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RESUMO

A familia Carcharhinidae, composta por espécies de tubarGes amplamente conhecidos,
enfrenta um debate sobre sua classificacdo interna, especialmente em relacdo ao género
Carcharhinus. O género Carcharhinus Blainville, 1816, mostra-se parafilético em relacdo a
taxons morfologicamente distintos. Dentre eles, o tubardo pato, Isogomphodon oxyrhynchus
(Valenciennes, 1839), é uma espécie endémica do Atlantico Ocidental, com distribuigéo entre
Trinidad e Tobago e o Golfo do Maranhdo no norte do Brasil uma das menores areas de
distribuicéo de qualquer especies de elasmobranquios e tem enfrentado uma dréastica reducéo
populacional nas Gltimas décadas devido a impactos antropicos, declinio este, que resultou em
sua classificacdo como criticamente ameacado pela IUCN na altima avaliacdo feita para a
espécie em 2019. No entanto, hd um debate consideravel sobre a validade da espécie (I.
oxyrhynchus) e o status de Isogomphodon Gill, 1862 como um taxon distinto do género
Carcharhinus. Advindo da necessidade de entender essa relagéo, o presente estudo molecular
foi conduzido para avaliar a validade genética de 1. oxyrhynchus, utilizando marcadores
mitocondriais e nucleares. As analises confirmaram a parafilia do género Carcharhinus,
agrupando I. oxyrhynchus com Carcharhinus porosus, corroborando a reclassificacéo de I.
oxyrhynchus como Carcharhinus oxyrhynchus, assim como, Prionace glauca (Linnaeus,
1758) deve ser Carcharhinus glaucus, respectivamente. A divergéncia de C. oxyrhynchus de
C. porosus ocorreu durante o Mioceno, associada a eventos geomorfologicos na costa norte
da América do Sul, especialmente relacionados a configuracdo do rio Amazonas. Suas
caracteristicas distintas sdo adaptacfes ecoldgicas autapomorficas ao habitat da pluma
amazonica, ndo indicando uma distincdo sistematica significativa em relacdo a outros
membros de Carcharhinus. Aliado a isto, estudos recentes tém explorado a variabilidade
genética em tubardes através do DNA mitocondrial, destacando a regido controle (RC) como
uma ferramenta valiosa para inferéncias filogenéticas. Apesar da baixa variacdo genetica em
alguns grupos de tubardes, a RC apresentava um potencial para auxiliar nas analises e fornecer
suporte para dados filogenéticos. Para isso foram analisadas 40 espécies de tubardes de quatro
familias da ordem Carcharhiniformes, buscando identificar padrées na estrutura da RC,
definindo blocos funcionais e conservados. A extracdo de DNA e sequenciamento foram
realizados, mapeando segmentos conservados e variaveis, para realizar a descri¢do da RC para
as quatro familias. Os resultados subdividiram a CR em trés dominios, destacando blocos
funcionais como TAS-1, TAS-2, CSB-F, CSB-1, CSB-2 e CSB-3, com CSB-F predominante

na porcdo central. Em comparacdo com mamiferos e teledsteos, os tubardes mostraram



variacdo nas composic¢des nucleotidicas nos dominios 5', central e 3'. A taxa de variagdo no
mtDNA dos Carcharhiniformes foi notavel, revelando padrGes comuns em sequéncias de

vertebrados. Essas descobertas ampliam o potencial da CR para pesquisas filogenéticas e
populacionais em tubardes.

PALAVRAS-CHAVE: Espécie Endémica; Carcharhinus Oxyrhynchus; Sobre Pesca;
Regido Controle; Sistematica Filogenética.



ABSTRACT

The Carcharhinidae family, made up of widely known shark species, faces debate over its
internal classification, especially in relation to the genus Carcharhinus. The genus
Carcharhinus Blainville, 1816, is paraphyletic in relation to morphologically distinct taxa.
Among them, the duck shark, Isogomphodon oxyrhynchus (Valenciennes, 1839), is a species
endemic to the Western Atlantic, distributed between Trinidad and Tobago and the Gulf of
Maranh&o in northern Brazil, one of the smallest distribution areas of any species of
elasmobranchs and has faced a drastic population reduction in recent decades due to
anthropogenic impacts, a decline that resulted in its classification as critically endangered by
the IUCN in the last assessment made for the species in 2019. However, there is considerable
debate about the validity of the species ( I. oxyrhynchus) and the status of Isogomphodon Gill,
1862 as a distinct taxon of the genus Carcharhinus. Arising from the need to understand this
relationship, the present molecular study was conducted to evaluate the genetic validity of 1.
oxyrhynchus, using mitochondrial and nuclear markers. The analyzes confirmed the paraphyly
of the genus Carcharhinus, grouping I. oxyrhynchus with Carcharhinus porosus, corroborating
the reclassification of 1. oxyrhynchus as Carcharhinus oxyrhynchus, as well as Prionace glauca
(Linnaeus, 1758) should be Carcharhinus glaucus, respectively. The divergence of C.
oxyrhynchus from C. porosus occurred during the Miocene, associated with geomorphological
events on the north coast of South America, especially related to the configuration of the
Amazon River. Its distinctive features are autapomorphic ecological adaptations to the Amazon
plume habitat, not indicating a significant systematic distinction from other members of
Carcharhinus. In addition, recent studies have explored genetic variability in sharks through
mitochondrial DNA, highlighting the control region (RC) as a valuable tool for phylogenetic
inferences. Despite the low genetic variation in some groups of sharks, CR had the potential to
aid analyzes and provide support for phylogenetic data. For this, 40 species of sharks from four
families of the order Carcharhiniformes were analyzed, seeking to identify patterns in the
structure of the RC, defining functional and conserved blocks. DNA extraction and sequencing
were performed, mapping conserved and variable segments, to describe the CR for the four
families. The results subdivided CR into three domains, highlighting functional blocks such as
TAS-1, TAS-2, CSB-F, CSB-1, CSB-2 and CSB-3, with CSB-F predominant in the central
portion. Compared to mammals and teleosts, sharks showed variation in nucleotide
compositions in the 5', central and 3' domains. The rate of variation in Carcharhiniformes

mtDNA was remarkable, revealing common patterns in vertebrate sequences. These findings



expand the potential of CR for phylogenetic and population research in sharks.

KEYWORDS: Endemic Species; Carcharhinus oxyrhynchus; About Fishing; Control Region;
Phylogenetic Systematics.
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1. INTRODUCAO

A familia Carcharhinidae Jordan & Evermann, 1896 tem seu surgimento descrito no
Paleoceno (aproximadamente 65 Milhdes de anos (Ma) (Underwood, 2006) (Kriwet; Benton,
2004). No que diz respeito a pesca, esta € sem duvida a familia de tubarfes mais importante nos
tropicos e varias espécies figuram eminentes na pesca artesanal, comercial e esportiva
(Compagno, 2005).

