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RESUMO

A Filogeografia € a ciéncia que estuda o arranjo espacial da diversidade
genética e das linhagens divergentes de individuos da mesma espécie ou de espécies
relacionadas. O tubardo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai € uma espécie epi- e
mesopelagica, altamente migratoria, capturada regularmente como captura acessoria
em pescarias de espinhel e classificada como “Pouco Preocupante” pela Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservacédo da Natureza e dos Recursos
Naturais. A espécie forma uma populacdo panmitica entre 0s oceanos Atlantico e
indico, entretanto a histéria demogréafica de P. kamoharai nunca foi avaliada e pode
ser que existam linhagens divergentes ou unidades de manejo diferenciadas. Desta
forma, o presente estudo visa analisar a filogeografia da espécie entre 0s oceanos
Atlantico e Indico através de sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial. Os
resultados identificaram 22 novos haplétipos para a espécie, totalizando 53 haplotipos
com alta diversidade haplotipica (ha = 0.901 £ 0.012) e moderada diversidade
nucleotidica (11 = 0.00342 £+ 0.00016). Apesar dos novos haplétipos, nem a AMOVA
(Pst=-0.00398, p > 0,05), nem os agrupamentos espaciais identificaram a existéncia
de estrutura genética populacional. Entretanto, a inferéncia filogenética Bayesiana
evidenciou um evento coalescente hd 14,09 milhdes de anos durante o Mioceno
Médio, possivelmente associado ao fechamento do Mar de Tethys e a formacédo do
Istmo do Panamd, que originou duas linhagens mitocondriais divergentes e com
grande diferenciacéo genética (®st = 0.37373, p = 0.00001). Além disso, ambas as
linhagens apresentaram independéncia demogréfica e evidenciaram expansao
demografica e espacial durante os ciclos glaciais e interglaciais do Pleistoceno. O
fluxo génico histérico também evidenciou a existéncia de uma populacdo panmitica,
provavelmente ambas as linhagens ficaram isoladas por um periodo consideravel,
mas apos o restabelecimento dos niveis oceéanicos, tiveram contato secundario e,

atualmente, ambas sé@o simpatricas entre as duas bacias oceanicas estudadas.

Palavras-Chave: Pseudocarcharias kamoharai. Lamniformes. Regido controle do

DNA mitocondrial. Linhagens mitocondriais. Ciclos glaciais e interglaciais.



ABSTRACT

Phylogeography of the crocodile shark Pseudocarcharias kamoharai between

the Atlantic and Indian oceans

Phylogeography studies the spatial arrangement of genetic diversity and
divergent lineages of populations or related species. The crocodile shark
Pseudocarcharias kamoharai is an epi and mesopelagic species, highly migratory,
caught regularly as bycatch in longline fisheries and classified as “Least Concern” by
the Red List of the International Union for the Conservation of Nature and Natural
Resources. The species forms a panmictic population between the Atlantic and Indian
oceans, however, the demographic history of P. kamoharai has never been evaluated
and there may be divergent lineages or different management units. Thus, the present
study aims to evaluate the phylogeography of the species between the Atlantic and
Indian oceans through sequences of the mitochondrial DNA control region. The results
found 22 new haplotypes, totaling 53 haplotypes with high haplotypic diversity (hg =
0.901 + 0.012) and moderate nucleotide diversity (11 = 0.00342 = 0.00016). Despite
the new haplotypes, neither AMOVA (®st = -0.00398, p > 0.05), nor the spatial
clustering found the existence of genetic population structure. However, Bayesian
phylogenetic inference showed a coalescent event at 14.09 million years ago during
the Middle Miocene, possibly associated with the closure of the Tethys' Sea and the
formation of the Panama Isthmus, which originated two divergent mitochondrial
lineages with high genetic differentiation (®st= 0.37373, p = 0.00001). In addition,
both lineages showed demographic independence evidenced by demographic and
spatial expansion during the glacial and interglacial cycles of the Pleistocene. The
historical gene flow also showed the existence of a panmictic population, probably both
lineages were isolated for a considerable period, but after the reestablishment of ocean
levels, they had secondary contact and, currently, both are sympatric between the two

ocean basins.

Keywords: Pseudocarcharias  kamoharai. Lamniformes. Control region of

mitochondrial DNA. Mitochondrial lineages. Glacial and interglacial cycles.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais dos Chondrichthyes

Os vertebrados mandibulados (Gnathostomata) compreendem mais de 99%
das espécies de vertebrados vivos e a divisdo mais profunda na filogenia dos
Gnathostomata € entre as classes Chondrichthyes (tubardes, raias e quimeras) e
Osteichthyes (peixes 0sseos e tetrdpodes). Essa divergéncia ocorreu durante o
Siluriano Superior ha pelo menos 423 milhdes de anos (Mia) (ZHU et al., 2009). Os
primeiros peixes mandibulados s&o divididos em quatro grandes classes: 0s antigos
representantes das classes Chondrichthyes e Osteichthyes, em conjunto com duas
classes extintas, Acanthodii e Placodermi (BRAZEAU e FRIEDMAN, 2015). Os
registros mais antigos atribuidos aos Chondrichthyes sdo do inicio do Periodo
Siluriano por volta de 443-438 Mia (KARATAJUTE-TALIMAA e PREDTECHENSKYJ,
1995; ZHAO e ZHU, 2010). Entretanto, as evidéncias mais antigas e universalmente
aceitas sédo substancialmente mais jovens, representados por fésseis do Devoniano
Inferior ha 400 Mia (BRAZEAU e FRIEDMAN, 2015).

Os peixes cartilaginosos (classe Chondrichthyes) representados pelos
tubardbes e raias (subclasse Elasmobranchii) e pelas quimeras (subclasse
Holocephali) sdo o grupo de vertebrados mandibulados mais antigos e entre os de
maior sucesso evolutivo, tendo sobrevivido as ultimas cinco grandes extingbes em
massa (FRIEDMAN e SALLAN, 2012). Atualmente, estas espécies possuem um
importantissimo papel ecologico de predadores de topo e de mesopredadores,
principalmente nos ecossistemas marinhos, onde geralmente sdo o0s mais
abrangentes predadores (FERRETTI et al., 2010; BORNATOWSKI et al., 2014;
HEUPEL et al., 2014; ROFF et al., 2016).

As Ultimas avaliacbes sobre a biodiversidade de peixes -cartilaginosos
totalizaram 1212 espécies, o que inclui nove ordens, 34 familias, 105 géneros e 517
espécies de tubardes; quatro ordens, 27 familias, 104 géneros e 646 espécies de
raias; uma ordem, trés familias, seis géneros e 49 espécies de quimeras (LAST et al.,
2016a,b,c; WEIGMANN, 2016; 2017). No Brasil, o tltimo levantamento registrou 165
espécies; seis ordens, 22 familias, 43 géneros e 89 espécies de tubardes; cinco

ordens, 11 familias, 32 géneros e 70 espécies de raias e uma ordem, trés familias,



guatro géneros e seis espécies de quimeras (ROSA e GADIG, 2014).

Entretanto, apesar de sua resiliéncia histérica e importancia ecoldgica,
atualmente os Chondrichthyes s&o um dos grupos de vertebrados mais ameacgados
de extincdo (DULVY et al., 2014) (Figura 1), pois 93,56% das espécies descritas estdo
listadas na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e
dos Recursos Naturais (IUCN) e muitas espécies ainda ndo possuem sequer dados
bioldgicos para as classificarem de modo apropriado. Deste total, 19,13% das
espécies encontram-se nas categorias de espécies ameacadas de extincao,
“Vulneravel”’, “Em Perigo” e “Criticamente em Perigo”, enquanto 37,03% sao
classificadas como “Dados Deficientes” (IUCN, 2020) (Figura 2).
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Figura 1. Proporgdo das espécies de cada ordem da classe de vertebrados listados na Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais.
Categorias da lista vermelha da IUCN: EX - Extinto, EW - Extinto na natureza, CR - Criticamente em
perigo, LR / Ic - Menor risco / dependente de conservagéo, NT - Quase ameagado (inclui LR / nt -
Menor risco / quase ameacado), DD — Dados Deficientes, LC - Menor preocupacao (inclui LR / Ic -
Menor risco / menor preocupacao).

