessas populacdes. A diferenciacdo genética das populacGes € um processo
fundamental para a evolugdo, podendo levar a especiagdo em certas condigdes (Leng & Zhang
2011). Portanto, a diversidade genética é importante para a manutencdo do potencial

evolutivo de longo prazo para as espécies e deve ser preservada (Allendorf et al. 2007).
1.2.1 O DNA mitocondrial (mtDNA)

Muitos estudos de genética da conservacdo tém usado informagfes de sequencias de
DNA mitocondrial (mtDNA) devido as vantagens que esse marcador apresenta, como
facilidade de manipulacdo e isolamento, falta de recombinacédo, alto nimero de copias por
célula e taxa de mutacdo mais rapida que a do genoma nuclear (cerca de 5 a 10 vezes mais
rapida) (Avise 1994; Freeland 2005; Meyer 1993). O mtDNA ¢é potencialmente mais
poderoso que o nuclear, uma vez que apresenta ¥ do tamanho efetivo da populacdo que o
DNA nuclear apresenta (Musick & Bonfil 2005). O genoma mitocondrial animal compreende
um cromossomo circular (Gnica volta de DNA de cadeia dupla) com cerca de 36 genes; 2 para
rRNAs, 22 para tRNAs e 12 para subunidades de proteinas multiméricas da membrana
mitocondrial interna (codificadores de proteina) (Arif et al. 2011). Elasmobranquios e outros
peixes apresentam aproximadamente 16 500 pares de bases (pb) de mtDNA (Billington 2003).

Embora as taxas evolutivas do mtDNA em tubardes sejam baixas quando comparadas
a outros vertebrados (Martin et al. 1992), estudos recentes tém mostrado altos niveis de
diversidade do mtDNA Regido controle para alguns tubarfes (Bernard et al. 2016; Cunha et
al. 2012; Mendonca et al. 2009; Ovenden et al. 2009). Trabalhos utilizando sequencias da
regido controle de tubardo branco Carcharodon carcharias (Linnaeus, 1758), detectaram
diferenca significante entre populacdes da Africa do Sul e Australia/Nova Zelandia, Nordeste
do Pacifico (Southern California Bight e Bahia Vizcaino) e New South Wales e Queensland
(Australia) (Blower et al. 2012; Gubili et al. 2010; Ofiate-Gonzalez et al. 2015; Pardini et al.
2001). Esses dados mostram um alto nivel de diversidade que é comparavel a outras espécies
marinhas pelagicas de ampla distribuicdo. Em contraste, o tubardo elefante Cetorhinus
maximus (Gunnerus, 1765), que assim como o C. carcharias também é uma espécie pelagica
de ampla distribuicdo e com status de vulnerdvel (VU) pelo IUCN red list desde 1996
(Compagno 1984; Fergusson et al. 2009; Fowler 2005), apresenta nivel de diversidade, para o

mesmo marcador (CR), abaixo do esperado para uma espécie pelagica (Hoelzel et al. 2006).
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A regido controle, € uma regido ndo-codificante do genoma mitocondrial que é
altamente varidvel (Meyer 1993), sendo um setor muito utilizado em estudos com
vertebrados, incluindo peixe osseos (McKenzie & Bremer 2017; Verma et al. 2016; Waters &
Wallis, 2000), aves (Craig et al. 2016; Hailer et al. 2015; Kirchman & Franklin 2007),
mamiferos (Johnson et al. 2015; Power et al. 2015; Schneider et al. 2016), repteis (Dutton et
al. 2014; Proietti et al. 2014; Vargas et al. 2008) e anfibios (Guarnizo & Cannatela 2015;
Matsui et al. 2007; Richmond et al. 2014). Em elasmobranquios, a CR é uma das regides mais
Uteis para analisar estrutura dos estoques (Musick & Bonfil 2005), sendo comumente
utilizado para avaliar as popula¢cdes em nivel intraespecifico (Benavides et al. 2011; Camargo
et al. 2016; Feutry et al. 2014; Gubili et al. 2015; Keeney et al. 2003; Mendonca et al. 2009;

Ramirez-macias et al. 2007).
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Population history and specimen translocations can mitigate shark attacks:

the case of the apex predator Galeocerdo cuvier

Andrade, F.R.S.; Afonso, A.; Hazin, F. |.; Mendonga, F. F.; Torres, R. A.

INTRODUCAO

O discernimento da estrutura das populacdes de uma espécie é de grande importancia
para seu manejo e conservacao (Bellafronte et al. 2013; Castro et al. 2007; Chapman et al.
2015; Dudgeon et al. 2012; Quintanilla et al. 2015; Reiss et al. 2009; Sigsgaard et al. 2016),
uma vez que revela informac6es sobre a delimitacdo de populacdes/estoques, caracterizacao
da biodiversidade e identificacdo das unidades evolutivas e unidades de manejo (Chapman et
al. 2009; Dudgeon et al. 2012; Giles et al. 2016; King et al. 2015; Larson et al. 2015). J& os
estudos sobre os niveis de variacdo genética das espécies podem indicar maior/menor
vulnerabilidade, sobretudo naquelas exploraveis no ambiente aquéatico, uma vez que a pesca
pode ocasionar o declinio de populagdes e a reducdo da variabilidade genética nas espécies e
suas populacgdes (Allendorff et al. 2014; Ferrette et al. 2015; Pinsky & Palumbi 2014).

Em tubarBes, o conhecimento dessa estrutura é de grande relevancia para a
conservacdo do grupo, visto que linhagens evolutivas podem estar mascaradas pela
morfologia externa conservada (Gaither et al. 2016) e que estudos reportam um esgotamento
dos estoques naturais de diversas espécies ao longo do mundo (Baum et al. 2003; Burgess et
al. 2005; Davidson et al. 2016; Dulvy et al. 2008; Myers et al. 2007). Desse modo, a genética
de populagbes vem sendo investigada para diversas espécies de tubarfes, como o tubardo-
galha-preta Carcharhinus limbatus (Keeney et al. 2005, Keeney & Heist 2006), tubardo mako
Isurus oxyrinchus (Schrey & Heist 2003), tubaréo baleia Rhincodon typus (Castro et al. 2007;
Ramirez-Macias et al. 2007; Schmidt et al. 2009) e o tubardo branco Carcharodon carcharias
(Blower et al. 2012; Gubili et al. 2010, 2015; Jorgensen et al. 2010; Pardini et al. 2001). Esse
ultimo, apresenta uma grande repercussao social negativa por ser uma das espécies associada
a ataques a banhistas (ISAF, 2016a).

Segundo o arquivo internacional de ataques de tubardo (International Shark Attack

File — ISAF, 2016a), os ataques de tubardes no mundo séo provocados majoritariamente por
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trés espécies, o tubardo cabeca chata (Carcharhinus leucas), tubardo tigre (Galeocerdo
cuvier) e o tubardo branco (C. carcharias). No Brasil, o estado de Pernambuco (costa
Nordeste) é aquele que figura com maior nimero de ataques (ISAF, 2016b). Tais ataques tém
como protagonistas duas espécies: o tubardo tigre e o tubardo cabeca-chata. E possivel que
outras espécies, como o tubardo galha-preta (Carcharhinus limbatus), também respondam por
alguns dos incidentes (Hazin et al. 2008).