Apesar da sua importancia pesqueira, Carcharhinidae é uma familia com contradicoes,
no que diz respeito as relacdes filogenéticas entre as espécies dos géneros que a compdem.
Estudos moleculares vém investigando esta familia, pontuando evidéncias de seu parafiletismo
(Lavery, 1992; Naylor, 1992; Dosay- Akbulut, 2008). Como exemplo, podemos citar o estudo
de Dosay-Akbulut (2008), que analisou as regides ribossomais ITS1 e ITS2 para representantes
de Carcharhinidae, apoiaram um arranjo parafilético, o qual incluia P. glauca no género
Carcharhinus, justificando a reclassificagdo de P. glauca. O mesmo arranjo parafilético,
também foi observado por Lépez et al. (2006), no qual Galeocerdo cuvier (Péron & Lesueur,
1822) agrupou-se com Hemigaleidae, numa ramificacdo fora do clado formado por
Carcharhinidae e Sphyrnidae.

Esta familia apresenta uma grande similaridade morfoldgica para algumas espécies, por
exemplo, as espécies Carcharhinus plumbeus (Nardo, 1827) e Carcharhinus obscurus
(Lesueur, 1818) que so6 foram diferenciadas atraves de métodos moleculares (Pank et al., 2001).
Além disso, como citado anteriormente, as relacdes filogenéticas entre diversos tdxons nédo
possuem robustez, pois, a maioria dos grupos taxonémicos ndo possui diferencas estatisticas
que permitam o posicionamento e relacfes filogenéticas confidveis. Esta falta de definicdo
filogenética, que implica no status taxonémico de algumas espécies, podem levar a uma tomada
de decisbes errbnea quanto a sua necessidade de conservacao, ou pode até mesmo mascarar
essa necessidade de protecéo, tornando entdo imprescindivel a revisdo taxondmica de algumas
especies, ou mesmo géneros, como é o caso do tubardo Pato. Isogomphodon oxyrhynchus
(Valenciennes, 1839), € uma espécie de tubardo muito restrita geograficamente, sendo
endémica do Atlantico ocidental (Lessa et al. 1999; Feitosa et al. 2019).

I. oxyrhynchus é um exemplo de espécie sobre explorada, ao longo de sua distribuigédo
de aguas turvas e de baixa salinidade da costa norte do Brasil, Guiana Francesa, Guiana,
Venezuela, Suriname e Trinidad e Tobago, (Lessa, 1999). Esta espécie, vivipara, de maturidade
sexual tardia e gestacédo de aproximadamente 12 meses a cada dois anos, com fecundidade de

até oito embrides por ninhada, caracteristicas essas, que se tornam um grave problema para


https://www.sinonimos.com.br/imprescindivel/
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conservacao, pois os dados reprodutivos demonstram sua fragilidade inerente aos impactos
humanos, como pesca e degradacdo do habitat. Problema que somado principalmente a captura
acidental em redes de pesca (fauna acompanhante) e a sua distribuicdo restrita, incluiu este
tubardo na categoria de espécies criticamente ameacadas de extingcdo pela International Union
for Conservation of Nature (IUCN) e ICMBIo (Bigelow; Schroeder, 1948; Compagno, 1984;
Lessa, 2000; Feitosa et al. 2018, 2019).

Isogomphodon oxyrhynchus foi descrita inicialmente como Carcharias oxyrhynchus por
Valenciennes, 1839, que posteriormente foi alocado em Carcharhinus passando a ser
denominado de Carcharhinus oxyrhynchus (Valenciennes, 1839). Em 1862, Gill definiu o
género Isogomphodon (Gill, 1862), para a espécie alvo deste estudo, a qual até hoje € descrita
como Isogomphodon oxyrhynchus. Esta espécie apresenta algumas caracteristicas morfoldgicas
distintas, como seu focinho alongado, triangular e estreito dorso-ventralmente e olhos
minusculos (Compagno, 1984). Entretanto, apresenta diversas caracteristicas do género no qual
se enquadrou anteriormente (Carcharhinus), como: auséncia de espiraculos, presenca de sulco
pré caudal, segunda nadadeira dorsal bem menor que a primeira e 0 desenvolvimento
embrionario do tipo viviparo, o que leva a questionamentos relevantes sobre sua classificacdo
(Compagno, 1984). Sendo assim, o presente estudo foi realizado com o intuito de avaliar
geneticamente amostras de tecido para através de marcadores moleculares descrever as relacdes
filogenéticas dentro da familia Carcharhinidae, de forma a testar o real status taxondmico do

género Isogomphodon e de sua espécie monotipica.


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=298687
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=298687
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=298687
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=298687
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=399608
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=399608
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=269518
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2. JUSTIFICATIVA

O esgotamento dos recursos naturais, como o0s tubarGes, é uma realidade bem
perceptivel em todo mundo, colocando-os em um estado de exploracéo e sobre- exploracao
(Benson et al., 2001). A diminuigdo desses recursos tem reflexos diretos na economia e
ambiente como um todo, visto a forte demanda dos produtos derivados destes peixes
cartilaginosos (carne, nadadeira, cartilagem, Oleo de figado) aos mercados nacionais e
internacionais (Viana, 2013; Sorét, 2006).

Como exemplo deste esgotamento de recurso natural, podemos citar a situa¢do do cacao
Pato, 1. oxyrhynchus, que se encontra em estado de sobre pesca desde os anos 80, chegando a
um colapso de capturas em meados 1990, com elevadas taxas de captura de juvenis, resultando
em uma reducdo populacional de 90% (Stride et al., 1992; Lessa et al., 2016). Hoje esta espécie
enquadra-se na categoria de criticamente ameacada da Lista Vermelha da IUCN, entrando em
um estagio de quase extincao (Lessa et al., 2006; Lessa et al., 2016). Mesmo com a legislacdo
brasileira que proibe a captura do tubardo Pato desde 2004, estudos demonstram que a captura
continua ocorrendo (Rodrigues-Filho et al., 2009; Palmeira et al., 2013; Feitosa et al., 2018).