Fonte: https://www.iucnredlist.org/statistics
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Figura 2. Proporcéo das espécies de cada ordem da classe Chondrichthyes listados na Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais.
Categorias da lista vermelha da IUCN: CR - Criticamente em perigo, EN - Em perigo, VU - Vulneravel,
LR /lc - Menor risco / dependente de conservacéo, NT - Quase ameacado (inclui LR / nt - Menor risco
/ quase ameacgado), DD — Dados Deficiéncia, LC - Menor preocupacéo (inclui LR / lc - Menor risco /
menor preocupagao).

Fonte: https://www.iucnredlist.org/statistics

As maiores ameacas aos Chondrichthyes atualmente sdo a sobrepesca
(STEVENS et al., 2000; OLIVER et al., 2015; QUEIROZ et al., 2019), a degradacao
de habitats e as mudancas climaticas (LOTZE et al., 2006; FERRETTI et al., 2010;
CHEUNG et al., 2013a,b; ROSA et al., 2014, 2017; ALOMAR e DEUDERO, 2017,
COLMENERO et al., 2017; LAM et al., 2020). Apesar disso, a atividade pesqueira
insustentavel ainda € a maior ameaca a estas espécies. As capturas globais de
Chondrichthyes aumentaram gradativamente até atingir um pico em 2013 com a
captura reportada de 523.768 toneladas (t) pela Organizacdo das Nac¢fes Unidas para
a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) (Figura 3).

Para agravar este cenario, as quantidades das capturas reportadas a FAO
podem estar subestimadas e, na verdade, estas capturas podem ser 50% maiores e

estar declinando de uma forma muito mais intensa (PAULY e ZELLER, 2016), além
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do fato de muitas espécies sofrerem com a captura acessoéria ou serem descartadas
(OLIVER et al., 2015; ZELLER et al., 2018; FERRETTE et al., 2019a).
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Figura 3. Quantidade de toneladas reportada de Chondrichthyes por ordem taxonémica capturados a
Organizacédo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) entre 1950-2018.
Fonte:  http://www.fao.org/fishery/statistics/global-capture-production/query/en

A captura de Chondrichthyes, principalmente de tubarbes e raias, foi
impulsionada pela alta demanda de nadadeiras de tubardes e raias pelo grande
desenvolvimento da economia asiatica, que resultou em uma alta valorizacdo dos
produtos oriundos destas espécies (CLARKE, 2004). A grande demanda por
“alimentos de luxo” pela cultura asidtica, associada aos altos valores comerciais
destes produtos desencadeou a captura indiscriminada destas espécies incentivando
a pesca ilegal, ndo reportada e ndo regulamentada (do inglés illegal, unreported and
unregulated (IUU) fisheries) e também a uma pratica ilegal em diversos paises,
inclusive no Brasil, o finning, que consiste na captura de tubarGes e raias para a
retirada de suas nadadeiras e o posterior descarte do animal, que muitas vezes ainda
estdo vivos no momento do descarte (JAITEH et al., 2017; SHEA e TO, 2017).
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As pescarias IUU e o finning para suprir a demanda por nadadeiras de tubarao
tém ocasionado um grande esforco pesqueiro sobre os tubardes e raias, inclusive
ocasionando a captura de espécies ameacadas de extincado e protegidas por lei em
diferentes paises do mundo (HOLMES et al., 2009; STEINKE et al., 2017; FIELDS et
al., 2018; FERRETTE et al., 2019b).

Por estes motivos é importante que estudos cientificos, das mais diferentes
vertentes, sejam realizados, a fim de se gerar informacg@es bioldgicas para tubardes e
raias tanto para as espécies ameacadas, quanto para as espécies que sao deficientes
de dados para uma classificacdo adequada em relagdo ao seu verdadeiro status de
conservacgdo e se conhegcam melhor suas principais ameacas (BLAND et al., 2015,
2017).

1.2.Pseudocarcharias kamoharai (Matsubara, 1936)

. _ O registro fossil da ordem Lamniformes remonta ao Cretaceo Inferior ha ~140
milh6es de anos e ha indicios de que eles eram mais diversos durante o Cretaceo

Médio e Superior (UNDERWOOD, 2006; GUINOT e CAVIN, 2016). Atualmente, a
ordem é representada por 7 familias (Figura 4) e apenas 15 espécies, das quais 4 sao
monoespecificas (Cetorhinidae, Megachasmidae, Mitsukurinidae,
Pseudocarchariidae) (EBERT et al., 2013; WEIGMANN, 2016).

Alopiidae Cetorhinidae Lamnidae

Megachasmidae Mitsukurinidae Odontaspididae

Pseudocarchariidae

Figura 4. Representacéo das familias existentes da ordem Lamniformes.
Fonte: CONDAMINE et al. (2019).

A ordem Lamniformes inclui algumas das espécies de tubardo mais iconicas e



conhecidas, como o grande tubardo-branco Carcharodon carcharias e o tubaréo
megalodon Otodus megalodon, que podia atingir tamanhos de até 16 metros (m) de
comprimento total e que se extinguiu provavelmente ha 3,51 Mia durante o Plioceno
Inferior (BOESSENECKER et al., 2019; SHIMADA, 2019; COOPER et al., 2020), bem
como representantes mais incomuns como o tubardo-duende Mitsukurina owstoni e 0
tubardo-boca-grande Megaschasma pelagios.

O tamanho do corpo das espécies atuais pode variar de em torno de 1 m para
0 tubardo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai a 8 m para o tubardo-peregrino
Cetorhinus maximus. Estas espécies sao principalmente pelagicas, de alto-mar,
entretanto algumas sdo mais nectobentdnicas, como o0 cacdo-mangona Carcharias
taurus e podem ser encontrados em diferentes profundidades, desde as aguas
costeiras até a zona batipelagica de até 1.300 m de profundidade. Sua dieta é diversa,
inclui predadores carnivoros de pequeno a médio porte a grandes predadores de topo
de cadeia alimentar, como o C. carcharias, mas também filtradores como C. maximus
e M. pelagios (CONDAMINE et al., 2019).

A baixa diversidade, o baixo numero de espécies por familia e a forte
disparidade morfologica e ecolégica tém sido frequentemente usados para
caracterizar as especies dos Lamniformes vivas como representantes de um clado
gue ja foi especioso e, subsequentemente, experimentou um declinio em sua
diversidade durante sua histéria evolutiva (GUINOT e CAVIN, 2016; GUINOT e
CARRILLO-BRICENO, 2018). Entretanto, a influéncia em sua dinamica de
diversificagcdo e seu declinio sdo desconhecidos, mas hé& indicios de que tenham
relacdo com fatores biéticos, como temperatura (GUINOT e CAVIN, 2016) ou com a
extincdo do Cretaceo-Paleogeno ha 65 Mia e subsequente preenchimento de seus
antigos nichos ecoldgicos por tubarbes da ordem Carcharhiniformes (KRIWET e
BENTON, 2004; FRIEDMAN e SALLAN, 2012; BAZZI et al., 2018).

Entre os Lamniformes, o tubaréo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai
(Matsubara 1936) (Figura 5) possui um registro féssil desde o inicio do Periodo
Mioceno ha 23,03 Mia (CAPPETTA, 2012), enquanto a familia Pseudocarchariidae
pode estar presente nos ambientes marinhos desde o Periodo Cretaceo, baseado em
estudos filogenéticos (MARTIN et al., 2002; HEINICKE et al., 2009).



Figura 5. Exemplar do tubardo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai (Matsubara 1936).
Fonte:
http://www.fpir.noaa.gov/Graphics/OBS/obs sharks/obs crocodile_sharks/obs_crocodile shark3.jpg

O P. kamoharai € uma espécie epi- e mesopelagica registrada da superficie até
profundidades de pelo menos 590 m de distribuicdo circumtropical (LAST et al., 2009,
EBERT et al.,, 2013; KYNE et al.,, 2019) (Figura 6), entretanto realiza migracoes
verticais na coluna d’agua permanecendo em aguas mais profundas durante o dia e
se deslocando em direcdo a superficie a noite, provavelmente seguindo o
deslocamento de suas presas (LAST et al., 2009). Entretanto, apesar de sua ampla
distribuicdo geografica e longa historia geoldgica, ainda faltam informacgdes biologicas
basicas sobre a espécie (ACHEBE et al., 2013).


http://www.fpir.noaa.gov/Graphics/OBS/obs_sharks/obs_crocodile_sharks/obs_crocodile_shark3.jpg
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Figura 6. Distribuicdo conhecida (verde) do tubardo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai
(Matsubara 1936).
Fonte: KYNE et al. (2019).