De acordo com a IUCN Red List e o Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade, o tubardo tigre ¢ globalmente e regionalmente considerado “quase ameagada”
(“Near Threatened — NT”) (ICMBio, 2016; Simpfendorfer, 2009). Segundo alguns autores,
apresenta sinais de declinio populacional em certas regides da América do Norte (Myers et al.
2007), Australia (Holmes et al. 2012). Dados de diversidade genética reforcam os sinais de
declinio observados para animais do Havai (Bernard et al. 2015). Porém, dados genéticos de
G. cuvier oriundo de diversos oceanos do mundo tém revelado uma melhor condicdo da
espécie em termos adaptativos, tendo em vista os valores de diversidade genética observados
em regides mitocondriais e também nucleares (Bernard et al. 2016).

No aspecto relativo a mitigacdo de ataques no Brasil, se tem utilizado da translocacéo
de exemplares vivos de G. cuvier para zonas marinhas mais distantes da costa, além do
monitoramento destes espécimes por telemetria (Hazin & Affonso 2013). O monitoramento
tem sugerido uma rota de deslocamentos sob a orientacdo Sul-Norte (Hazin et al. 2013). Tais
evidéncias sugerem que possivelmente os tubardes tigre que vivem ao largo do Arquipélago
de Fernando de Noronha podem vir da regido mais costeira de Pernambuco, onde os ataques

sdo muito mais frequentes.

Apesar da existéncia de algumas evidéncias genéticas sobre o tubardo tigre em termos
locais (Bernard et al. 2015) e globais (Bernard et al. 2016), pouco ainda se sabe sobre a
historia populacional da espécie em aguas do Atlantico tropical. Portanto, tendo em vista 0s
aspectos relativos ao status de conservacdo de G. cuvier, sob o ponto de vista do potencial
evolutivo (variacdo genética) da espécie, bem como aqueles outros sobre as estratégias de
mitigacdo dos ataques na costa Nordeste do Brasil, esse trabalho utilizou de trés marcadores
genéticos (um mitocondrial e dois nucleares) para atender aos seguintes objetivos principais:
(a) testar o patamar de variacdo genética da espécie como medida de inspecdo vulnerabilidade
da espécie e (b) averiguar a estrutura populacional da espécie entre a regido mais costeira do
estado de Pernambuco e as adjacéncias do Arquipélago de Fernando de Noronha. Em termos

ainda mais especificos, este Ultimo objetivo pretendeu oferecer evidéncias que suportem que a
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estratégia de mitigacdo de ataques de tubardo, por translocagdo de espécimes das zonas mais
costeiras da cidade do Recife para zonas mais distantes da costa, ndo modifica as populagoes
naturais da espécie. Além disso e, tendo em vista os dados disponibilizados pela literatura
mais recente, este estudo ainda se focou nos seguintes objetivos: (c) testar a coesdo
populacional de G. cuvier dentro do Atlantico tropical e (d) testar a hipotese mais atual de
conectividade histérica global da espécie, reanalisando os dados da regido controle do

mtDNA, incluindo os dados aqui produzidos.
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MATERIAL E METODO

Um total de 76 espécimes de tubardo tigre foram amostrados em dois areas da costa
Nordeste do Brasil, sendo 43 exemplares das praias na regido metropolitana da cidade do
Recife (MRR) e outros 33 de um ambiente insular ao largo do Arquipélago de Fernando de
Noronha (FN; Fig. 1). Os tecidos foram conservados em etanol 96% a -20 °C. O DNA total
foi extraido utilizando o kit de extracdo DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN ®) seguindo
instrucdo do fabricante.

Os procedimentos moleculares se concentraram na amplificacdo via PCR de 3 regides
genéticas: a regido controle do mtDNA (CR), um intron nuclear do gene da lactato
desidrogenase A (LDHAG) e um espacador da unidade ribosomal nuclear (ITS-2).

A amplificacdo da PCR foi realizada utilizando os primers ElasmoCR15642F (5—

TTGGCTCCCAAAGCCAARATTCTG-3) e ElasmoCR16638R (5-
CCCTCGTTTTWGGGG- 3) para a Regido Controle (CR), ElasmoLDHAF1 (5-
GCTTATGARGTGATWAAACTGAA-3), ElasmoLDHAGF2 (5-
GGGWTGTCTGTGGCAGACCTCGC-3) e ElasmoLDHAR1(5-

GAARACCTCRTTYTYWATRCCATA-3) para o sexto intron do locus LDHA (LDHA®G)
(Stoner et al. 2003) e os primers universais de tubardes FISH5.8SF (5-TTA
GCGGTGGATCACTCGGCTCGT-3) e FISH28SR (5-
CCTCCGCTTAGTAATATGCTTAAATTCAGC- 3) para o ITS-2 (Pank et al. 2001). A
solucdo de PCR continha um volume final de 25 pL e consistia em 12, 5 uLL de 2X taq Master
Mix (Vivantis ® - 0.05u/ul Tag polimerase 2X ViBuffer A (100mM KCL, 20mM Tris-HCI
pH 9.1 & 20°C , 0.02% Triton™ X-100, 0.4mM dNTPs e 3.0 mM MgCl,), 15-20mM de cada
primer, 0.5 uL de Taq Polimerase (Invitrogen), 1 uL. de MgCl, (50mM), 70 a 150ng de DNA
gendmico e 4gua ultrapura suficiente para completar 25 pL. As reagdes de PCR foram
realizadas em termociclador Applied Biosystems® 2720 (Life Technologies), seguindo as

condicdes de ciclagem sugeridas por Stoner et al. (2003) e Pinhal et al. (2012).

As amplificacdes do LDHAG6 foram feitas por PCR hemi-nested (ver Stoner et al.
2003). A primeira etapa de PCR foi realizada usando, os primers ElasmoLDHAF1 e
ElasmoLDHARL e a segunda etapa usando os primers ElasmoLDHAG6F2 e ElasmoLDHAR1.
A solugéo da segunda etapa de PCR utiliza 1-2 uL do produto da primeira PCR.
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Todos os produtos das PCRs foram enzimaticamente purificados, através da ExoSap-
IT® (Affymetrix), seguindo instrucdes do fabricante. As sequencias foram obtidas no
sequenciador Modelo ABI 3130 — Applied Biosystems, utilizando do Kit “Big DyeTM
Terminator v 3.1 (Applied Biosystems).

A andlise de todos os dados seguiu a mesma rotina. Cabe mencionar que o conjunto de
dados da CR foi incrementado com a adicdo de mais 28 sequencias de tubardo tigre, de
diversas &reas, disponibilizadas por Bernard et al. (2016) e Pirog et al. (2015) (no. acesso
genbank: KP317128 - KP317132; KU847364 - KU847386).

As sequencias obtidas foram alinhadas utilizando o programa Clustal W (Thompson et
al. 1994) implementado no Bioedit (Hall 1999), editadas visualmente e os gaps foram tratados
como dados perdidos.