Esta espécie possui caracteristicas morfoldgicas interessantes, e compreender como
essas caracteristicas evoluiram e interagem com o meio ambiente pode ser uma informacéo
fundamental para a conservacao desta espécie e para desvendar suas relagdes filogenéticas com
outros tubardes. Este estudo visa avaliar as relagdes filogenéticas, sistematicas e populacionais
de I. oxyrhynchus, com o intuito de preencher a lacuna sobre a biodiversidade amazdnica de
elasmobranquios, através de marcadores mitocondriais e nucleares. Os resultados deste projeto

trardo mais informacdes sobre o real status taxondémico e populacional de I. oxyrhynchus.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.Introducéo geral

Elasmobranquios ja apresentam uma peculiar historia de vida, devido seu crescimento
lento, maturacdo sexual tardia, reduzida taxa de fecundidade e fundamental importancia
ecoldgica. Suas peculiaridades representam um fator agravante, principalmente quando
voltamos as atencOes para 0 &mbito de conservagdo das espécies marinhas em todo mundo e,
além disso, existe a grande probabilidade de novas espécies entrarem para o quadro de espécies
ameacadas de extin¢do por se tornarem alvos da pesca exploratdria, sendo facilmente afetadas
em um futuro bem préximo (Bréutigam et al., 2016; Davidson; Dulvy, 2017; Jabado et al.,
2017).

Dentre os animais mais ameagados de extin¢ao, estdo situados os tubarées com registros
de declinios populacionais estimados em até 90% em diversos pontos do planeta (Dent; Clarke,
2015). Com sua reducdo oriunda, sobretudo, das pressbes antropogénicas exercidas, que
rapidamente se expandiram em funcédo da demanda de seus subprodutos (especialmente carne
e nadadeiras), de maneira que as taxas de exploracdo ndo estdo sendo compativeis com a
sustentabilidade do grupo. Foram fornecidos dados globais que indicam que cerca de 17
milhdes de toneladas de nadadeiras de tubarfes foram importadas entre os anos 2000 e 2016,
movimentando uma quantia estimada em 294 milhdes de ddlares por ano (Okes & Sant, 2019).
Tais subprodutos, como as nadadeiras, sdo destinados principalmente a paises asiaticos, devido
ao grande comércio voltado a questdes medicinais e culturais, dentre outras, demonstrando a
forca da sobre- exploracdo e comercializacdo de espécies muitas vezes enquadradas como
ameacadas, desta forma sendo tratados como artigos de luxo (Eriksson; Clarke, 2015; Shea; To,
2017).

Segundo Barreto et al. (2015) essa tendéncia de exploracdo pesqueira ja vem sendo
registrada sobre as populacdes de tubarfes no Sul do Atlantico. Posteriormente Barreto et al.
(2017) constatou que ao longo da costa Brasileira, foram desembarcadas cerca de 200.000
toneladas de elasmobranquios (incluindo tubardes, raias e quimeras) entre 0s anos de 2000 e
2010 constatando que o Brasil representa uma das grandes nagdes responsaveis pela captura de
elasmobranquios no cenario mundial, no entanto, os dados estatisticos oficiais ndo sdo
adequadamente coletados desde 2007, onde as Ultimas coleta mostravam que producao marinha
total do Brasil era composta 5% por peixes cartilaginosos, o que aumenta a fragilidade desses
dados (Barreto et al., 2017).
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Significativa parcela das capturas de elasmobranquios é derivada das pescarias
artesanais, que se utilizam de barcos de médio porte com capacidade de armazenamento
reduzido, tendo aproximadamente 60% do volume de capturas no pais. A pesca artesanal
representa um papel de suma importancia na sociedade, pois fornece alimentos, além de ser a
provisdo de rendas e mdo-de-obra para diversas familias das populagGes costeiras. No entanto,
tal atividade tem contribuido para ocorréncia de pescarias ilegais, culminando na disseminagdo
de redes de comercializacdo de espécies ameacadas que tem sua captura proibida,
comercializacdo essa feita in natura, sendo destinadas as feiras e mercados locais e regionais,
com objetivo de consumo para populacdo, ou explorando os subprodutos, como as nadadeiras
que acabam sendo destinadas a exportagdo (Bornatowski et al., 2017; Ruffino, 2018; Martins
et al., 2018; Silva, 2016; Rosa et al., 2017).

Ademais, a coleta de dados confiaveis por parte dos pescadores é dificil, devido a
desconfianca em relatar o que sabem, e 0 medo de punicgdo por condutas erradas, além de parte
da producdo ser consumida localmente, e acaba ndo entrando nos dados estatisticos. Como
possuem diversas modalidades de pesca, muitas espécies sdo alvo da pesca acidental (Bycatch)
(Pauly; Zeller, 2016; Barbosa-Filho et al., 2015; Monteiro; Sousa, 2016; Rosa et al., 2017).
Oliver et al. (2015), realizou um estudo global que verificou os padrdes de pesca acidental e
com esse estudo ajudou a identificar, e priorizar areas que necessitam de medidas urgentes de
gestdo pesqueira. Onde foram perceptiveis taxas significativas de capturas para 0s
elasmobranquios nas regides Norte e Nordeste do Brasil.

A regido Norte, apresenta uma extensa floresta tropical costeira, com grandes areas de
manguezais e abriga uma enorme biodiversidade de elasmobranquios marinhos endémicos e/ou
altamente ameacados, tornando-se altamente susceptiveis a pesca insustentavel desses grupos
(Carrillo-Briceno et al., 2018; Feitosa et al., 2018; Davidson; Dulvy, 2017; Dulvy et al., 2017).

De acordo com Dulvy et al. (2014), a area representada pelas regides norte e nordeste
do Brasil retrata um ponto importante na captura do grupo, de modo que é considerada um
hostpot global. Sendo identificadas cerca de vinte espécies de tubardes com ocorréncia
conhecida na regido, onde, todas estédo listadas pela IUCN em alguma das categorias de ameaca
de exting¢do, sendo recentemente identificados nos portos pesqueiros ilegalmente (Monteiro;
Sousa, 2016; Feitosa et al., 2018). Wosnick et al. (2019), compilaram dados de capturas nos
ultimos 40 anos no estado do Maranhdo para verificar a biodiversidade de elasmobranquios e o
status de conservagdo do grupo. O estudo revelou a captura de um numero significativo de
espécies de tubardes classificados como em perigo (EP) e criticamente ameacados (CA), sendo

indices superiores aos observados em nivel nacional, baseados na lista vermelha da IUCN.
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Os charutos, forma como € conhecido o pescado processado quando desembarca nos
portos (cabeca, nadadeiras e visceras removidas), dificulta a identificagdo correta com base nas
caracteristicas morfologicas (Gemane et al., 2017). Mediante a isso, 0 emprego de ferramentas
moleculares em todo mundo vem se tornando uma alternativa para auxiliar essa identificacéo
(Cardefiosa et al., 2017; Kolmann et al., 2017; Hellberg; Isaacs; Hernandez, 2019), inclusive
no Brasil (Silveira, 2017; Bernardo et al., 2020). Estudos ja demonstram a eficiéncia na
identificacdo de espécies a partir de amostras coletadas, utilizando-se de marcadores genéticos,
0 que permite obter dados de pesca em alguns portos de desembarque e posteriormente

estabelecer medidas de conservacao (Ferrette et al., 2019).