Esta espécie tem pouco valor comercial e geralmente € descartada, apesar de
gue pequenas quantidades podem ser retidas a bordo por suas nadadeiras, carne e
Oleo de figado (LAST e STEVENS, 2009). A espécie é capturada principalmente como
captura acidental (bycatch) em pescarias de espinhel pelagico, que tem como
espécies-alvo o peixe espada (Xiphias gladius) e os atuns (Scombridae), tanto pelas
frotas industriais (ROMANOV et al., 2008, COELHO et al.,, 2012), quanto pelas
artesanais (MARTINEZ-ORTIZ et al., 2015). Ainda que sua mortalidade apés as
capturas seja baixa (~13%; COELHO et al., 2012), a espécie é considerada de alto
risco ecoldgico devido a sua alta suscetibilidade a captura e sua baixa produtividade
biolégica (MURUA et al., 2018).

Atualmente ndo ha medidas de conservacao especificas para P. kamoharai em
vigor e a espécie é classificada como “Pouco Preocupante” (Least Concern) na Lista
Vermelha da IUCN (KYNE et al., 2019). Ainda assim, o monitoramento da atividade
pesqueira, o que inclui a coleta de dados espécie-especificos sobre suas capturas e
descartes é necessaria para fomentar avaliagcdes populacionais e planos de manejo e
conservacdo. Nos ultimos anos, P. kamoharai teve um aumento de estudos cientificos,
principalmente em relacé&o a sua biologia reprodutiva (OLIVEIRA et al., 2010; DAI et
al., 2012; LESSA et al., 2016), mas também sua anatomia (ACHEBE et al., 2013) e



até sua estrutura genética populacional foi avaliada entre os oceanos Atlantico e
indico, em que se constatou que a espécie forma um Gnico estoque genético entre
estas duas bacias oceanicas compondo uma unica populacdo panmitica (FERRETTE
et al., 2015).

Apesar do aumento de estudos para a espécie, ainda ha muitos aspectos de
sua biologia desconhecidos, por isso sdo necessarios estudos para conhecer de
maneira apropriada sua biologia, status de conservacéo e principais ameacadas, a fim

de proporcionar maneiras mais eficientes de se conservar a espécie.

1.3.Filogeografia

A Filogeografia € uma disciplina relativamente nova, que lida com os arranjos
espaciais de linhagens genéticas, especialmente dentro e entre espécies
estreitamente relacionadas. A palavra filogeografia foi cunhada por Avise et al. (1987).
Cerca de uma década antes, os cientistas comecaram a utilizar o DNA mitocondrial
(mtDNA) para investigar como individuos coespecificos estdo genealogicamente
relacionados através de seus ancestrais compartiihados. Em diferentes espécies,
padrdes evolutivos foram descobertos nos arranjos espaciais de suas linhagens de
MtDNA. Em outras palavras, sua genealogia e biogeografia pareciam estar de alguma
forma conectadas (AVISE, 2009).

O DNA mitocondrial em eucariotos, se originou de uma fusdo endossimbiotica
entre uma proteobactéria e uma célula pré-eucaridtica. Ao longo de sua evolucgéo, este
genoma citoplasmatico perdeu a maior parte de seu DNA para o nucleo e hoje é
tipicamente representado em células animais por apenas 37 genes, todos ligados ao
longo de uma molécula circular fechada com cerca de 17.000 pares de nucleotideos
de comprimento (AVISE, 2009). Dado o importante papel funcional do mtDNA em
células animais, especulava-se de que este genoma deveria evoluir lentamente.

Surpreendentemente, Brown et al. (1979) demonstraram que o mtDNA animal
acumula substituicdbes de nucleotideos muitas vezes mais rapido do que o DNA
nuclear de copia Unica tipico. Diversos fatores provavelmente contribuem para o ritmo
evolutivo acelerado do mtDNA, como mecanismos relativamente ineficientes de
reparo do DNA nas mitocondrias; o0 ambiente corrosivo rico em oxigénio, ao qual as
moléculas de mtDNA sdo expostas na organela mitocondrial; um relaxamento das

restricdes funcionais resultante do fato de que o mtDNA codifica apenas alguns tipos
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de polipeptidios e ndo produz proteinas diretamente envolvidas em sua propria
replicacao, transcricdo ou traducéo; e o fato de que o mtDNA néao é fortemente ligado
as proteinas histonas, que podem restringir as taxas de evolucdo no DNA nuclear. A
rapida taxa evolutiva do mtDNA também se reflete na presenca, na maioria das
espécies animais, de uma alta variacdo da sequéncia de nucleotideos, que é um preé-
requisito para analises filogeograficas (AVISE, 2009).

Embora muitas linhagens genéticas distintas possam coexistir em uma
populacao, todas remontam a ancestrais comuns especificos em algum ponto de sua
historia evolutiva. Assim, todos os individuos existentes sdo relacionados a este
individuo por meio de um processo coalescente envolvendo uma linhagem materna.
O objetivo nas avaliacOes filogeograficas € usar arvores genéticas para inferir as
forcas histéricas e contemporéneas que produziram a arquitetura genealdgica atual
de populacdes e espécies intimamente relacionadas (AVISE, 2009).

Os estudos filogeograficos normalmente lidam com populacgées distribuidas por
diferentes  regibes geogréficas. Frequentemente, existem impedimentos
comportamentais e/ou fisicos a dispersdo, contemporédnea ou no passado, entre
algumas destas populacdes. Especialmente em espécies com vagilidade limitada, as
populacdes podem ser parcialmente isoladas apenas pela distancia. Filtros fisicos ou
barreiras (como rios para espécies terrestres ou montanhas para espécies de terras
baixas) geralmente aumentam os efeitos da vagilidade limitada na promocéo da
estrutura populacional. Alguns desses filtros podem ser semipermeaveis e permitir
trocas ocasionais de linhagens genéticas, mas outros podem bloquear todas as trocas
de genes por periodos substanciais durante sua evolugéo (AVISE, 2009).

Muitos organismos tém alto potencial de disperséo, seja como adultos (por
exemplo, insetos alados, passaros ou peixes marinhos de aguas abertas), como
juvenis (por exemplo, invertebrados marinhos com longos periodos larvais) ou como
gametas (por exemplo, espécies de plantas com pélen disperso pelo vento). Mesmo
nessas espécies, as barreiras histéricas a dispersdo as vezes podem ser
intransponiveis (BACON et al., 2015). Por exemplo, o Istmo do Panama bloqueou o
fluxo génico interoceanico em quase todas as espécies marinhas ao longo de seu
longo processo de formacdo (BACON et al., 2015). Isso se reflete hoje em muitos
peixes marinhos, camardes, tartarugas marinhas e outras espécies cujas populacdes
no lado Atlantico vs. Pacifico da ponte terrestre provaram apresentar separacdes

histdéricas bastante profundas em pesquisas moleculares de mtDNA e outros genes
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(BACON et al., 2015).

Por fim, a filogeografia lida com as dimensdes espaciais e temporais da
genealogia, portanto também pode ser considerada um ramo da biogeografia.
Entretanto, ela difere da biogeografia tradicional por seu foco especial em populacdes
coespecificas e em informagfes genealdgicas explicitas. Deste modo, o objetivo
principal deste estudo foi avaliar a filogeografia do tubardo-crocodilo
Pseudocarcharias kamoharai entre os oceanos Atlantico e Indico através da andlise
de sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial do estudo de Ferrette et al.
(2015), a fim de reavaliar seus resultados com novos softwares e abordagens,
reavaliar sua estrutura genética populacional, para testar se ha ou ndo estruturacéo
populacional no Oceano Atlantico e entre as bacias oceanicas e propor uma hip6tese
filogeografica para espécie, a fim de compreender de que forma se deu sua ocupagéo

no ambiente marinho ao longo do tempo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

A amostragem utilizada foram as sequéncias da regido controle do DNA
mitocondrial (MtCR) disponibilizadas no GenBank® (nimeros de acesso KF952742—
KF952772) por Ferrette et al. (2015) de espécimes de tubardo-crocodilo
(Pseudocarcharias kamoharai) distribuidos nos oceanos Atlantico e indico. Estas
amostras foram coletadas por observadores de bordo de espinhéis pelagicos
comerciais das frotas portuguesas, brasileiras e francesas, que operam em diferentes
regibes dos oceanos Atlantico e sudoeste do indico. Em relag&o a frota francesa, com
base na llha da Reunido, as amostras também foram coletadas pelos capitdes dos
navios e durante um cruzeiro de pesquisa do Institut Francais de Recherche pour
I'Exploitation de la Mer.