Os dados de diversidade genética como nimero de haplétipos, nimero de sitios
polimérficos, diversidades haplotipica e nucleotidica foram calculadas pelo DNAsp v5
(Librado & Rozas, 2009). Para testar as hipdteses de neutralidade da variacdo genética, foram
realizados os testes de distribuicdo dos sitios segregantes (D de Tajima, Tajima, 1989 e R?,
Ramos-Onsins & Rozas 2002), distribuicdo dos hapl6tipos (Fs de Fu, Fu, 1997) e de diferenca
pareada de sequencias (Raggedness — Rg, Harpendings, 1994 e sum of squared deviations —
SSD) com significancia perante 1000 permutacfes segundo DNAsp v5 (Librado & Rozas,
2009) e Arlequin (Excoffier & Lischer 2010). O indice de significancia (p) utilizado foi de
5%, com excecao do teste Fs, cuja significancia foi de 2%. A histdria demografica da espécie
foi examinada pelo DnaSP, para cada um dos trés conjuntos de dados, pela construcdo de
histogramas de diferenca par-a-par de nucleotideos (distribuicdo mismatch). As mudancas na
histéria demografica da G. cuvier ao longo do tempo foram estimadas, perante os dados da
CR, por meio de Bayesian skyline plot (BSP) no BEAST 1.8 (Drummond et al. 2012) e
Tracer 1.5 (Rambaut et al. 2014) perante 7 — 20 milhdes de geracdes de MCMC. Foi adotada
uma média de taxa mutacional da CR de 0,55% por milhdo de anos, que foi calculada pela
média das taxas mutacionais reportadas para outras espécies de tubardes de 0.43% para
Carcharhinus limbatus (Keeney & Heist 2006), 0.67% para Negaprion brevirostris, (Schultz
et al. 2008), e 0.54% para Ginglymostoma cirratum (Karl et al. 2012).

O relacionamento entre os haplétipos CR e das variantes das regides nucleares foi
avaliada por meio do software PopArt 1.7 (Leigh, 2016). Os modelos evolutivos que melhor

explicam da variancia dos sitios de todos os trés conjuntos de dados foram obtidos pelo
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Modeltest 2.1.7 (Felsenstein, 2005; Posada, 2008; Darriba, 2012) usando o critério de
informacdo de Akaike (AIC) (Akaike, 1973, 1983).

As anédlises filogenéticas foram obtidas por Inferéncia Bayesiana (IB) usando o
software BEAULti e BEAST 1.8 (Drummond et al. 2012). As andlises foram conduzidas para
todas as regides genéticas (CR, intron LDHA e ITS-2) em 10 milhGes de geracdes de cadeias
de Markov (MCMC). As analises, para cada um dos conjuntos de dados, contaram, como
grupos externo as espéecies Cetorhinus maximus (KF597303.1, NC_023266.1), Sphyrna lewini
(DQ168930.1) e Sphyrna tiburo (DQ168933.1) e Sphyrna lewini (JF899239.1 - JF899241.1).
As topologias de consenso de maioria foram obtidas a partir do descarte (burnin) de 10% das
geracdes MCMC.

A Andlise de Variancia Molecular (amova) foi realizada para testar estruturacdo
genético-evolutiva (Excoffier et al. 1992) computando as estatisticas convencionais de 6
(theta) dos dados de frequéncia de haplotipos com 1000 permutacgdes utilizando do software
Arlequin. Tal método foi aplicado de forma a calcular o indice de fixacdo da variacdo
genética (Dst e Fst) global e par-a-par. Estes indices foram computados em termos regionais
usando os trés conjuntos de dados na comparacao entre MRR e FN e apenas os dados da CR
para a comparacdo entre a variacdo genética observada no Nordeste e aquela do Sudeste do
Brasil segundo Bernard et al. (2016). Foram ainda computados os indices de fixacdo perante
uma analise global, analisando os dados aqui obtidos em conjunto com os aqueles
disponibilizados pela literatura para a CR, em uma comparacdo par-a-par. Nesta abordagem,
0s grupos a serem comparados foram designados como Nordeste do Brasil, Sudeste do Brasil,

Atlantico Norte e Indo-Pacifico.

A estrutura da populacdo de G. cuvier em termos regionais e globais foi ainda testada
pela analise de designacdo bayesiana usando o software BAPS v3.1 (Bayesian Analyses of
Population Structure (Corander et al. 2003; Corander & Marttinen 2006). O numero de
populacbes (k) foi estimado perante 10 réplicas com k mé&ximo de 10. A estrutura da
populagédo foi ainda avaliada pelo teste de designacdo bayesiano com a incluséo das
informagdes geograficas usando o software Geneland (Guillot et al. 2005a,b) em termos
regionais usando dois conjunto de dados entre CR+ITS-2 e CR+intron da LDH, na
comparacdo entre MRR e FN. Ja, para a comparacao entre a variacdo genética observada no
Nordeste e aquela do Sudeste do Brasil, bem como a anélise global, segundo Bernard et al.

(2016) foi utilizado um conjunto de dados apenas da CR.
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RESULTADOS

A andlise das 88 sequencias parciais da regido controle (entre sequencias produzidas e
do banco de dados), produziu um alinhamento de 672pb. Foi encontrado um total de 29 sitios
foram polimérficos que caracterizaram 29 hapl6tipos no total. Os valores médios de
diversidade haplotidica (Hd) foram de 0,905 e 0,005 de nucleotidica (x) (Tabela 1). Para
as andlises nucleares, as sequencias parciais do intron da LDHA produziram um alinhamento
de 206pb e as sequencias parciais do ITS-2 geraram um alinhamento final de 352pb. Foram
encontrados um total de 21 sitios polimérficos para o LDHA e 14 para ITS-2, resultando em
11 e 10 variantes, respectivamente. Os indices de diversidade gerais do intron da LDHA
foram de 0,805 e 0,018, respectivamente (Tabela 1). E para ITS-2, os indices de diversidade
gerais foram de 0,198 e 0,00178, respectivamente (Tabela 1).

Dos 29 haplotipos da CR, foram observados 19 privados e 10 haplétipos
compartilhados na andlise global. Trés dos hapl6tipos sdo compartilhados entre Atlantico
norte, Regido Metropolitana de Recife (MRR) e Fernando de Noronha, 3 entre Fernando de
Noronha e Atlantico norte, 1 entre o Brasil (FN, MRR e SEBr), 1 compartilhado entre
individuos do indo-Pacifico, 1 entre Indo-Pacifico, Brasil e MRR e 1 entre Indo-Pacifico,
Fernando de Noronha e Atlantico norte (Fig. 2).

A rede de variantes do intron da LDHA (Fig. 3a) apresentou 9 hapl6tipos privados e
apenas 2 hapldtipos compartilhados entre MRR e FN. J& a rede de variantes de ITS-2 (Fig.
3b) é formada por um haplétipo central com 89,6% de frequéncia, além de 9 hapld6tipos
privados entre MRR e FN.

Os modelos evolutivos que mais se adequaram aos dados foram HKY + G (CR), HKY
+ G (intron LDHAG6) e TN93 (ITS-2). E a inferéncia bayesiana (IB) da mtCR (Fig. 4)
mostrou a presenca de dois clados distintos, suportados pelas AMOVA (®st = 0.429, P <
0.05). Esses dois clados tém distribuigéo diferenciada, sendo uma encontrada no Atlantico e a
outra encontrada no Indo-Pacifico e Atlantico Sul (Brasil). Esses, tendo se diferenciado entre
30.000 e 60.000 anos atrés.

Os dados de inferéncia bayesiana para o intron LDHA revelam a separacdo em dois
clados (Fig. Al), significantemente diferente entre si (st = 0.27, P < 0.05). Os dados da 1B
de ITS, revelam 3 clados distintos (Fig. B1).
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ESTRUTURA POPULACIONAL

A amova, perante os dados da CR revelou, na comparacao regional entre MRR e FN
um gt geral de 0,02519 (p > 0.05). A comparacgdo entre a variacdo genética observada no
Nordeste e aquela do Sudeste do Brasil foi observado o Fst de 0,038 (p > 0.05). Na analise
global a amova revelou um ®st de 0,31151 (p < 0.05). Na comparagdo par-a-par foram
observados valores de Fsr variando entre -0,0256 (Atlantico Norte e o Sudeste do Brasil; p >
0.05) e 0,136 (Indo-Pacifico e Nordeste do Brasil; p < 0.05) (Tabela 2).