3.2.1sogomphodon oxyrhynchus (Valenciennes, 1839)

Com foco no litoral Norte do Brasil, 1. oxyrhynchus esta distribuido em uma regido
tropical de clima quente e umido, com duas esta¢fes anuais bem definidas (inverno e verdo),
distribuicdo essa, que compreende os estados do Amap4, Para e Maranhdo, regido reconhecida
como um hotspot global de biodiversidade, e pela alta captura de elasmobranquios através da
pesca (Dulvy et al., 2017; Davidson; Dulvy, 2017). Neste cenario, se localiza um dos mais
importantes sitios ecoldgicos, com diversas areas de bercario Uteis para as espécies, sobretudo
as endémicas (Wosnick et al., 2019).

Uma espécie que mediante esse cenario merece especial atencdo € o I. oxyrhynchus,
possuindo uma das areas de distribuicdo mais restrita do mundo, compreendida entre as dguas
da costa da Venezuela e se estendendo até o norte do litoral brasileiro (Feitosa et al., 2019). O
que se destaca nos individuos desta espécie é o formato longo, triangular achatado de seu
focinho, recebendo entdo o nome popular de “tubardo-pato” (Casselberry; Carlson, 2015).

Como ja evidenciado, os tubardes séo altamente vulneraveis ao processo de exploracao
pesqueira em decorréncia de sua baixa fecundidade e o tempo que leva para atingir a maturidade
sexual, diferente de outros grupos aquaticos, que possuem essa reproducéo de forma abundante.
I. oxyrhynchus é uma espécie endémica, vivendo em &guas costeiras da América do Sul,
associada a areas de clima quente e Umidos, com aguas de turbidez elevada, derivadas dos
sedimentos que se dispersdo dos rios para a costa, onde sdo dominantes os sistemas de
manguezais (ex.: litoral amazénico), sendo considerada uma espécie simbolo do endemismo no
Brasil (Casselberry; Carlson, 2015; Feitosa et al., 2019).

A espécie apresenta parametros bioldgicos que dificultam o crescimento populacional,

como: a baixa fecundidade, gerando de 2 a 8 filhotes por ninhada, maturagdo sexual tardia, com
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machos chegando a fase adulta entre 5 e 6 anos, enquanto as fémeas levam em torno de 6 a 7
anos, um ciclo reprodutivo bianual com um longo periodo gestacional de 12 meses e com
provavel periodo de parto compreendido entre os meses de janeiro a junho (Lessa et al., 2000;
Lessa et al., 2006; Feitosa et al., 2019).

E uma espécie de porte médio, variando de 171,4 cm a 173,8 cm de comprimento total,
para individuos adultos com idade maxima de 20 anos. As taxas de crescimento desta espécie
vao diminuindo com a idade, chegando a 14 cm por ano nos juvenis, e a 10 cm por ano apos a
maturidade sexual (Lessa et al. 2000). Existe a presenca de diferengas de tamanho entre machos
e fémeas maduros sexualmente, principalmente para as medidas morfométricas de barbatana e
cabeca, que, provavelmente, estdo associadas ao comportamento de copula (Lessa et al., 2000;
Martins et al., 2015). Esta espécie em relacdo a outros tubarfes apresenta as maiores proporgoes
de barbatanas peitorais em relagdo ao corpo (Lessa et al., 2000).

O Cagcéo Pato tem sua alimentacgdo baseada no consumo de peixes pequenos e delgados,
sendo comumente identificadas: Anchoa spinifer, Stellifer naso, Nebris microps e
Eucinostomus spp. Espécies estas altamente abundantes em toda a distribuicdo de 1.
oxyrhynchus, tanto na fase juvenil quanto adulta (Almeida et al., 2011).

O 1. oxyrhynchus vem sofrendo com a pressdo pesqueira, sendo capturado
acidentalmente nas suas areas de ocorréncia por pesca artesanal, que geralmente utiliza itens
como rede de emalhas. Estudos demograficos demonstram que a populacdo vem decrescendo
cerca de 18% anualmente (Lessa, 1986; Lessa et al., 2006). Como consequéncia, desde 1990 as
capturas tém reduzido sua abundancia em 90%, entrando em um colapso populacional, que
aliado a sua distribuicdo reduzida e sua histéria de vida, o incluiram pela IUCN na categoria de
espécie criticamente ameacada (CA) desde 2006 (Rodrigues-Filho et al., 2009; Lessa et al.,
2006; Lessa et al., 2016), mostrando a urgentemente necessidade de medidas de conservacéo,
haja vista que ainda persiste a pesca ilegal sobre essa espécie (Feitosa et al., 2018).

O que chama atencdo neste vertebrado é a presenca de uma cabe¢a com um focinho
longo e achatado, terminando na regido da ponta em formato triangular, o que estaria associado
a processos adaptativos ao meio que habita. Dessa forma, essa estrutura pode auxiliar na
localizacdo de suas presas escondidas na area, atrelado a condi¢do de seus olhos pequenos,
devido estar inserido em ambiente com grande quantidade de matéria organica suspensa na

agua e com pouca visibilidade (Casselberry; Carlson, 2015; Compagno, 1988).
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Figura 1- Isogomphodon oxyrhynchus fotografado em campo.

Fonte: Acervo dos autores.

3.3.Utilizacdo de marcadores moleculares mitocondriais

Os marcadores moleculares tém sido bastante utilizados para inferir sobre as relagfes
filogenéticas, taxonomia e estrutura populacional de diferentes organismos marinhos (Baker et
al.,1996; Innes et al., 1998; Feitosa et al., 2019; Sales et al., 2019; Rodrigues-Filho et al., 2020;
Souza et al., 2021; Sales et al., 2021). Os marcadores oriundos do genoma mitocondrial sdo
frequentemente utilizados nesta finalidade devido a sua alta taxa mutacional. Especialmente, o
gene Citocromo oxidase subunidade | (DNA Barcode) e a regido controle do genoma
mitocondrial (RC) por conter porg¢des de grande variabilidade (Avise, 2000; Feitosa et al., 2019;
Sales et al., 2019).

Ferramentas moleculares tornaram-se indispensaveis nos indmeros estudos de
sistematica e populacionais, pois os caracteres moleculares fornecem uma fonte rica de
informagdes para a analise filogenética de espécies e, dentro dos limites, podem servir como
indicadores do tempo necessario aos eventos evolutivos, bem como para revelar a sequéncia
dos eventos (Hillis et al., 1996). Dentre as regifes gendmicas utilizadas para estudos de
sistematica molecular e estrutura genética de populagdes, o DNA mitocondrial tem sido muito
estudado em peixes e utilizado de forma bastante eficiente para tratar diferentes niveis de
questdes taxondmicas, dependendo da regido escolhida para analise (Avise et al., 1987; Stepien;
Kocher, 1997).