No total foram amostrados 255 individuos, dos quais 217 foram coletados em
diferentes regides do Oceano Atlantico, 50 do Atlantico Equatorial Oeste, 73 do
Atlantico Equatorial Nordeste, 68 do Golfo da Guiné, 12 do Sudoeste Atlantico e 14
do Atlantico Sudeste e outras 38 amostras do sudoeste do Oceano indico (Figura 7).
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Figura 7. Amostragem dos espécimes de tubardo-crocodilo (Pseudocarcharias kamoharai) nos
oceanos Atlantico e Indico.
Fonte: FERRETTE et al. (2015).

2.2.Diversidade genética e estrutura genética populacional

As sequéncias da regiao controle do DNA mitocondrial (mtCR) disponibilizadas
por Ferrette et al. (2015) foram reavaliadas utilizando-se o algoritmo MUItiple
Sequence Comparison by Log-Expectation (MUSCLE) (EDGAR, 2004) no software
Geneious 11.1.5 (KEARSE et al., 2012). O numero de sitios polimorficos (S) e de
haplétipos (h), as diversidades haplotipica (hg) e nucleotidica (1) foram calculados
pelo software DnaSP 6.12.03 (ROZAS et al., 2017).

A estrutura genética populacional foi reavaliada através da Analise de Variancia
Molecular (AMOVA) calculada pelo software Arlequin 3.5.2.2 (EXCOFFIER e
LISCHER, 2010) e o calculo de uma rede de Median-Joining (BANDELT et al., 1999)
calculada pelo software POpART 1.7 (LEIGH e BRYANT, 2015) entre haplotipos. A
estimativa dos indices de estruturacdo genética utiliza informacdes sobre o contetdo

alélico dos haplétipos, bem como suas frequéncias (EXCOFFIER et al., 1992).
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As informacg6es sobre as diferencas no conteudo alélico entre os haplotipos séo
inseridas como uma matriz de distancias quadradas euclidianas. A significancia dos
componentes de covariancia associados aos diferentes niveis possiveis de estrutura
genética (dentro de individuos, dentro de populacbes, dentro de grupos de
populacdes, entre grupos) € testada usando procedimentos de permutagdo nédo
paramétrica (EXCOFFIER et al., 1992).

Além da AMOVA, também foram estimados os ®srt por pares para todos os
pares de populacdes hipotéticas, bem como diferentes indices de dissimilaridades
(distancias genéticas) entre os pares de populacdes hipotéticas, como os st por
pares transformados que podem ser usados como distancias genéticas de curto prazo
entre as populagdes (REYNOLDS et al., 1983; SLATKIN, 1995).

Para inferir a estrutura genética espacial, um método para estimar o nimero de
clusters (K) e os limites espaciais entre eles usando um modelo Bayesiano com o
pacote do R v3.6.3 (R CORE TEAM, 2020), Geneland v4.9.2 (GUILLOT et al., 2005;
GUILLOT et al., 2008). As analises foram realizadas sob o modelo espacial assumindo
um modelo de frequéncia nado correlacionado através de dez simulagbes
independentes de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) variando o K entre 1 e 10
por 10 milhdes de iteracbes MCMC com 10% de burn-in, uma taxa maxima de
processos de Poisson de 255 e um numero maximo de nucleos no mosaico de
Poisson-Voronoi fixado em 765. O valor de K com melhor valor estatistico foi

determinado com base na pontuacao de probabilidade log posterior média mais alta.

2.3. Inferéncia filogenética Bayesiana

A inferéncia filogenética Bayesiana refere-se a um método desenvolvido por
probabilistica baseado no Teorema de Bayes (BAYES, 1763), o qual combina a
probabilidade anterior de uma arvore filogenética P (A) com a probabilidade dos dados
(B) para produzir uma distribuicdo de probabilidade posterior nas arvores P (A | B). A
probabilidade posterior de uma arvore indicara a probabilidade de a arvore estar
correta, sendo a arvore com a maior probabilidade posterior a escolhida para
representar melhor uma filogenia.

Neste estudo, a inferéncia filogenética Bayesiana foi utilizada para averiguar a
ocorréncia de eventos coalescentes em P. kamoharai, que levaram a estruturacao

populacional ou ao surgimento de linhagens divergentes. As arvores filogenéticas
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utilizando os haplétipos KF952742-KF952772 somados aos encontrados neste
estudo, foram construidas pelo software BEAST v1.10.4 (SUCHARD et al., 2018) e,
para tal, foi utilizado o modelo de especiacéo de Yule (YULE, 1925; GERNHARD,
2008) e um relégio molecular uncorrelated relaxed com uma distribuicdo lognormal
(DRUMMOND et al., 2006).

O modelo TrN+I+G (p-inv =0,52; a = 0,80) foi selecionado como melhor modelo
de substituicdo de nucleotideos pelo software jModelTest 2.1.10 (DARRIBA et al.,
2012). A analise teve uma arvore inicial de maxima verossimilhanca construida no
software PhyML 3.3 (GUINDON et al., 2010) com 1000 bootstraps e o0 método de
Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) realizado por 500 milhdes de MCMC com
10% de burn-in. O software Tracer v1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018) foi utilizado para
verificar a convergéncia dos dados. Apés a constatacao de convergéncia, o software

TreeAnnotator v1.10.4 (https://beast.community/treeannotator) resumiu as

informacdes das arvores produzidas pelo BEAST em uma Unica arvore de maior
credibilidade posterior.

Para a calibracéo da arvore filogenética, devido a falta de uma taxa de mutacao
relatada para a mtCR para P. kamoharai, foram utilizadas as estimativas dos registros
fosseis de P. kamoharai e de outras da ordem Lamniformes, como as espécies
tubardo-mega-boca Megachasma pelagios (GenBank® numero de acesso
KC702506), tubardo-mangona Carcharias taurus (GenBank® numero de acesso
KF569943), tubardo raposa-de-olho-grande Alopias superciliosus (GenBank® nimero
de acesso KC757415), os quais possuem origem estimada entre o Oligoceno Superior
e 0 Mioceno Inferior ha 23,03 (27,82—-20,44) milhdes de anos (Mia) (LUCIFORA et al.,
2003; CAPPETTA, 2012; SHIMADA e WARD, 2016; LANDINI et al., 2019). Como
grupo externo, foi utilizada a espécie basal da ordem Lamniformes, o tubarédo- duende
Mitsukurina owstoni (GenBank® nimero de acesso NC 011825), que apresenta
registro fossil desde o Eoceno Médio ha 47,8 Mia (MAISEY et al., 2012). Apos a
datacdo de possiveis eventos coalescentes, foi calculada a divergéncia genética entre
as linhagens pelo software MEGA7 (KUMAR et al., 2016) através do método de

Méxima Verossimilhanca por 1000 permutacdes.

2.4. Demografia e fluxo génico histéricos

A demografia histérica foi avaliada utilizando-se trés abordagens.
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Primeiramente, foi utilizada a andlise de Mismatch Distributions calculada pelo
software Arlequin 3.5.2.2 utilizando 1000 permutacdes. Foram testados dois modelos,
o de expansdo demogréfica (ROGERS e HARPENDING, 1992) e o de expansao
espacial (RAY et al., 2003). Populacdes em equilibrio demografico tém uma
distribuicdo multimodal, enquanto a distribuicdo uni-modal é interpretada como
expansado demogréfica (SLATKIN e HUDSON, 1991; ROGERS e HARPENDING,
1992).

Para a validacdo, os resultados foram testados usando o indice de
irregularidade de Harpending (Hr)) (HARPENDING, 1994) e a Soma dos Desvios de
Qui-Quadrados (SSD) (SCHNEIDER e EXCOFFIER, 1999) entre os valores
observados e os esperados. Os parametros demograficos 7 (tempo de expansédo em
unidades de tempo mutacional), 8o (tamanho da populacdo antes da expansao) e 01
(tamanho da populacdo apds a expansao) e o valor 1 estimado foi usado para estimar
o0 tempo de expansdo nas geragdes (t), usando a formula t = 7/ 2u (ROGERS e
HARPENDING, 1992). Uma segunda abordagem para detectar uma eventual
oscilagdo demografica foi baseada nos testes de neutralidade R2 (RAMOS-ONSIS e
ROZAS, 2002) e Fs (FU, 1997) implementados nos softwares DnaSP 6.12.03 e
Arlequin 3.5.2.2, respectivamente, e sua significAncia estatistica testada por 10.000
simulacoes.