A analise de estrutura bayesiana do BAPs revelou, perante os dados globais da CR a
existéncia de um k=3 (Figura 5). Na analise regional foi observado um perfil genético similar
entre os exemplares da MRR e FN perante os dados da CR. Os dados do intron da LDHA
(Figura 5b) e do ITS-2 (Figura 5c) apresentaram ambos 0 mesmo padrdo daquele revelado
pela CR. Ja a comparacdo regional entre a variagdo genética do Nordeste (MRR+FN) e do
Sudeste do Brasil (SEBr) mostrou uma modificacdo do perfil genético (Figura 5a). Na analise
global, perante os dados da CR, foi observada uma clara distincdo do perfil genético entre a
populacdo do Indo-Pacifico e os restante das areas. Observou-se também uma modificacdo do
perfil genético entre as populacdes de G. cuvier do Atlantico Norte (AtINO) e Sudeste do
Brasil (SEBr). Ja entre as populacdes do Atlantico se observa uma relativa similaridade
genética entre as areas (Figura 5a).

A anélise de designacdo populacional bayesiana do Geneland (Figura 6) mostrou a
existéncia de uma Unica populacdo (k=1) de G. cuvier em Pernambuco (NEBr= MRR+FN;
6a) e a ocorréncia de duas populacdes (k=2) na comparacdo entre NEBr e SEBr, na andlise
regional (6b). J& a analise global (6¢) mostrou a existéncia de duas populacdes (k=2), que

compreendeu a variagdo genética do Atlantico em relacdo ao restante das areas estudadas.

HISTORIA DEMOGRAFICA

As analises de distribui¢cdo mismatch (Fig. 7) demostraram um padrédo de distribuicdo
bimodal ou multimodal para a grande maioria dos graficos (Fig. 7 b — @), indicando um
tamanho populacional constante ou contato secundario. Os graficos de mismatch para ITS-2
apresentaram distribui¢do unimodal (Fig. 7 h —j).

Os valores dos testes de neutralidade estdo representados na Tabela 1. Os indices
demogréaficos de Raggedness (Rg) e SSD apresentaram valores baixos e ndo significativos,
com excec¢do do Rg para o ITS-2 que apresentou valores altos e ndo significativos. Os testes
de neutralidade de D de Tajima e Fs de Fu foram negativos, porém para a grande maioria nao
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significativos (p>0.05). O teste D de Tajima foi significativo para a localidade FN e a geral
(FN + MRR) perante dados de ITS-2. Os valores de Fs encontrados para FN perante os dados
da CR, e MRR perante os dados de ITS-2 e intron LDHA foram significativos. O teste de R2
(Ramos-Onsins and Rozas, 2002) apresentou valores baixos.

As andlises da Bayesian Skyline Plot (Fig 8) mostraram evidéncias auséncia de
flutuacGes no tamanho populacional para o tubardo tigre globalmente, indicando estabilidade
(Fig. 8d). Contudo, a populagdo de Pernambuco apresentou sinais de crescimento

populacional (Fig. 8a,c).
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DISCUSSAO
VARIACAO GENETICA, DEMOGRAFIA HISTORICA E STATUS DE CONSERVACAO

Segundo os dados da IUCN (International Union for Conservation of Nature) G.
cuvier ¢ uma espécie “quase ameacada” (Simpfendorfer 2009). Os dados obtidos mostraram
uma diversidade haplotipica de moderada a alta e alta diversidade nucleotidica tanto na CR
quanto no intron da LDH. Espécies de tubardes costeiros e associadas a recifes, tendem
valores de diversidade genética menores que espécies pelagicas (Karl et al. 2011). Espécies
costeiras ou associadas a recifes, tendem a apresentar valores de diversidade para a regido
controle baixos como em Carcharias taurus (Ahone et al. 2009) e Negaprion brevirostris
(Schultz et al. 2008), a moderado como em Carcharhinus limbatus (Keeney & Heist, 2006).
Tubardes pelagicos tendem a apresentar valores de diversidade de moderado a alto variando
como em Cetorhinus maximus (Hoelzel et al. 2006), Carcharodon carcharias (Jorgensen et
al. 2010) e Rhincodon typus (Castro et al. 2007). A comparacao desses dados sugere G. cuvier
como uma espécie mais similar com espécies pelagicas do que aquelas que frequentam
habitats mais rasos, em termos de diversidade genética. Essas informacbes permitem ainda
sugerir que o patamar de variacdo genética aqui observado condiz com o seu status de
conservacao. Tal observacdo se sustenta no fato da espécie ndo apresentar nem baixos niveis
de diversidade e nem tampouco varia¢do genética muito elevada. Por essa combinacdo de
diagnosticos é possivel argumentar em favor de que G. cuvier é uma espécie com boa

resiliéncia em termos ecoldgicos.

A historia demografica das espécies é uma das evidéncias de maior importancia na
conservacao das espécies, uma vez que oscilagdes histéricas nos tamanhos populacionais e
nos seus tamanhos efetivos (Ne) delineiam a trajetdria de persisténcia ou nao das espécies ao
longo do tempo (Frankham et al. 2008). Na abordagem regional [FN, MRR e NEBr
(MRR+FN) ] os testes de neutralidade (D de Tajima, FS de Fu, R,, SSD, Rg) e distribuigdes
mismatch sugerem o mesmo padrdo demografico de uma expansdo seguida de um gargalo
populacional perante todos os loci inspecionados. De forma similar, as redes de haplotipos e
de variantes nucleares reforcam essa hipotese devido a existéncia de poucos haplétipos e
alelos com alta frequéncia. Parte dessa histéria (expansdo) recebeu apoio adicional pela
analise de oscilacGes do tamanho populacional efetivo (Ne) somente para os exemplares do

NEBr e FN. Os graficos BSP indicam eventos graduais de aumento do tamanho populacional
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efetivo no NEBr, iniciando por volta de 1500 (1,5x10°®) anos atras. J4 em FN um fendmeno
abrulto de aumento Ne foi observado por volta 2750 (2,75 x10®) de anos atras.

Eventos de aumento de temperatura globais séo indicados durante o Holoceno (11.300
anos até os dias atuais) nas zonas tropicais (Morcot et al. 2013) com influéncia direta na
deglaciacdo e no aumento do nivel médio dos oceanos em uma taxa de cerca 15mm/ano nos
ultimos 8.000 anos (Lambeck et al. 2002). Os efeitos da oscilagdo do nivel do mar sobre a
estrutura genética de espécies de peixes na costa do Brasil vém sendo bastante documentadas,
inclusive naquelas cujas drenagens costeiras de dgua doce também receberam remodelacdo
(Baggio et al. 2017; Lima et al. 2016; Machado et al. 2017; Torres & Ribeiro 2009). Tais
evidéncias estdo diretamente ligadas a pulsos de diversidade ligados a alternativas de
colonizacdo de novos habitats, sejam esses pulsos geradores de variagdes microevolutivas
(unidades de manejo/unidades evolutivamente significativas) ou mais profundas no nivel de
especiacdo criptica. Portanto, a associacdo dessas informacdes sugere que o0s tubardes tigre no
Brasil parecem manter uma histéria de colonizacdo na orientacdo Sul-Norte e reforca as
evidéncias mais atuais sobre movimentacdo horizontal (Afonso 2013). Além disso, as
evidéncias da histéria demografica na abordagem regional reforcam a validade da préatica de
mitigacdo dos ataques a humanos na MRR, pela transposicdo de individuos, que parece
manter essa rota historica deslocamento de G. cuvier (Hazin & Affonso 2013; Hazin et al.
2013). Na abordagem global pelos dados da CR, a analise de expansdo demografica pelas
distribuicbes mistmatch e de oscilagbes do Ne pela BSP se apoiaram relativamente.
Galeocerdo cuvier segue globalmente o padrdo observado na abordagem regional (MRR+FN)
de subita expansdo seguida de retracdo populacional. J& BSP recuperou uma grande
estabilidade demografica, que reforca aquilo reportado para a espécie localmente costa leste
da Australia (Simpfendorfer 1992) e Africa do Sul (Dudley & Simpfendorfer 2006). Contudo
a BSP também sugeriu uma reducéo drastica do Ne, porém em um intervalo de tempo muito
recente. Tendo em vista as evidéncias pouco ajustadas € necessario o acumulo de novos dados

para uma hipdtese mais conclusiva sobre a historia demogréafica da especie no ambito global.
CONECTIVIDADE REGIONAL