O sucesso das sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA) em estudos filogenéticos é
devido a varias caracteristicas, como: (1) genoma compactado (Cantatore; Saccone, 1987,
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Avise; Saunders, 1984); (2) falta de recombinacdo (Avise & Saunders, op. cit..; Clayton, 1982,
1992; Hayashi et al., 1985); (3) heranca materna (Avise; Saunders, op. cit..; Kondo et al., 1990);
(4) evolucdo mais rapida das sequéncias quando comparado as sequéncias nucleares (Brown et
al., 1979; Avise & Saunders, op. cit.); e (5) muitas copias por célula (Michaels et al., 1982;
Avise & Saunders, op. cit.; Robin; Wong, 1988).

O DNA mitocondrial possui forma circular, com cerca de 15 a 20 kb de comprimento,
possuindo dois genes de RNA ribossomal (rRNA), 22 genes de RNA transportadores (tRNA)
e 13 genes codificadores de proteinas. Segundo Cao et al. (1998), o comprimento do DNA
mitocondrial de um tubardo, como Mustelus manazo, é de 16.707 pares de bases (Figura 2), que

é similar aos muitos organismos ja sequenciados.

Figura 2- Esquema representativo do genoma mitocondrial da espécie de tubardo Mustelus manazo.

Mustelus manazo

mt DNA
16,707bp

Fonte: Adaptada de Cao et al. (1998).

3.3.1. Regiéo controle do DNA mitocondrial

A regido controle é importante para a regulacdo, transcricdo e replicacdo do DNA
mitocondrial. Além dos sitios de transcricéo, essa regido contém a origem de replicacdo da fita
pesada (H) do genoma mitocondrial, conhecida como al¢a D (Goebel et al., 1999; Taanman,
1999).

Dadas essas fungdes, os estudos tém se concentrado nos padrées funcionais e estruturais

dessa regido em uma ampla gama de organismos. A regido é normalmente dividida em trés
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dominios, com um dominio central relativamente bem conservado flanqueado pelas se¢Ges 5' e
3" hiper variaveis (Stoneking, 2000; Heyer et al., 2001; Maté et al., 2004; Rocha-Olivares et al.,
2005; Zhao et al., 2006; Pie et al., 2008; Zhang et al., 2012 a, b). Apesar da presenca desses
dominios hiper varidveis, a regido controle contém blocos de sequéncias conservadas (CSBS),
que estdo relacionadas ao inicio da replicacdo e transcricdo do DNA mitocondrial ao longo de
sua extensdo (Taanman, 1999). No entanto, uma variagdo consideravel no nimero, localizagdo
e grau de conservacdo desses CSBs foi observada nos vertebrados que foram analisados até o
momento, indicando diferencas entre taxons nos mecanismos reguladores (Southern et al.,
1988; Shisa et al., 1997; Guo et al., 2003).

A regido controle, comumente conhecida como al¢a de desdobramento (alga D), possui
um tamanho de aproximadamente 1,4 kb, e por ndo ser codificadora é responsavel pela alta
variacdo no genoma mitocondrial, possuindo uma taxa de mutacdo correspondendo a cinco
vezes maior que o restante do genoma mitocondrial (Vigilant et al., 1991; Gissi et al., 1998;
Ursing; Arnason, 1998). Por causa desta alta variabilidade, esta regido tem sido amplamente
utilizada para estudos populacionais e filogeograficos em organismos marinhos, assim como
em trabalhos de genética de populacdes de peixes (Sturmbauer; Meyer, 1993; Brown et al.,
1993; Lee et al., 1995; Nielsen et al., 1997; Chen et al., 1998).

A regido controle é uma ferramenta Util para investigar a estrutura genética em tubarGes
(Heist et al. 1996), pois indica niveis elevados de variabilidade intraespecifica (Stepien, 1995).
Como exemplo, podem ser citados varios trabalhos que fizeram a utilizacdo de tal ferramenta
para analises em elasmobranquios, como, Pardini et al. (2001), Duncan et al. (2006), Hoelzel
et al. (2006), Keeney e Heist (2006) e Stow et al. (2006).

Com a utilizagdo de técnicas moleculares € possivel determinar o grau de estruturaco
das populacdes, medindo a variabilidade genética de espécies ameacadas, tornando possivel
avaliar a situagdo do estoque pesqueiro do tubardo pato, que na costa norte é desconhecido, e
assim fornecer informacfes essenciais para que se possam tracar planos de manejo e
conservacao eficientes, que evitem que espécies criticamente ameagadas de extin¢do venham a

sucumbir em consequéncia a agao da pesca predatoria.

3.3.2. Gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase subunidade I (COI)

A Citocromo ¢ Oxidase é uma enzima com 3.606 aminoéacidos, onde cada mondémero

€ composto por treze diferentes subunidades polipeptidicas, sendo trés codificadas por genes
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mitocondriais (COI, COIll e COIIl) (Adkins; Honeycutt, 1994; Tsukihara et al., 1996). O
gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase subunidade I (COI), vem sendo usado com bastante
frequéncia em estudos filogenéticos e filogeograficos por apresentar regides variaveis
suficientes para analises de grupos taxonomicamente relacionados (Sahls; Nyblom, 2000),
mas também, vem sendo utilizado em trabalhos filogeogréaficos em peixes (Brykov et al.,
2003). A técnica do DNA Barcode, utiliza um pequeno segmento do COI, com cerca de 648
nucleotideos (Hebert et al., 2003a, 2003b), com a intencdo de criar um banco de dados
mundial, para armazenar informacdes e auxiliar na automatizacdo no procedimento de
identificacdo das espécies. Essa técnica faz comparacGes entre sequéncias de material alvo
com sequéncias que foram armazenadas no banco de dados, podendo ser acessado pela
plataforma BOLD (http://www.boldsystems.org/) (Hebert et al., 2003). A identificacdo de
elasmobranquios utilizando o DNA Barcode foi padronizado por Ward et al. (2005), onde
foram sequenciados o gene COIl de 61 espécies, e desde entdo outros pesquisadores
corroboram a eficiéncia da ferramenta para o grupo (Kekkonen; Herbert, 2014; Rodrigues-
Filho et al., 2020; Feitosa et al., 2018).

3.3.3. Regido do mtDNA compreendida entre rRNA 12S e o rRNA 16S

Esta regido por estar compreendida entre genes codificadores de RNA ribossomal (12S
e 16S) apresenta baixas taxas de substitui¢cdo nucleotidica em relacdo aos genes que codificam
proteina, tornando-a um poderoso marcador filogenético para varios grupos de vertebrados
(Springer et al., 2001).