A terceira abordagem para se averiguar a oscilacdo do tamanho efetivo
populacional (Ne) ao longo do tempo através da construcdo de Bayesian skyline plots
(DRUMMOND et al., 2005), que também utiliza a inferéncia filogenética Bayesiana.
Para a andlise, todas as 255 sequéncias de mtCR foram utilizadas, porém sem adicao
de grupo externo. O modelo HKY+I+G (p-inv = 0,94; a = 0,59) foi selecionado como o
melhor modelo de substituicdo de nucleotideos pelo software jModelTest 2.1.10. A
andlise foi efetuada pelo software BEAST v1.10.4 e para a constru¢ao da topologia
bayesiana foram utilizados 10 grupos a priori, um modelo piecewise-constant e relégio
molecular estrito. A analise foi efetuada por 500 milhées de MCMC com 10% de burn-
in. O software Tracer v1.7.1 foi utilizado para verificar a convergéncia dos dados e
construir o gréfico.

As estimativas de fluxo génico histérico foram calculadas através do niumero de
migrantes historicos por geracdo (Nm = ©.M) entre as populacdes e foi inferido pelo
software MIGRATE-N v4.44 (BEERLI e FELSENSTEIN, 2001; BEERLI e
PALCZEWSKI, 2010). O software estimou, também sob uma abordagem Bayesiana,
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0s tamanhos populacionais em escala de mutacao historica (©), definidos como © =
Nep para o mtDNA, e a taxa de imigragdo em escala de mutagéo historica (M), definida
como M =m/ u onde m é a taxa de imigracdo e U € a taxa de mutacdo por sitios e
geracdo. Diferentes hipéteses de modelos de migracdo foram testadas e o melhor
modelo foi atribuido por meio do fator de Bayes usando as pontuagfes de Bezier de
cada execucao (BEERLI e PALCZEWSKI, 2010). As execucdes foram realizadas com
uma faixa de distribuicdo exponencial de © 0-0,1 (A 0,01; 5000 bins) e M 0-1000 (A
100; 5000 bins). As MCMC foram definidas como uma longa cadeia registrada por
100.000 etapas incrementadas a cada 1000 etapas com uma Unica réplica
compreendendo um total de 100 milhdes de MCMC. Um esquema de aquecimento

estatico de quatro cadeias paralelas com temperaturas de 1.000.000; 3; 1,5; 1 com

um burn-in de 30%. A atribuicdo de convergéncia foi feita no Tracer v1.7.1.
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3. RESULTADOS

3.1. Diversidade genética e estrutura genética populacional

A reavaliacdo das sequéncias de mtCR do estudo de Ferrette et al. (2015)
utilizou as mesmas 255 sequéncias de 758 pares de bases (pb) nucleotidicas. Com o
realinhamento das sequéncias do mtCR foi possivel identificar 22 haplétipos novos.
As sequéncias apresentaram composi¢ao nucleotidica de adenina (A): 32,2%, citosina
(C): 20,6%, guanina (G): 13,5%, timina (T): 33,7%. Foram identificadas nas 255
sequéncias de mtCR, 25 sitios polimorficos, 53 haplétipos, 0,901 + 0,012 e 0,00342 +
0,00016 de diversidades haplotipica e nucleotidica, respectivamente. Os valores de
diversidade para cada regido amostrada estdo dispostos na Tabela 1. Estes valores
evidenciam uma alta diversidade haplotipica, porém uma diversidade nucleotidica
abaixo da média para elasmobranquios (DOMINGUES et al., 2018a). O Anexo 1
mostra as frequéncias haplotipicas entre os grupos amostrais e a localizacdo dos 25

sitios polimérficos das sequéncias de mtCR.

Tabela 1. Diversidade genética do tubarao-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai entre os oceanos
Atlantico e indico. n, nimero de individuos, S, sitios polimoérficos, h, nimero de haplétipos, hg,
diversidade haplotipica, 1, diversidade nucleotidica. WEA: Atlantico Equatorial Oeste, SWA: Sudoeste
Atlantico, NECA: Atlantico Equatorial Nordeste, GOG: Golfo da Guiné, SEA: Atlantico Sudeste, SWI:
indico Sudoeste, L1: linhagem mitocondrial 1, L2: linhagem mitocondrial 2.

Localidade n S h hd L
WEA 50 12 17 0.866+0.035 0.00306 +0.00038
SWA 12 8 7 0.773+0.128 0.00370 +0.00096
NECA 73 16 25 0.909+0.020 0.00337 +0.00030
GOG 68 16 29 0.936+0.016 0.00362+0.00027
SEA 14 8 10 0.923+0.060 0.00377 +0.00062
Atlantico 217 21 47 0.903+0.013 0.00342 +0.00017
SWiI 38 15 19 0.899+0.037 0.00347 +0.00039
TOTAL 255 25 53 0.901+0.012 0.00342+0.00016
L1 131 16 20 0.969+0.035 0.00153+0.00017
L2 124 18 33 0.919+0.012 0.00379 +0.00016

Fonte: Elaborada pela autora.

by

Em relacdo a estrutura genética populacional, mesmo com a adicdo de 22
novos haploétipos, ndo foi possivel rejeitar a hipétese nula de auséncia de estruturagcéao
populacional entre os grupos amostrais analisados entre os oceanos Atlantico e

indico, assim como nos resultados de Ferrette et al. (2015). De acordo com a AMOVA
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(Tabela 2), toda a variacdo encontrada foi intrapopulacional (100,4%) e nao
interpopulacional (-0,4%), o que resultou em uma estruturacdo negativa e nao
significativa (st =-0.00398, p = 0.67421, p > 0,05). Portanto, a espécie P. kamoharai
é formada por uma populago panmitica entre os oceanos Atlantico e indico Sudoeste

e ndo apresenta estruturacdo genética populacional na regido estudada.

Tabela 2. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) entre os grupos amostrais do tubardo-crocodilo
Pseudocarcharias kamoharai. WEA: Atlantico Equatorial Oeste, SWA: Sudoeste Atlantico, NECA:
Atlantico Equatorial Nordeste, GOG: Golfo da Guiné, SEA: Atlantico Sudeste, SWI: Indico Sudoeste.

Cenério hipotético de estruturagcao  Fonte davariagéo % indice de Fixagdo p-valor
(WEA+SWA+NEC+GOG+SEA+SWI) Interpopulacional -0,4 ®sT=-0.00398 0.67421

Intrapopulacional  100,4
Fonte: Elaborada pela autora.

Os calculos de ®st por pares também ndo detectaram estruturacdo
populacional entre os grupos amostrais (Tabela 3). Todos os resultados ndo foram
significativos e apresentaram valores negativos ou proximos de zero. O calculo de ®st
linearizado por pares, que leva em consideracdo o tempo de isolamento entre os
grupos amostrais, ndo detectou periodos significativos de isolamento entre os grupos

amostrais (Tabela 3).

Tabela 3. ®st por pares entre as regides amostras abaixo da diagonal e ®sr linearizado par a par
acima da diagonal. WEA: Atlantico Equatorial Oeste, SWA: Sudoeste Atlantico, NECA: Atlantico
Equatorial Nordeste, GOG: Golfo da Guiné, SEA: Atlantico Sudeste, SWI: indico Sudoeste. *Todos os
valores nédo foram significativos (p > 0,05).

WEA SWA NECA GOG SEA SWiI
WEA = 0 0 0,02108 0 0
SWA | -0,03034 - 0 0,01569 0 0
NECA | -0,00465 -0,01466 - 0 0 0
GOG | 0,02064 0,01545 -0,00219 - 0 0
SEA | -0,01664 -0,05198 -0,02359 -0,0016 - 0
Swi | -0.01014 -0.02281 -0.01382 -0.00168 -0.02531 -

Fonte: Elaborada pela autora.

Por ndo haver estruturacdo genética populacional, a rede de haplotipos nédo
evidenciou agrupamentos geograficos entre os haplétipos (Figura 8). Ha o
compartiihamento de haplotipos entre todas as regides amostradas e todos os
haplotipos sdo separados por um ou dois passos mutacionais. Entretanto, é possivel

notar que alguns haplotipos apresentam um “formato de estrela”, rodeados por
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haplétipos Unicos, o que pode ser um indicio de que a populagdo possa ter sofrido um
aumento rapido e recente. Os haplotipos 1, 4, 6 e 3 foram 0s mais comuns,

compartilhados por 25,49%; 12,15%; 8,23% e 7,84% dos individuos, respectivamente.