Esse estudo revelou a estrutura genético-populacional do G. cuvier em Pernambuco
fornece informagdes importantes para auxiliar nas medidas de mitigacdo de ataques de
tubardes a humanos. Os parametros de genética populacional, como os indices de fixa¢ao ®dgr,

o relacionamento entre as variantes genéticas observadas e os testes de estruturacéo
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populacional bayesianos revelaram que os individuos amostrados em Fernando de Noronha
(FN) e Regido Metropolitana do Recife (MRR) sdo geneticamente bem semelhantes, perante
os dados mitocondriais (CR) e nucleares (intron LDHA e ITS-2). Apesar de uma preferéncia
por ambientes rasos (Heithaus et al. 2002; Heithaus et al. 2006) o tubardo tigre também é uma
espécie com muita mobilidade horizontal (Afonso 2013; Afonso & Hazin 2015;
Hammershlag et al. 2015; Holmes et al. 2014; Meyer 2010). Além disso, entre MRR e FN
existe a Contra Corrente Norte do Brasil (CCNB) que também sob influéncia da Corrente Sul
Equatorial no seu ramo Norte (CSEQN), favorece uma rota em direcdo a FN. Portanto, a
combinacdo dos atributos ecoldgicos da espécie, com a dindmica de correntes e com os dados
genéticos que sugerem alto fluxo génico entre FN e MRR, sustenta a existéncia uma

populacdo panmitica entre as areas amostradas.

Contudo, a andlise detalhada dos dados da amova mostraram que existe uma diferenca
estatisticamente significativa entre os espécimes da MRR e FN perante os dados da CR,
apesar do grau de diferenciacdo (®st) ser muito baixo. Tubardes tigre apresentam uma
tendéncia a residéncia em aguas rasas (Ferreira et al. 2015; Randall 1992), apesar das
evidéncias menos frequentes de exemplares muito vageis (> 1000kms de deslocamento;
Holmes et al. 2014; Meyer et al. 2010; Werry et al. 2014). Além disso, fémeas de G. cuvier
em diferentes estagios de desenvolvimento parecem dominar ambientes rasos (Sulikowski et
al. 2016). Tendo em vista a diferenca genética observada e as evidéncias sobre o
comportamento mais residente da espécie, é possivel sugerir que as fémeas de ambos os locais
amostrados (MRR e FN) sejam mediadoras de um comportamento residente (filopatrico) da
espécie. Essa hipdtese se sustenta no fato da diferenca, apesar de baixa, ter sido observada no
genoma mitocondrial, cuja heranga € materna. Assim, se as fémeas sdo mais residentes, ao
longo do tempo existe uma tendéncia da deteccdo de uma estruturacdo populacional mediada
por fémeas. JA os dados nucleares sugerem que machos sejam o sexo mediador da
miscigenacdo das populagdes, tendo em vista a auséncia de estrutura pelos dados do intron da
LDHA e ITS-2. Esses resultados devem ser analisados com cautela, pois 0 DNA mitocondrial
(mtDNA) é haploide e uniparental, apresentando tamanho efetivo da populacdo (Ne) quarto
vezes menor e uma taxa de deriva genética mais rapida que o nDNA, o que faz com que o
mtDNA apresente maiores indices de estruturacdo genética (Birky et al. 1983, 1989; Birky,
2001).

Em principio, a existéncia de uma populacdo coesa entre MRR e FN era esperado,

uma vez que corrobora um padréo geral de alta conectividade da espécie em termos globais
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(Bernard et al. 2016). Porém, é possivel aplicar tal informacdo no incremento das agdes de
mitigacdo dos ataques a humanos na MRR. A estratégia inicialmente utilizada pelo Comité
Estadual de Monitoramento de Incidentes com TubarGes (CEMIT) no estado de Pernambuco
para mitigar os ataques, foi a translocacdo de exemplares vivos de G. cuvier das regides
praianas (&rea de risco) para aquelas mais afastadas da costa (Hazin & Affonso 2013). O
monitoramento de G. cuvier na regido tem sugerido uma rota de deslocamentos da espécie sob
a orientacdo Sul-Norte (Hazin et al. 2013). A questdo aqui envolvida era a auséncia de suporte
cientifico de validacdo dessa estratégia, uma vez que isso poderia favorecer o contato entre
populacbes historicamente disjuntas. A mistura de populacdes evolutivamente isoladas €
considerada como péssima conduta em termos da preservacdo da diversidade bioldgica
(Candall et al. 2000; Moritz 2002). Contudo, as evidéncias genético-evolutivas aqui obtidas
apoiam e estratégia de translocacdo de individuos das zonas mais costeiras da cidade do
Recife para zonas mais distantes da costa, como medida valida de mitigacdo de ataques na
MRR, uma vez que favorece a manutengdo de uma populacéo historicamente consolidada.

Outra abordagem interessante acerca da conectividade regional é a comparagdo entre a
variacdo genética observada no Nordeste (MRR+FN) e aquela do Sudeste do Brasil (Bernard
et al. 2016). Os dados da CR aqui obtidos permitem tal comparacdo e os indices de fixacao
®st sugerem a auséncia de estruturacdo entre as regides. Contudo, o teste de designacao
bayesiano de individuos a populacdes (BAPS) aponta para uma modificacdo na estrutura
genética da espécie entre as areas. A identificacdo bayesiana de populagdes (Geneland)
reforcou essa evidéncia sugerindo duas paisagens genéticas distintas nestas areas. Tais
evidéncias sugerem que tais populacdes sejam consideradas como unidades de manejo
diferentes em termos de conservacdo da diversidade genético-evolutiva da espéecie. Em geral,
0s ambientes marinhos costeiros em ambas as regides séo claramente diferentes e o gradiente
de temperatura e turbidez da dgua é uma evidéncia suporte para isso. No NEBr a agua €

homogeneamente mais quente e mais clara ao longo ano, do que aquela observada no SEBr
(Fig. 9).