Esses dois genes formam os rRNA dos vertebrados, que ocorrem no genoma com apenas
uma coépia e sem nenhum espaco associado. Estes sdo amplamente utilizados em estudos
comparativos intergenéricos e interespecificos em varios organismos, assim como representam
bons marcadores moleculares na identificacdo de espécies (Mindell; Honeycutt, 1990;
Rodrigues-Filho et al., 2009; Doaudy et al., 2003; Greig et al., 2005).

Trabalhos como de Doaudy et al. (2003) e Greig et al. (2005) reforcam o poder desta
regidao como ferramenta filogenética para analises com tubarfes, mostrando sua eficiéncia
para resolver relacfes de nivel taxonémico. Greig et al. (2005) discriminaram cerca de 35
espécies de tubardes, mostrando que, apesar de ser uma regido conservada, foi eficiente para

distinguir espécies proximas, com um bom sinal filogenético para resolver questdes abaixo


http://www.boldsystems.org/)
http://www.boldsystems.org/)

27

do nivel de familia.

3.4.Utilizacdo de marcadores nucleares

Os marcadores nucleares sdo bastante utilizados, em estudos relacionados a
identificacdo, parentesco, relacdes filogenéticas, filogeograficos e populacionais em
associagdo ou ndo com marcadores mitocondriais, em diferentes organismos (Pereira et al.,
2004; Westneat; Alfaro, 2005; Miller et al., 2008; Perdices et al., 2008).

Em relacdo aos elasmobranquios, a maioria dos trabalhos acerca das relacfes
evolutivas baseados em sequéncias de DNA, sédo realizados em associacdo com marcadores
mitocondriais, informados anteriormente, e nucleares, principalmente, o gene de ativacao de
recombinacdo 1 (RAGL) (Iglésias et al., 2006; Lopez et al., 2006). O RAG1, assim como o
gene RAG 2 estdo envolvidos na codificagdo de enzimas que desempenham um papel
importante no rearranjo e recombinacao dos genes das imunoglobulinas e dos receptores de
células T. Sao genes bastante conservados entre diferentes grupos taxonémicos, inclusive o0s

elasmobréanquios.

3.5.Status taxonémico de Isogomphodon oxyrhynchus

No que diz respeito a estudos relacionados a filogenia de elasmobranquios através de
analises com sequéncias de DNA, voltados a altos niveis taxondmicos demonstra caréncia
em informac0es, principalmente para os Carcharhinideos, o que torna dificil obter dados
quanto ao histérico evolutivo e relagdes entre as espécies, principalmente para o tubardo
pato, espécie alvo de nosso estudo (Douady et al., 2003; Dunn; Morrissey 1995; Winchell et
al., 2004; Naylor et al., 2005; Rodrigues-Filho et al., 2009). Neste cenario, caracteristicas
como essa representam uma grande problematica no sentido de compreender com exatidao
as relag0es filogeneticas entre os membros da familia Carcharhinidae, o que demonstra a
importancia da aplicabilidade deste estudo.

Dentre os estudos que comportam informacdes filogenéticas para o0s
Carcharhinideos, observa se casos de parafiletismo em relacdo ao género Carcharhinus,
devido incluir espécies de outros géneros em seus clados, como Sphyrna, Galeocerdo,
Rhizoprionodon e Negaprion (Lavery, 1992; Naylor, 1992; Lopez et al., 2006).

Na década de 90 Lavery (1992), por meio de aloenzimas de 17 espécies de



28

Carcharhinidae, que por apresentarem pesos moleculares distintos e padrdes de bandas
variados, constatou em seus resultados que o género Carcharhinus e familia Carcharhinidae
podem ser parafiléticos, devido a inclusdo de espécies de outros géneros, como Negaprion
acutidens e Galeocerdo cuvier. E espécies de outra familia, como Hemigaleidae, (Hemipritis
elongatus) (Lavery, 1992).

Utilizando a mesma metodologia de andlise eletroforética de alozimas, Naylor (1992)
reconstruiu as relagbes evolutivas do grupo. Neste estudo também foi sugerido que
Carcharhinus seja parafilético, devido a inclusdo de tubarGes do género Sphyrna,
Galeocerdo, Rhizoprionodon e, além disso, contou com a presenca de P. glauca (Naylor,
1992). Utilizando sequéncias de DNA, Ldpez et al., (2006) constatou 0 mesmo parafiletismo
de Carcharhinidae observado por Lavery (1992) e Naylor (1992), o qual Galeocerdo cuvier
agrupou com Hemigaleidae, numa ramificacdo fora do clado formado por Carcharhinidae e
Sphyrnidae. Tais estudos demonstram a grande problemética quando se trata das relacdes
filogenéticas dos carcharhinideos, ressaltando a necessidade de mais estudos para estes
organismos, o que reforca a relevancia do presente estudo.

Anélises em regides ribossémicas, como ITS1 e ITS2, buscando entender as relagdes
de parentesco dentro do género Carcharhinus por Dosay-Akbulut (2008) deixou claro que o
tubardo azul, Prionace glauca (Linnaeus, 1758) ndo é um género monotipico, pois esta
dentro do género Carcharhinus e a divergéncia genética entre P. glauca e Carcharhinus
variou de 5 a 9%, enquanto a divergéncia intergenérica é de 5 a 10% (Dosay-Akbulut, 2008).
Hoje, poucos trabalhos que abordam as relacGes filogenéticas de tubardes citam a espécie I.
oxyrhynchus. Rodrigues-Filho et al. (2009) realizou analises de identificacdo genética
usando segmento de 12S-16S (mesma regido usada no presente estudo) de espécies de
tubarBes comercializadas no litoral Norte brasileiro. Tais resultados indicam que o tubardo

pato, assim P. glauca, possa ser incluido no género Carcharhinus.

3.6. Iniciativas a conservacao

Quando observamos os compromissos voltados & conservacao dos elasmobranquios
conseguimos compreender a necessidade de preservar a sua existéncia, visto o papel
ecologico que eles ocupam. Ao longo do tempo, com o conhecimento gradativo destes
animais temos a percepcao dos principais problemas que afetam sua sobrevivéncia é a

exploragdo econdmica sobre estes animais. Na década de 90, os tubardes e raias passaram a
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atrair uma significativa atencdo em relacdo aos problemas de conservagdo no momento em
que instituicOes de pesquisas foram voltadas a estes recursos pesqueiros. Como exemplos,
temos o REVIZEE (Programa de Avaliacdo do Potencial Sustentavel de Recursos da Zona
econémica Exclusiva), criada pelo Ministério do Meio Ambiente em 1994 (ICMBio, 2020)
e 0 Sociedade Brasileira para estudos de Elasmobranquios (SBEEL) fundada em 1997. Esta

ultima, busca incessantemente a conservacao de tubardes e raias (SBEEL, 2020).