Figura 8. Rede de haplétipos da regido controle do DNA mitocondrial do tubardo-crocodilo
Pseudocarcharias kamoharai. WEA: Atlantico Equatorial Oeste, SWA: Sudoeste Atlantico, NECA:
Atlantico Equatorial Nordeste, GOG: Golfo da Guiné, SEA: Atlantico Sudeste, SWI: indico Sudoeste.
Os pontos negros se referem a haplotipos hipotéticos ndo amostrados e os tragos entre os haplotipos
aos passos mutacionais entre os haplotipos.

Fonte: Elaborada pela autora.

O método de agrupamentos Bayesianos espaciais para avaliar a estrutura
genética populacional detectou apenas um unico agrupamento (K) corroborando os

resultados da AMOVA e do ®st por pares, oS quais evidenciaram a existéncia de
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apenas uma populacdo panmitica na regido estudada entre os oceanos Atlantico e
indico (Figura 9).

y coordinates

x coordinates

Figura 9. Mapa de probabilidades posteriores do agrupamento espacial Bayesiano de populacdes (K)
do tubarao-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai fornece a fronteira genética entre os agrupamentos
possiveis.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.Inferéncia filogenética Bayesiana

A inferéncia filogenética Bayesiana demonstrou ter ocorrido um evento
coalescente ha 14,09 milhdes de anos (Mia) durante o Mioceno Médio (15,97-11,63
Mia), que originou duas linhagens mitocondriais simpatricas (Figura 10). Apesar da
existéncia de duas linhagens mitocondriais divergentes, estas apresentaram um baixa
divergéncia genética (0,2%), o que evidencia que elas ficaram somente por um curto
periodo isoladas uma da outra e, possivelmente, sofreram contato secundario
cessando o processo de divergéncia genética ou, até mesmo, de especiacao.

Entretanto, houve uma forte estruturacdo genética entre as linhagens (®sr =
0.37373, p = 0.00001), o que pode ser uma evidéncia de que, mesmo por um breve
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periodo, estas linhagens ficaram isoladas uma da outra no passado, de modo que o

fluxo génico entre elas foi interrompido (Tabela 4).
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Figura 10. Inferéncia filogenética Bayesiana dos haplétipos da regido controle do DNA mitocondrial do
tubardo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai. Nodos representam a estimativa de tempo em
milhdes de anos. WEA: Atlantico Equatorial Oeste, SWA: Sudoeste Atlantico, NECA: Atlantico

Equatorial Nordeste, GOG: Golfo da Guiné, SEA: Atlantico Sudeste, SWI: indico Sudoeste.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 4. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) entre as duas linhagens mitocondriais do tubarao-
crocodilo Pseudocarcharias kamoharai. L1: linhagem mitocondrial 1, L2: linhagem mitocondrial 2.
Cenario hipotético de estruturacdo Fonte davariagéo % Indice de Fixacao p-valor

(L1+L2) Interpopulacional  37.37 ®st=0.37373 0.00001
Intrapopulacional  62.63

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3. Demografia e fluxo génico historicos

As andlises de Mismatch Distributions resultaram em curvas uni-modais tanto
para 0 modelo de Expansdo Demogréfica, quanto para o de Expansdo Espacial
(Figura 11) evidenciando que P. kamoharai sofreu tanto um aumento demografico,
guanto uma expansdo espacial em sua area de distribuicdo. Na Tabela 5, estdo
dispostos os parametros da Mismatch Distributions, em ambas as linhagens é possivel
averiguar que houve expansao populacional de uma populacdo de tamanho inicial 8o
para uma populacdo de tamanho 61 durante um periodo 1. Entretanto, o fato de os
valores de Soma dos Desvios de Qui-Quadrado (SSD) e do indice de Irregularidade
de Harpending (Hir) serem significativos para a linhagem L1 evidencia que os valores
observados ndo validam os pressupostos dos modelos de expansdo para esta
linhagem. Mesmo assim, os Testes de Neutralidade Fs e R, demonstraram valores
significativos corroborando que houve, de fato, expansao populacional em ambas as

linhagens.
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Figura 11. Analise de Mismatch Distributions do tubaré@o-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai e das
duas linhagens mitocondriais. L1: linhagem mitocondrial 1, L2: linhagem mitocondrial 2.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 5. Analise de Mismatch Distributions e Testes de Neutralidade do tubardo-crocodilo
Pseudocarcharias kamoharai. Parametros da Expanséo Demografica: T:tempo de expansdo em
unidades de tempo mutacional, 8o: tamanho da populacéo antes da expanséo, 0:: tamanho da

populacdo apds a expansdo, SSD: Soma dos Desvios de Qui-Quadrados, Hir: indice de
Irregularidade de Harpending. Pardmetros da Expanséo Espacial: 1: tempo de expansdo em unidades
de tempo mutacional, 8: tamanho da populagdo, M: 2Nm, tamanho populacional multiplicado pela
taxa de migracdo. Pardmetros dos Testes de Neutralidade: Fs: Fs de Fu, R2: Teste Rz de Ramos-
Orsins e Rozas. Em negrito, valores significativos apds a corregao de Benjamini-Hochberg (p < 0,05).

Expansdo Demogréfica Expanséao Espacial Teste; de
Neutralidade
T 90 01 SSD H|R T 0 M SSD H|R Fs Rz
L1 1.000 0.000 3407.185 0.010 0.104 0.973 0.147 4487505 0.009 0.104 -16.081 0.091
L2 3.324 0.004 21.745 0.004 0.024 3.162 0.025 25.879 0.004 0.024 -22.098 0.089

Fonte: Elaborada pela autora.

A populacdo panmitica de P. kamoharai sofreu uma grande variagdo em seu
tamanho efetivo populacional (Ne), resultando em uma grande expanséo populacional
gue teve inicio durante o inicio do periodo Pleistoceno Inferior ha 2,5 milhdes de anos
(Figura 12). Entretanto, as linhagens mitocondriais apresentaram histérias

demograficas distintas. A linhagem L1 apresentou um aumento em seu Ne ha 3 Mia
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durante o Plioceno Superior, enquanto L2 ha 2 Mia ao final do Pleistoceno Inferior
(Figura 12).
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Figura 12. Andlise Bayesian skyline da populagdo panmitica e das duas linhagens mitocondriais do
tubaréo-crocodilo Pseudocarcharias kamoharai. L1: linhagem mitocondrial 1, L2: linhagem

mitocondrial 2. O azul representao i erv. lo de 95% de maior densjdade posterior (tHPD%, %ue indica
um CONJUrdfego, tﬂ)ﬁﬁilﬁ@mr% MVRIBIRS foad cﬁldér £S&O@)Q lamal h
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Durante as estimativas de fluxo génico histérico foram testados seis modelos
de migracédo entre as regides amostradas. Foram testados modelos de migracdo que
compreendem desde a panmixia (modelo 1) ao stepping-stone (modelo 6). O melhor
modelo de migracdo selecionado por Bayes Factor foi o panmitico (Tabela 6), nédo
evidenciando nenhum impedimento para o fluxo génico histérico entre as regides
estudadas, o que comprova novamente a auséncia de estruturacdo geneética
populacional (Figura 13). As estimativas para o melhor modelo do MIGRATE-N
resultaram em um tamanho da populacdo em escala de mutacdo de © = 0.00907
(0.00630-0.01427) para a populagdo panmitica de P. kamoharai, o qual compreende

toda a regido estudada.

Tabela 6. Selecdo do melhor modelo de migracdo das andlises do MIGRATE-N através de Bayes
Factor. WEA: Atlantico Equatorial Oeste, SWA: Sudoeste Atlantico, NECA: Atlantico Equatorial
Nordeste, GOG: Golfo da Guiné, SEA: Atlantico Sudeste, SWI: indico Sudoeste.