Provavelmente tal diversidade na paisagem marinha recebe influéncia do
posicionamento da Corrente do Brasil (CB) a partir de latitude 12°S (Peterson & Stramma,
1991; Stramma et al. 1990). Na orientacdo Norte, a CB se encontra afastada da costa na
regido Nordeste, dando espago ao fluxo Norte do eixo Sul da Corrente Equatorial (CE).
Portanto, é provavel que as duas populagBes de G. cuvier aqui detectadas venham assim se

estabelecendo mais como consequéncia de um modelo IBE (Isolation by Environment) do que
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aquele por distancia (IBD) (Orsini et al. 2013). Este ultimo se torna menos robusto como
explicagdo da estrutura genética distinta nas regides, dada a eximia capacidade de
movimentacdo horizontal dos tubardes tigre por regiGes costeiras, de aguas rasas e mais
quentes (Afonso 2013). Todas essas evidéncias combinadas parecem ndo apoiar a ideia de que
G. cuvier é uma espécie completamente plastica ecologicamente em termos de alta toleréncia
a diferentes habitats marinhos (Compagno 1984), com ampla variacdo de temperatura e
profundidade como anteriormente suposto (Afonso & Hazin 2015; Ferreira et al. 2015;
Holmes et al. 2014). A figura 9, mostra que ocorre um padrdo de isolamento geografico
intermitente ao longo do ano entre NEBr e SEBr, provavelmente mediado pela temperatura e
sendo mais pronunciado nos meses de Julho, Agosto e Setembro. Neste periodo o avango de
uma massa de aguas frias no rumo Norte, resultado da combinacdo da Corrente Circumpolar
Antartica (CCA) e a Corrente das Malvinas muda drasticamente a paisagem adaptativa das
zonas mais costeiras no SEBr. O fluxo génico potencialmente interrompido em parte do ciclo
e vida anual da espécie pode explicar a deteccdo de uma estrutura populacional incipiente na
espécie entre NEBr e SEBT.

A influéncia dessas correntes sobre a estrutura genético-populacional de espécies de
peixes marinhos costeiros, 0sseos (Benevides et al. 2014) e cartilaginosos (Mendonca et al.
2011) ja foi demonstrada e pode ainda melhor explicar a descontinuidade evolutiva de outros
peixes com mesmo padrdo de distribuicdo (Machado et al. 2017). Assim, a unido dos dados
genético-evolutivos aqui oferecidos com a abordagem sobre as correntes da costa brasileira
permite sugerir que G. cuvier reune plasticidade adaptativa (medida pela alta mobilidade),

desde que os ambientes sejam costeiros de dguas rasas e mais quentes.

CONECTIVIDADE GLOBAL

Uma estruturacdo significante foi detectada para a espécie globalmente segundo o
indice de fixacao da variagdo genética (dst). Naylor et al. (2012) reportaram uma
diferenciacdo genética entre espécimes do Atlantico e Indo-Pacifico e propds a existéncia de
duas espécies alopatricas. Em contrapartida, Bernard et al. (2016) usando dados mtDNA e
nDNA (microssatélite) desvendaram que o Brasil compartilha haplotipos com essas duas
linhagens, que tem separacdo recente (<1 milhdo de anos), rejeitando a hipotese de espécies
diferentes e alopatricas. A separagdo entre o Atlantico e o Indo-Pacifico tem sido reportada
para varias espécies de tubarbes, como Sphyrna lewini (Quattro et al. 2005), Carcharodon
carcharias (Dudgeon et al. 2012; Gubili et al. 2010) e Rhincodon typus (Castro et al. 2007;
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Sigsgaard et al. 2016). A topologia bayesiana aqui obtida pelos dados da CR corroborou a
diferenciacdo entre os exemplares de ambas as provincias e o tempo de diferenciacdo, além de
recuperar o compartilhando de haplétipos do Brasil com ambas as linhagens. A anélise de
designacdo populacional bayesiana (Geneland) reforcou K= 2 populagdes, mas também
sugeriu os exemplares do Pacifico Oeste como uma terceira populacdo, perante a
probabilidade posterior para K=3. A divisdo genético-evolutiva entre o Pacifico Leste e a
bacia Atlantica ja vem sendo reportada em espécies animais (Craig et al. 2009; Ceballos et al.
2016). Assim, a inclusdo de dados de mais exemplares do Brasil mostrou o Atlantico Sul com
uma zona de agregacdo dessas linhagens, fortalecendo aquilo j& indicado pela literatura
(Bernard et al. 2016). Fendmenos de agregacdo vem sendo francamente documentado para
varias espécies de tubardes com claro comportamento de movimentagdo horizontal e sinais de
preferéncias por aguas rasas (Dudgeon et al. 2008; Speed et al. 2011; Sigsgaard et al. 2016),
inclusive o tubardo tigre (Werry et al. 2014). Apesar da necessidade de mais investigacao, o0s
dados unidos sugerem duas hipdteses: a possibilidade do Atlantico Sul como uma zona de
agregacdo de G. cuvier com alguma funcdo ecoldgica e/ou o Atlantico Sul como a area da
populacdo fundadora no Atlantico, ja que retne toda a variabilidade genética desse Oceano,
como ja sutilmente indicada pela literatura (Bernard et al. 2016). Esta ultima conclusdo sugere
0 Atlantico Sul como uma zona de acumulacdo da diversidade genética de G. cuvier e,
portanto, merece atencdo para fins de conservacgdo da espécie nessa bacia oceanica.

A anélise bayesiana de designacdo de individuos a populacdes (BAPS) revelou a
existéncia de 3 linhagens genéticas (K=3) para o G. cuvier, compreendendo respectivamente
Indo-Pacifico (IndPac)/Atlantico Norte(AtINo)+MRR+FN/SEBr. Tal evidéncia apoiou a
topologia bayesiana obtida no presente estudo. Estes dados indicam o isolamento dos
exemplares do IndPac, porém com uma maior similaridade com a regido SEBr. Essa relacédo
implica na maior conectividade entre as &reas. Isso também reforca a habilidade de
movimentacdo horizontal de G. cuvier, mesmo ao longo do Atlantico Sul que abriga barreiras
de dispersdo para muitos peixes (Floeter et al. 2008; Joyeux et al. 2001; Rocha 2013) como a
Barreira de Benguela e a Barreira Central do Atlantico. Porém, alguns atributos ecoldgicos
tém sido reportados como a razdo para peixes do Atlantico tornarem aquelas barreiras
permedveis, favorecendo o fluxo génico entre grandes bacias oceénicas (Luiz et al. 2012).
Portanto, a maior similaridade genética entre os exemplares de G. cuvier do IndPac e aqueles
do SEBr pode ser explicada pelos os atributos ecoldgicos (capacidade de deslocamentos
répidos por zonas profundas; desenvolvimento ontogenético mais acelerado) observados por

Afonso & Hazin (2015). Tal ecologia habilita a espécie a ultrapassar as barreiras
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mencionadas, favorecendo a miscigenacao genética entre os exemplares das bacias oceénicas
avaliadas. Esta hipotese recebe suporte adicional dos dados do indice de fixagdo (Fst) par-a-
par aqui obtidos, que revelou que inexisténcia de diferencas genético-evolutivas
estatisticamente significativas entre a variacdo genética do IndPac com SEBr e este ultimo
com o NEBr. Assim, isso permitem sugerir que a regido Sudeste do Brasil seria um vetor de
comunicagdo entre as zonas equatoriais do Atlantico Sul com a bacia do Indo-Pacifico.

A andlise pormenorizada da figura 5a revelou ainda uma mudanca quanti-qualitativa
no perfil genético da bacia atlantica. H4 uma mudanca na estrutura genética com uma
predominancia local de feicBes genéticas, a depender da regido observada. A principal
mudanca é observada nos exemplares da SEBr com auséncia de uma das feigdes genéticas
observadas no NEBr e AtINO. Isso sugere que espécie apresenta estruturacdo genética ao
longo da bacia atlantica na sua orientacdo Norte-Sul.