Neste contexto, o conhecimento destes animais e sua vulnerabilidade deu origem ao
Plano de Acéo Internacional para a Conservacdo e Gerenciamento de Tubarbes (IPOA-
SHARK), com apoio da FAO, em 1998. No mesmo periodo, o Brasil publicou a primeira
normativa de anti-finning, proibindo a retirada das nadadeiras em todo territorio brasileiro
sem aproveitamento de suas carcagas. No entanto, somente em 2012 passou a ser obrigado
0 desembarque de tubardes e raias com suas nadadeiras aderidas ao corpo do animal, haja
vista que representam um dos produtos mais caros no mar (IPOA, 2020; IBAMA. Portaria
N° 14, DE 26 DE NOVEMBRO DE 2012).

As poucas normativas em vigor determinada pelo ministério do meio ambiente que
fala que o tamanho minimo de capturas € de 60 cm para espécies marinhas e estuarinas, mas
somente no litoral Sul e Sudeste do Brasil encontrada em seu anexo | (INSTRUCAO
NORMATIVA MMA N° 53, DE 22 DE NOVEMBRO DE 2005). Com intuito de manter a
transparéncia na comercializacdo da carne. Desde 2015 foi entdo determinado que as
principais espéecies de peixes de valor comercial devem receber rétulos, com informacgdes
basicas, como 0 home comum e cientifico, que estdo incluidas na lista anexa da presente
normativa (INSTRUCAO NORMATIVA N° 29, DE 23 DE SETEMBRO DE 2015).

O declinio das populacgdes resultou em alerta e execucao do plano de A¢do Nacional
para a Conservacao dos Tubardes e Raias Marinhos Ameacados de Extin¢ao no Brasil (PAN-
Tubardes), dando énfase a 12 espécies, tais como tubardo Isogomphodon oxyrhynchus, com
vigéncia até 2019, sendo realizado um monitoramento com o apoio de grupo de
assessoramento técnico aprovado pela Portaria N° 575, de 05 de Dezembro de 2014
(PORTARIA N° 125, DE 04 DE DEZEMBRO DE 2014; PORTARIA N° 575, DE 05 DE
DEZEMBRO DE 2014; ICMBIo, 2014).

O que estd em vigor € a portaria MMA n° 445/2014 que oficializa a lista de espécies
Ameacadas de Extincdo - Peixes e Invertebrados Aquaticos. Nesta norma, as espécies foram
classificadas em categorias de espécies ameacadas de extingdo. As espécies encontradas

nesta portaria devem ser protegidas de modo integral, incluindo dentre outras medidas, a
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proibicio de captura, transporte, armazenamento, manejo, beneficiamento e
comercializacdo. E acrescenta que essas restricdes estabelecidas ndo sdo aplicaveis aos
exemplares para fins cientificos, mediante a autorizacdo de 6rgdos responsaveis (MMA.
PORTARIA MMA N° 445, DE 17 DE DEZEMBRO DE 2014).

Diante disso, percebemos as fortes violagdes com o compromisso da Convencéo
sobre a Diversidade Bioldgica (CDB) assinado por diversos paises, incluindo o Brasil,
demonstrando que sé@o patrimonios bioldgico naturais fundamentais e ndo sdo inesgotaveis
(DECRETO N° 4.339/2002).

Nesta perspectiva, 0s tubardes costeiros sdao 0s mais impactados justamente pela
degradacdo ambiental. Nestes casos, sdo oriundos da ocupacdo residencial e comercial,
poluicdo e destruicdo de manguezais, o que fere os principios do artigo 225 da constituicdo
federal de 88, os quais é direito um ambiente ecologicamente equilibrado, sendo
responsabilidade do poder publico o dever de protegé-los para as presente e futuras geragdes
(Brasil, 2020). Como forma de mitigar, foi aprovado o Plano de Acdo Nacional para
Conservacdo das Espécies Ameacadas e de Importancia Socioecondmica do Ecossistema
Manguezal - PAN Manguezal, com vista a protecdo dos manguezais brasileiros, as espécies
focos do PAN-Tubardes, respeitando seus usos e saberes das comunidades tradicionais,
podendo conciliar com os conhecimentos cientificos. A normativa deve ser desenvolvida em
areas estratégicas na costa brasileira (PORTARIA ICMBio N° 09, DE 29 DE JANEIRO DE
2015).

Além disso, este PAN estabelece a¢des para conversacao de 74 espécies de peixes
até 2020, dos quais 20 sdo ameagadas nacionalmente de extin¢do, incluindo as endémicas na
costa norte do Brasil (PORTARIA ICMBio N° 09, DE 29 DE JANEIRO DE 2015).

Recentemente, foi desenvolvido um projeto de areas marinhas e costeiras protegidas.
Neste contexto, foi identificado areas com alta relevancia para pesca artesanal, e as que tém
interacdo com espécies ameacadas situadas na regido Norte do Brasil, com intuito de proibir
a pesca e, assim, conservar a biodiversidade regional resultante das capturas como fauna
acompanhante ou acidental. O estabelecimento destas areas marinhas se tornou necessario,
haja vista que poderdo ser utilizadas como area de recuperacdo de espécies altamente
ameacadas, servindo como bergario. Dentre as areas com restricdes de pesca, temos as

desembocaduras que compreende os estados do litoral Norte (Ruffino, 2018).
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4. OBJETIVOS

4.1.0Objetivo geral

Avaliar a posicdo filogenética do Cacdo Pato (Isogomphodon oxyrhynchus,
(\Valenciennes, 1839)) e a analisar a validade do género monotipico Isogomphodon (Gill,
1862). Descrever a constituicdo estrutural e os padrdes evolutivos da sequéncia completa da
regido de controle do genoma mitocondrial de espécies de tubardes, bem como verificar se

essa regido altamente variavel é potencialmente (til para a geracéo de analises genéticas.

4.2.0Dbjetivos especificos

v Sequenciar regides do DNA mitocondrial para Isogomphodon oxyrhynchus;

v Esclarecer as relac@es filogenéticas de Isogomphodon oxyrhynchus com as demais

espécies que compdem a familia Carcharhinidae.

v/ Proceder as analises estatisticas sobre o Status taxonémico e diversidade genética da

espécie Isogomphodon oxyrhynchus;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Historia evolutiva e reclassificacdo taxonémica do tubarao pato

5.1.1. Area de estudo e amostragem

Todas as amostras utilizadas no presente estudo foram coletadas no litoral norte do
Brasil. Esta ultima area, € uma das cinco regides distintas da costa brasileira, classificadas
de acordo com suas caracteristicas climatoldgicas e oceanograficas (Amaral; Jablonski,
2005). O norte do Brasil vai desde a foz do rio Oiapoque, no extremo norte do estado
brasileiro do Amap4, até a Baia de Sdo Marcos, no estado do Maranhdo (lsaac; Barthem,
1995; Pollon et al., 2020) (Figura 3).