NUumero Modelo de Migracéao ImL LBF rank
1 Panmixia -1966.76 0 1
2 Migracdo Assimétrica -2125.98 -318.44 2
3 full model -2146.37 -359.22 3
4 Migragéo simétrica -2155.63 -377.74 4
5 WEA—SWA—-NECA—-GOG—-SEA—->SWI -2185.91 -438.3 5
6 SWI-SEA—-GOG—-NECA—-SWA—-WEA -2187.65 -441.78 6

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 13. Representacao das rotas migratorias histdricas do tubardo Pseudocarcharias kamoharai
entre os oceanos Atlantico e indico. © representa o tamanho da populagéo em escala de mutagéo e é
definido como © = Nej, no caso do DNA mitocondrial, em que Ne € 0 tamanho efetivo populacional e
M é a taxa de mutacao por geragdo. WEA: Atlantico Equatorial Oeste, SWA: Sudoeste Atlantico,
NECA: Atlantico Equatorial Nordeste, GOG: Golfo da Guiné, SEA: Atlantico Sudeste, SWI: indico
Sudoeste.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4. DISCUSSAO

4.1. Diversidade genética e estrutura genética populacional

A reavaliagdo das sequéncias de mtCR de P. kamoharai evidenciaram
polimorfismo e diversidade genética maiores em relacado ao estudo de Ferrette et al.
(2015). Foram encontrados 22 novos haplotipos, totalizando 53, além de uma alta
diversidade haplotipica e uma diversidade nucleotidica um pouco abaixo da média de
Chondrichthyes, que utilizaram também a mtCR (DOMINGUES et al., 2013).

Em relagdo a outros Lamniformes, os valores de diversidade genética foram
maiores de diversidade haplotipica e menores de nucleotidica em relacdo ao tubardo-
mako Isurus oxyrinchus (CORRIGAN et al.,, 2018) e ao grande tubardo-branco
Carcharodon carcharias (ANDREOTTI et al., 2016), porém maiores que O0S
encontrados no tubardo-peregrino Cetorhinus maximus (HOELZEL et al., 2006) e no
tubardo-raposa-de-olho-grande Alopias superciliosus (MORALES et al., 2018). Em
relacdo a outros tubardes de distribuicdo circumtropical com baixa estruturacao
populacional, P. kamoharai apresentou valores semelhantes ao tubardo-azul Prionace
glauca (VERISSIMO et al, 2017), entretanto menores que do tubarfo-baleia
Rhincodon typus (CASTRO et al., 2007).

Em relacdo a sua estrutura genética populacional, néo foi rejeitada a hipétese
nula de auséncia de estruturacédo populacional, ou seja, P. kamoharai é formado por
uma unica populacdo panmitica entres as regides dos oceanos Atlantico e indico
avaliadas. Tanto a AMOVA, quanto o ®sr par a par resultaram em valores negativos
ou préximos de zero nao significativos. O ®sr linearizado também néo detectou ter
havido tempo de isolamento significativo entre as regibes estudadas. Entre o0s
Lamniformes, auséncia de estruturacdo populacional entre diferentes bacias
oceanicas foram constatadas em C. maximus (HOELZEL et al., 2006) e A.
superciliosus (MORALES et al., 2018), enquanto em espécies pelagicas de ampla
distribuicdo, o0 mesmo padr&o foi encontrado em P. glauca (VERISSIMO et al., 2017).

As redes de haplétipos sdo utilizadas para analisar dados de genética de
populacdes, a fim de abordar as relagbes genealdgicas intraespecificas, bem como
para inferir sobre filogeografia destas populacdes (LEIGH e BRYANT, 2015). A rede
de haplétipos reflete a auséncia de estrutura genética populacional e mostra ndo haver

heterogeneidade espacial na distribuicdo dos haplétipos, ou seja, todas as regides
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analisadas compartilham haplétipos entre si e o fato de haplétipos de regibes
geograficamente distantes, pode ser indicativo de longos periodos de conectividade
entre essas regides.

Entretanto, é possivel averiguar um grande numero de haplétipos exclusivos,
principalmente do Golfo da Guiné, e os hapl6tipos de maior frequéncia apresentam
um “formato de estrela”, que pode ser um indicativo de um processo de rapida
expansao populacional, muito comum em espécies que sofreram uma grande reducao
em sua area de distribuicdo no passado, como as ocasionadas pelos sucessivos ciclos
glaciais e interglaciais do periodo Pleistoceno (2,58-0,0117 Mia) (HEAD e GIBBARD,
2015).

4.2.Filogeografia

Em relacdo a sua filogeografia, a inferéncia filogenética Bayesiana evidenciou
um evento coalescente que originou duas linhagem mitocondriais de P. kamoharai,
gue vivem em simpatria na regido estudada, ha 14,09 milhdes de anos durante o
periodo Mioceno Médio (15,97-11,63 Mia). Nota-se também que ambas as linhagens
s&o compostas por individuos dos oceanos Atlantico, indico e Pacifico.

O Mioceno foi um periodo de grandes mudancas climéticas e oceanograficas
globais (ZACHOS et al., 2001a; METHNER et al., 2020). Houve a mudanc¢a de um
periodo inusual de clima quente, o Mioceno Climatico Otimo (MCO) (17-15 Mia), o
gual interrompeu brevemente a tendéncia de resfriamento climatico da Era Cenozoica,
em que houve a diminui¢cdo dos niveis de pCO2 atmosférico e 0 aumento da camada
de gelo da Antartica (SHEVENELL et al., 2008), o que contrasta com o subsequente
periodo conhecido como a Transi¢do Climatica do Mioceno Médio (TCMM), marcada
pelo resfriamento em altas e baixas latitudes, estabilizacdo das camadas de gelo da
Antartica, grande queda dos niveis oceanicos, que impactaram severamente a biota
marinha, sua distribuicdo e padrdes de conectividade (FLOWER et al., 1994; FOSTER
et al., 2013; HOLBOURN et al., 2013; 2014).

Além das mudancas climaticas, a deriva continental pode ter contribuido para
estas alteracbes durante o Mioceno Médio. Muitos autores sustentam que o0s
processos do fechamento do Mar de Tethys, que conectava o Oceano indico ao Mar
Mediterraneo, e do Istmo do Panama, que conectava os oceanos Pacifico e Atlantico
podem ter alterado os padrdes de conectividade entre diferentes populacdes para
diversas espécies (HAMON et al., 2013; MONTES et al., 2015). Entretanto, a datacdo
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de ambos os processos de fechamento das conexfes marinhas ndo sdo consenso e
ainda sdo amplamente debatidos pela comunidade cientifica (FARRIS et al., 2011;
HAMON et al., 2013; BACON et al., 2015; O'DEA et al., 2016; MOLNAR, 2017;
JARAMILLO et al., 2017; JARAMILLO, 2018).

Tanto o fechamento do Mar de Tethys, quanto do Istmo do Panama podem ter
interferido na conectividade entre os oceanos e isolaram grupos de individuos de P.
kamoharai originando as duas linhagens mitocondriais. Entretanto na arvore gerada
pela inferéncia filogenética Bayesiana, é possivel averiguar que ha haplétipos dos
oceanos Atlantico, indico e Pacifico em ambas as linhagens, o que pode indicar esse
isolamento entre as linhagens de modo efetivo por um breve periodo, dado a baixa
divergéncia encontrada entre as linhagens (0,2%) e que, possivelmente, houve
contato secundario. Ainda assim, foi medida uma estruturacao muito forte entre ambas
as linhagens (®st = 0.37373, p = 0.00001), o que evidencia que havia uma barreira
eficiente ao fluxo génico entre estas linhagens no passado.

As avaliagbes sobre a demografia histérica demonstraram que P. kamoharai
sofreu uma expansdo populacional demogréafica e espacial, de acordo com a
Mismatch Distributions. Apesar de os valores de SSD e Hri serem significativos para
L1, esta linhagem apresentou uma curva unimodal e os Testes de Neutralidade d&o
suporte para este aumento populacional, pois ambos os testes resultaram em desvio
de neutralidade e foram significativos. Os gréficos de Bayesian skyline também
evidenciaram um aumento populacional pela variacdo do Ne durante o periodo
Pleistoceno e no final do periodo Plioceno e ao longo do Pleistoceno para as linhagens
L1 e L2, respectivamente.

O periodo Plioceno (5,33-2,58 Mia) foi marcado como o ultimo periodo quente
antes do inicio dos ciclos glaciais e interglaciais de alta magnitude do periodo
Pleistoceno (ZACHOS et al., 2001b). Durante o Plioceno, o periodo quente médio do
Piacenza (MPWP), um intervalo durante o Plioceno Superior (3,264-3,025 Mia), é
usado como um periodo analogo para estimativas do aquecimento antropogénico,
uma vez que as condi¢bes atmosféricas de CO2 eram comparaveis aos valores atuais
(~400 ppm) (PAGANI et al., 2010) e as temperaturas médias globais estimadas eram
2—-3°C maiores em relacdo ao periodo pré-industrial (HAYWOOD et al., 2013). Além
disso, 0s niveis oceanicos médios globais eram 23,5 metros (m) acima dos niveis
atuais, com 1,6 m adicionais de expansao térmica (DUMITRU et al., 2019).