Concluindo, em face de todo o conjunto de evidéncias e hipdteses aqui oferecidas é
possivel reforcar que Galeocerdo cuvier é resiliente regionalmente e globalmente pelo
patamar de moderado a alto dos indices de diversidade genética. Isso se ajusta bem ao seu
status de conservacdo segundo a IUCN. A sua historia demografica reforca a validade das
acOes mitigadoras dos ataques a humanos na MRR, tendo em vista a orientacdo histérica Sul-
Norte na ocupacdo dos habitas vem sendo preservadas por tais agdes. Os padrdes de
conectividade regional sugeriram a falta de estruturacdo entre MRR e FN pela abordagem
multiloci. Isto sustentou uma Unica populacdo coesa entre as areas, 0 que também argumenta
em favor da estratégia de translocacdo de exemplares vivos a regifes mais distantes da costa
Nordeste Oriental do Brasil. J4 a conectividade com exemplares da regido SEBr sugeriu
estruturacdo genética da espécie nesta regido, provavelmente mediada pela dindmica de
correntes, como a Corrente Equatorial.

Os padrdes de estruturacdo global reforcam a separagdo do Atlantico e do Indo-
Pacifico, sugerindo também a possibilidade de exemplares do Pacifico Oeste comporem uma
terceira populacdo. Além de indicar uma maior similaridade dos individuos do Sudeste do
Brasil com os do Indo-Pacifico, sugerindo que o SEBr seria um vetor de comunicagédo entre as
zonas equatoriais do Atlantico Sul com a bacia do Indo-Pacifico. Esses padr6es também
sugerem duas hipoteses: o Atlantico Sul com uma zona de agregacdo e/ou o Atlantico Sul
como a area da populacdo fundadora no Atlantico. Embora sejam necessarias mais
investigacOes, essas hipoteses apontam para a necessidade de destaque da espécie no

Atlantico Sul para fins de conservacao.
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3 CONCLUSAO GERAL

Esse estudo permitiu acessar a estrutura genético-populacional do G. cuvier no
Nordeste do Brasil e fornecer informagdes importantes para auxiliar nas medidas de mitigacéo
de ataques de tubardes a humanospor translocacdo de individuos das zonas mais costeiras da
cidade do Recife para zonas mais distantes da costa. Pois, apoiam a estratégia utilizada em
Pernambuco, Brasil, como medida valida de mitigacdo de ataques na regido, uma vez FN e
MRR tem estrutura genética semelhante, sustentando a existéncia de uma populagdo
panmitica. Além disso, o estudo permitiu atestar o status de conservacdo da espécie
regionalmente (MRR + FN).

Este estudo permitiu avaliar a espécie globalmente com a inclusdo de mais exemplares
do Brasil, fortalecendo a hipotese do Brasil como zona de agregacdo para o tubardo tigre,
destacando o Atlantico Sul para fins de conservacdo. Sugerindo que as populagdes do
Nordeste e Sudeste do Brasil sejam consideradas como unidades de manejo diferentes em

termos de conservacdo da diversidade genético-evolutiva da espécie.
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APENDICE A - LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sintese das informacdes de diversidade genética e dos testes de neutralidade para
Galeocerdo cuvier perante os dados da CR, intron da LDHA (LD), ITS-2.

CR Ld ITS
Geral FN MRR NEBr Geral FN MRR Geral FN MRR
N |88 32 27 59 20 5 15 48 23 25
h 29 18 8 22 11 3 10 10 7 4

Hd 10.905 0919 0.715 0.849 0.805 0.7 0.857 0.198 0.283 0.118

z [0.005 0.005 0.004 0.005 0.018 0.0098 0.021 0.0017 0.003  0.0005

D |-048 -137 -052 -1.39 -1.23  0.27 -0.87 -2.1** -1.8*  -1.764
Fs |-348 -89** -059 -4.76 -2.17  -058  -3.77* -245  -189  -3.01*
Rg 10.09 0.01 0.12 0.06 0.058  0.07 0.046 0.49 0.33 0.65

SSD | 0.02 0.001 0.043 0.022 0.148 0.0148 0.015 0.003 0.001 0.005

R, ]10.06 0.067 0.106 0.056 0.115 0.25 0.131 0.023 0.04 0.07

n, namero amostral; h, nimero de haplétipos; Hd, diversidade haplotipica; n, diversidade
nucleotidica; D, D de tajima; FS, FS de FU; SSD, sum of squared deviations; Rg,
Raggedness.

*p <5%.

**p <2%.

Fonte: Andrade (2017)
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Tabela 2. Amova (Fsr) par-a-par perante os dados da CR de Galeocerdo cuvier.

NEBr SEBr AtINO IndPac
NEBr -
SEBr 0,038™ -
AtINO 0,034™ -0,0256™ -
IndPac 0,136** 0,033"™ 0,024"™ -

NEBTr, Nordeste do Brasil; SEBr, Sudeste do Brasil; AtINO, Atlantico Norte; IndPac, Indo-
Pacifico.

**p < 1%.

ns, ndo significativo.

Fonte: Andrade (2017)
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APENDICE B — LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Localidades amostradas de Galeocerdo cuvier. Coletadas no presente estudo;
Fernando de Noronha, Brasil (FN/ NEBr), Regido Metropolitana do Recife, Brasil (MRR/
NEBr), Sul do Brasil (WSA/ SEBr). Pirog et al. 2015; Ilha da Reunido (RI). Bernard et al.
2016; Costa Leste da Florida (FLE), Oceano Pacifico Central (CP), Golfo do Mexico (GOM),
Bahamas (BAH), llhas Virgens Americanas (USVI), Oeste do sul da India (WSI), Mar de
Andaman (AS), Leste do Oceano indico Sul (ESI), Oeste do Pacifico Sul (WSP).
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Figura 2. Rede de hapldtipos global, baseada em dados da CR. Os tragos entre os haplotipos
simbolizam a quantidade de passos mutacionais e o didmetro do circulo a frequéncia do
haplotipo.

Fonte: Andrade (2017)
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Figura 3. Rede de variantes, baseada nos dados nucleares do intron lactato desidrogenase A
(@) e ITS-2 (b). Os tragos entre as variantes simbolizam a quantidade de passos mutacionais e
o diametro do circulo é proporcional a frequéncia das variantes.
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Figura 4. Topologia de Inferencia baysiana para a Regido controle usando modelo HKY + G,
perante 10 MCMC. Evidenciando a estruturacdo em 2 grandes linhagens. Os valores acima
dos nds representam os valores minimo — maximo de divergengia (média) e os valores abaixo
representam a probabilidade posterior.
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Figura 5. Bayesian Analyses of Population Structure (BAPS) para mtCR (a), LDHA (b) e
ITS-2 (c).
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Figura 6. Geneland para CR+LDHA (a;) e CR+ITS-2 (a;) para dados de MRR x FN, CR: NE

x SE (c) e Global (d).
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Figura 7. Gréafico de distribuicdo mismatch. Para FN (a), MRR (b), FN + MRR (c), global (d)
perante dados da regido controle, FN + MRR (e), MRR (), FN (g), perante dados do intron
lactato desidrogenase A e FN + MRR (h), MRR (i), FN (j) perante dados do internal
transcribed spacer locus 2.
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Figura 8. Grafico de Bayesian skyline plot (BSP) para Regido controle (taxa de mutacdo de
0.55% de divergéncia entre linhagens por milhdo de anos) para MRR + FN (a), MRR (b), FN
(c) e global (d).
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Figura 9. Padrdo de posicionamento anual da Corrente do Brasil (CB; em branco) e do eixo
Sul da Corrente Equatorial (CES) na costa do Brasil. As setas indicam o fluxo das correntes:
CB na orientagdo Sul e CES na orientagdo Norte a partir da latitude 12°S. Em (a), (b), (c), e
(d) sdo indicados respectivamente Janeiro, Fevereiro e Margo, Abril, Maio e Junho, Julho,
Agosto e Setembro e Outubro, Novembro e Dezembro. A barra em gradiente abaixo indica
temperaturas mais frias (azul mais intenso) e mais quentes (laranja mais intenso). Modificado
de Bichof et al. (2004) (http://oceancurrents.rsmas.miami.edu/atlantic/brazil.html.)
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APENDICE C - SUMARIO DE INFORMACOES BASICAS DE DIVERSIDADE

Tabela Al Sumario de informagdes bésicas de diversidade para 31 estudos com regido

controle de tubardes.