A transicao entre Plioceno Superior e o Pleistoceno Inferior foi um dos periodos
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mais importantes e dramaticos de mudanca climética global durante a Era Cenozoica
(LISIECKI e RAYMO, 2007; LAWRENCE et al., 2010). As principais mudancas
climaticas e ambientais incluem a intensificacdo da glaciacdo do hemisfério norte
(ZACHOS et al., 2008; HENNISSEN et al., 2015), a reorganizacdo da circulacéao
oceanica global (MARLOW et al.,, 2000; ETOURNEAU et al., 2010), uma queda
acentuada nos niveis oceanicos globais (BINTANJA e VAN DE WAL, 2008; ROHLING
et al., 2014), e a intensificagéo da aridez em grande parte do mundo (DEMENOCAL,
2004; WU et al., 2011). Além disso, o sistema climatico global iniciou um periodo de
ciclos glaciais e interglaciais (BARTOLI et al., 2005; HAUG et al., 2005; ROHLING et
al., 2014), uma tendéncia de resfriamento de longo prazo, a amplitude dos ciclos
glaciais aumentou e o regime climatico global moderno comecou a ser estabelecido
(LAWRENCE et al., 2010; BAILEY et al., 2012; ROHLING et al., 2014).

Durante o periodo Pleistoceno, uma mudanca climatica fundamental ocorreu
durante a transicao do Pleistoceno Médio-Inferior (TPMI), que ocorreu entre ~1,4-0,4
Mia, marcada por um aumento progressivo na amplitude de ciclos glacias e
interglaciais de 41 mil anos para aproximadamente 100 mil anos, resultando em um
aumento do volume de gelo global (RUDDIMAN et al., 1986; LISIECKI e RAYMO,
2007). O aumento progressivo da intensidade e da duragédo dos ciclos glaciais e
interglaciais, atuaram como uma série de filtros ecologicos dos quais muitas espécies
eventualmente tornaram-se extintas, enquanto outras se adaptaram em resposta as
mudancas (HEAD e GIBBARD, 2005; PIMIENTO et al., 2017).

Portanto, ao longo do periodo Pleistoceno, cerca de 50 ciclos glaciais e
interglaciais resultaram em ciclos de aumento e declinio do volume de gelo das calotas
polares e dos niveis oceéanicos globais, que tiveram uma variacdo entre 115-130 m
dos niveis atuais atingindo o minimo durante o Ultimo Maximo Glacial periodo entre
50-10 mil anos atras que compreende o maior volume de gelo global (CLARK et al.,
2009; LAMBECK et al., 2014; YOKOYAMA et al., 2018). As flutuagdes dos niveis
oceanicos afetaram a disperséo e os padrdes de conectividade entre as populacdes
alterando a dinamica populacional em uma ampla gama de organismos marinhos
tropicais durante o Pleistoceno (LUDT e ROCHA, 2015) e pode ter facilitado o
isolamento de populagdes originando diversas linhagens e intensificando o processo
de especiacdo (AVISE, 2009; AVISE et al., 2016).

Os padrdes de flutuacdo no Ne de P. kamoharai evidenciam periodos de

expansao populacional ao longo do periodo dos ciclos glaciais e interglaciais e que
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ambas as linhagens tiveram suas expansdes em periodos distintos, o que pode ser
um indicio de que estavam isoladas uma da outra durante os ciclos glaciais e
interglaciais. As curvas do Bayesian skyline evidenciaram um periodo de estabilidade
populacional, que precede o periodo de expanséao, tanto na linhagem L1, quanto na
L2. Entretanto, de acordo com Grant (2015), esse achatamento da curva pode ser um
indicativo de que as sequéncias contemporaneas nao trazem todas as marcas da
historia populacional da espécie estudada.

Deste modo, as contracbes populacionais durante cada ciclo glacial
promoveram a extincdo de algumas linhagens de haplotipos e, portanto, as
informac0®es sobre a histéria populacional foram perdidas. Essa perda de informacdes
genéticas ndo implica necessariamente em fortes gargalos populacionais. A maioria
das espécies consiste em populagdes que experimentam extingdes e colonizacbes
locais, de modo que, embora 0os numeros totais do censo possam permanecer
grandes, o sinal genético pode ser perdido devido a dindmica da metapopulacéo
(PANNELL, 2003; GRANT, 2015).

As linhagens mitocondriais analisadas neste estudo s&o as sobreviventes das
mudancas climaticas do periodo Pleistoceno, possivelmente, por terem se abrigado
em reflgios glaciais em regides de baixa latitude, proximas a linha do Equador. Os
refugios glaciais consistem em regides geograficas com condi¢cdes climaticas mais
amenas, possibilitando a sobrevivéncia de diferentes espécies durante os periodos
climéticos extremos dos ciclos glaciais e interglaciais (PROVAN e BENNETT, 2008).
As linhagens de P. kamoharai podem ter sobrevivido por se abrigarem em reflugios
glaciais no mar do Caribe e norte da América do Sul (LEIGH et al., 2014) e no Golfo
da Guiné (PLANA et al., 2004; JENSEN et al., 2019) no Oceano Atlantico e na llha de
Madagascar no Oceano indico (PELLISSIER et al., 2014), que podem ter atuado como
centros de disperséo da espécie apds os periodos glaciais.

Em relacdo a outras espécies de tubarbes e raias, os ciclos glaciais e
interglaciais também impactaram e ocasionaram o surgimento de diferentes linhagens
e a reclusdo de populacbes (MENDONCA et al.,, 2011; TILLETT et al., 2012;
DOMINGUES et al., 2018b, 2019; CARMO et al., 2019). Em relagéo ao P. kamoharai,
apoés o Ultimo Maximo Glacial, com o restabelecimento dos niveis oceanicos, as duas
linhagens sobreviventes provavelmente tiveram um contato secundario e, atualmente,
compdem a espécie P. kamoharai.

As avaliacdes de fluxo génico histérico evidenciaram nao ter havido restricbes
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ao fluxo génico, provavelmente apds as deglaciacdes. Entretanto, ainda € necessario
avaliar o fluxo génico entre as linhagens e com o uso de marcadores moleculares

contemporaneos, como microssatélites ou single nucleotide polymorphisms (SNPs).

5. CONCLUSAO

Estes resultados contam a histéria filogeografica de P. kamoharai e
demonstram que a espécie possui alta diversidade genética, formada por uma
populacdo panmitica entre os oceanos Atlantico e indico. E composta por duas
linhagens mitocondriais simpatricas que se separaram durante o Mioceno Médio, as
guais provavelmente permaneceram isoladas uma da outra por um breve periodo e
sobreviveram aos ciclos glaciais e interglaciais do periodo Pleistoceno. Entretanto,
estas duas linhagens tiveram contato secundario apdés a deglaciacdo e formam a
espécie P. kamoharai atualmente, que possui distribuicdo circumtropical e ainda
carece de estudos em amplas regides de sua distribuicdo geografica, principalmente
no Oceano Pacifico. Portanto, ainda é preciso avaliar os padrdes filogeogréaficos da
espécie entre os oceanos Atlantico e Indo-Pacifico, a fim de avaliar a existéncia de
estoques genéticos diferenciados. Deste modo, os resultados aqui apresentados
evidenciam é necessario um manejo internacional para a espécie P. kamoharai,
entretanto, a regido do Golfo da Guiné, aparentemente, € a regido com maior
variabilidade genética e deve ser considerada uma regido prioritaria para sua

conservagao.
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ANEXO

Anexo 1. Frequéncias haplotipicas e sitios polimérficos do fragmento de 758 pares de bases da regido controle do DNA mitocondrial do tubardo-crocodilo
Pseudocarcharias kamoharai. WEA: Atlantico Equatorial Oeste, SWA: Sudoeste Atlantico, NECA: Atlantico Equatorial Nordeste, GOG: Golfo da Guiné, SEA:
Atlantico Sudeste, SWI: indico Sudoeste. Numeros referem-se a localizacio do sitio polimérfico na sequéncia de DNA.
WEA SWA NECA GOG SEA SWI 9 41 158 239 241 243 247 257 268 269 283 290 292 303 309 310 319 326 330 347 501 564 606 607 628
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Fonte: Elaborada pela autora.
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