Taxon N h Hd n (%) Habitat Citation
Carcharhiniformes
Carcharhinidae
Prionace glauca 60 15 0.92 £0.05 0.78 £ 0.06 P Ovenden et al. 2009
Negaprion 80 11 0.78 0.58 R Schultz et al. 2008
brevirostris
Negaprion acutidens 58 4 0.28 0.056 R Schultz et al. 2008
Galeocerdo cuvier 340 23 0.815+0.012 0.27 £0.16 P Bernard et al. 2016
Galeocerdo cuvier 101 5 0.15 £ 0.048 0.02 £ 0.007 P Pirog et al. 2016
Galeocerdo cuvier 88 29 0.905+0.019 0.5+0.05 P This study
Carcharhinus 28 7 0.60 + 0.29 0.50 + 0.48 R Ovenden et al. 2009
obscurus
Carcharhinus 364 37 0.843% 0.015 0.413+0.22 R Keeney & Heist 2006
limbatus
Carcharhinus sorrah 49 12 0.60£0.24 0.30£0.19 R Ovenden et al. 2009
Carcharhinus 169 13 0.710 0.10 + 0.06 R Keeney et al. 2003
limbatus
Carcharhinus 323 23 0.805£0.018 0.214+0.130 R Keeney et al. 2005
limbatus
carcharhinus 215 12 0.6 0.13 p Camargo et al. 2016
ongimanus
Carcharhinus leucas 102 14 0.76 £0.03 0.28+0.17 R Karl et al. 2011
Carcharhinus 250 26 0.4638 0.06 R Portnoy et al. 2014
acronotus
Carcharhinus 120 20 0.76+0.06 0.16£0.07 R Benavides et al. 2011
brachyurus
II:\:I]inZnO dpi:"’”(’do” 94 16 0.82 0.48 +0.29 O  Mendonca et al. 2009
E,ﬂ:no dﬂ:'onc’do” 30 11 0.899 0.00252 0 Mendonga et al. 2011
Rhizoprionodon 64 20 0.749 0.00306 O Mendonga et al. 2011
terraenovae
Rhizoprionodon 321 53 0.881 0.00277 R Mendoncaetal. 2011
porosus
Sphyrnidae
Sphyrna lewini 47 9 0.61+£0.12 0.98 +£0.72 P Ovenden et al. 2009
Sphyrna lewini 271 24 0.80 £ 0.020 1.30 £ 0.68 P Duncan et al. 2006
Sphyrna lewini 62 18 0.376 = 0.052 0.13+0.02 P Chapman et al. 2009
Sphyrna lewini 84 7 0.6+0.07 0.38+0.002 P Quintanilla et al. 2015
Sphyrna tiburo 239 73 0.9311 0. 01089 R Fields et al. 2016

Lamniformes
Lamnidae



Carcharodon
carcharias
Carcharodon
carcharias
Carcharodon
carcharias
Carcharodon
carcharias

Cetorhinidae
Cetorhinus maximus
Odontaspididae
Carcharias taurus
Carcharias taurus

Pseudocarchariidae

Pseudocarcharias
kamoharai

Orectolobiformes
Rhincodontidae
Rhincodon typus

Rhincodon typus

Stegostomatidae

Stegostoma
fasciatum

Ginglymostomatidae

Ginglymostoma
cirratum

Squaliformes

Somniosidae

Centroscymnus
crepidater

59

10

54

94

62

193
61

255

70
36

20

146

92

20.0

3

45

14

6

31

44
14

12

45

0.79

0.70

0.99 +0.0075

0.87 £0.015

0.72+0.03

0.72 £ 0.002
0.39+£0.36

0.627

0.97+0.008
0.78 £0.25

048 +0.11

0.48+ 0.05

0.94+0.013

0.13+0.09

0.411

2.23+1.10

0.85+0.45

0.13+0.09

0.4 +0.003
0.20+0.18

0.167

1.1+0.6
1.67 +0.58

0.089 + 0.086

0.08 +0.06

1.1+0.6
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Jorgensen et al. 2010
Gubili et al. 2015
Gubili et al. 2010

Blower et al. 2012

Hoelzel et al. 2006

Ahone et al. 2009
Stow et al. 2006

Ferrette et al. 2015

Castro et al. 2007

Ramirez-Macias et al.
2007

Dudgeon et al. 2009

Karl et al. 2012

Cunha et al. 2012

N, numero de espécimes; h, numero de haplotipos; Hd, diversidade haplotipica; = ,

diversidade nucleotidica; R, associado a recife; P, pelagico ou bentopelagico; O, outros.

Fonte: Andrade (2017)
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Fig. Al Topologia de Inferencia baysiana para a LDHA usando modelo HKY + G, perante 10
MCMC. Valores ao lado dos nos representam a probabilidade posterior.
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Fig. B1 Topologia de Inferencia baysiana para a ITS-2 usando modelo TN93, perante 10
MCMC. Valores ao lado do raro representam a probabilidade posterior.
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ANEXO A - DECLARACAO SOBRE PLAGIO

Eu, Flavia Roberta Santos Andrade, autor da dissertacdo intitulada " ANALISE DA
ESTRUTURA E DIVERSIDADE GENETICA DO TUBARAO TIGRE (GALEOCERDO
CUVIER, PERON & LESUEUR, 1822) NA COSTA DE PERNAMBUCO E NO
ARQUIPELAGO DE FERNANDO DE NORONHA" a ser defendida 13 de fevereiro de
2017, através do Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Animal da Universidade Federal
de Pernambuco, declaro que:

1. A pesquisa apresentada nesta dissertacdo, exceto onde especificado, representa minha
pesquisa original.

2. Esta dissertagdo ndo foi submetida anteriormente para obtencdo de nenhum grau em
nenhuma outra instituicao de ensino e pesquisa do pais ou do exterior.

3. Esta dissertacdo ndo contem dados de terceiros, nem figuras, graficos ou outras
informacBes, a menos que devidamente especificado e devidamente creditado como sendo
fornecido por outra pessoa.

4. Esta dissertacdo ndo contem material escrito por terceiros, a menos que devidamente
especificado e creditado como sendo fornecido por outros pesquisadores. Onde material
escrito por terceiros foi usado, eu:

4.1. Re-escrevi 0 texto, mas a informacéo passada foi devidamente referenciada.
4.2. Onde palavras exatas escritas por terceiros foram usadas, as mesmas foram
marcadas no texto em italico ou entre aspas e devidamente referenciadas.

5. Esta dissertacdo ndo contem texto, graficos ou tabelas copiadas e coladas da internet, a

menos que especificamente creditado, e a fonte original devidamente referenciada e datada
na sessdo de Referéncias Bibliograficas.

Recife, 13 de fevereiro de 2017.

Flavia Roberta Santos Andrade