Figura 3- Area de estudo no norte do Brasil. Os pontos vermelhos representam os locais de
amostragem nos estados brasileiros do Amapa (AP), Para (PA) e Maranhdo (MA). As insercdes

mostram os estados brasileiros do litoral norte e sua localizacdo dentro do Brasil.
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Fonte: Acervo dos autores.

Amostras de tecido muscular foram obtidas de I. oxyrhynchus e outros tubardes
capturados acidentalmente na Praia da Raposa (N= 1 amostra), no estado brasileiro do
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Maranhdo, Braganca (N = 10) e Vigia (N = 5), ambas no estado do Parg, e Macapa (N= 2), no
estado do Amapa (Tabela 1, Figura 3). As amostras foram colocadas em micro tubos contendo
alcool 70% e armazenadas a -20°C no Laboratério de Genética e Biotecnologia do campus
Capanema da Universidade Federal Rural da Amazodnia (UFRA — Campus Capanema). A coleta
de amostras foi autorizada pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo da Biodiversidade
(SISBIO) através da licenca n® 12773-1 emitida a Iracilda Sampaio, e pelo Sistema Nacional de
Gestdo do Patriménio Genético Brasileiro e Conhecimento Tradicional Associado (Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado —
SISGen) por meio da autoriza¢do numero AD61DS8E.

Sequéncias de espécies representando géneros das familias Carcharhinidae
(Carcharhinus Blainville, 1816; Galeocerdo Miller e Henle, 1837; Glyphis Agassiz, 1843;
Lamiopsis Gill, 1862; Loxodon Muller e Henle, 1838; Nasolamia Compagno e Garrick, 1983;
Negaprion Whitley, 1940; Prionace Cantor, 1849; Rhizoprionodon Whitley, 1929; Scoliodon
Muiller e Henle, 1838; e Triaenodon Miiller e Henle, 1837), Triakidae (Mustelus Link, 1970),
Scyliorhinidae (Scyoliorhinus Blainville, 1816) e Sphyrnidae (Sphyrna Griffith e Smith , 1834)
também foram incluidos nas analises filogenéticas. Essas sequéncias foram recuperadas do
GenBank (Tabela 1).
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Tabela 1- Espécies utilizadas para analises filogenéticas com o codigo de depo6sito no GenBank para cada marcador empregado, com énfase nos c6digos

destacados em negrito que fazem parte do acervo depositado pelos autores.

Espécies

Familia/Género MmtDNA

nuDNA

COlI (Genbank) 12S16S(Genbank) ND4(Genbank)

RAG1(Genbank)

C. acronotus (OK092567) C. acronotus (OK169912)

C. acronotus (OK094394)

C. falciformis (FJ519607) C. falciformis (OK169913)

C. falciformis (OK094395)

C. leucas (OK092568) C. leucas (OK169914)

C. leucas (OK094396)

C. limbatus (OK092569) C. limbatus (OK169915)

C. limbatus (OK094397)

C. perezi (MH9111298) C. perezi (OK169916)

C. perezi (OK094398)

Carcharhinidae C. plumbeus (OK169917)

Carcharhinus

C. plumbeus (FJ519154) C. plumbeus (OK094399)

C. pOrosus (OK092570) C. porosus (OK169918)

C. porosus (OK094400)
C. albimarginatus (HQ171610) -

C. altimus (FJ519046)

C. altimus (AY830722) C. altimus (HM446375)

C. amblyrhynchoides (GQ227287) C. amblyrhynchoides

(GQ227276)

C. amblyrhynchos
(KX713064)

C. amblyrhynchoides (NC023948)
C. amblyrhynchos (KP193415) -

C. amboinensis (JF493047) C. amboinensis (KM921745)

C. amboinensis (HM446377)

C. acronotus (OK104478)

C. falciformis (OK104479)
C. leucas (OK104480)
C. limbatus (OK104481)
C. perezi (OK104482)
C. plumbeus (OK104483)

C. porosus (OK104484)



C. brachyurus (FJ519061)

C. brevipinna (KM244770)
C. cautus (EU398605)

C. coatesi (JN313265)
C. dussumieri (FJ519078)
C. fitzroyensis (KU366616)
C. galapagensis (FJ519090)
C. isodon (FJ519104)

C. leiodon (JN034903)
C. longimanus (EU396227)
C. macloti (EU398629)
C. melanopterus (FJ519127)
C. obscurus (KC470543)
C. sealei (EU398644)

C. signatus (MH911151)

C. sorrah (NC023521)
C. tilstoni (GQ227285)
C. tjutjot (KP091436)
G. fowlerae (KT698062)
G. gangeticus (KT698058)
Glyphis G. garricki (KT698059)
G. glyphis (KT698055)

G. siamensis (KT698052)

C. brevipinna (AY830723)

C. isodon (AY830727)

C. longimanus (AY830733)
C. macloti (KJ865755)
C. melanopterus (KJ720818)
C. obscurus (AY830737)

C. signatus (AY830744)
C. sorrah (KF612341)

C. tjutjot (KP091436)
G. fowlerae (KT698062)
G. gangeticus (KT698058)
G. garricki (KT698059)
G. glyphis (KT698055)

G. siamensis (KT698052)

C. brevipinna (HM446389)

C. dussumieri (GQ227279)
C. fitzroyensis (HM446402)

C. macloti (HM446410)

C. obscurus (KJ004551)

C. sorrah (HM446413)
C. tilstoni (HM446458)
G. fowlerae (KT698062)
G. gangeticus (KT698058)
G. garricki (KT698059)
G. glyphis (NC021768)

G. siamensis (KT698052)



Lamiopsis

Negaprion

Prionace

Isogomphodon

Rhizoprionodon

Loxodon

Triaenodon

Scoliodon

L. temminckii (KT698048)
L. tephrodes (KT698047)
N. acutidens (KP193438)

N. brevirostris (FJ519235)

P. glauca (NC0222819)
1. oxyrhynchus (OK092571)
R. acutus (FJ519253)

R. lalandii (FJ519255)
R. oligolinx (MH429295)
R. porosus (OK092572)

R. taylori (EU399001)
R. terraenovae (FJ519275)

L. macrorhinus (HQ171691)
T. obesus (FJ519288)
S. laticaudus (NC042504)

S. macrorhynchos (NC018052)

L. temminckii (KT698048)

L. tephrodes (KT698047)

N. brevirostris (AY830756)

P. glauca (OK169919)

I. oxyrhynchus (OK169920)

R. lalandii (OK169921)

R. porosus (OK169922)

R. terraenovae (AY830763)

L. macrorhinus (NC029843)
T. obesus (KJ748376)
S. laticaudus (NC042504)

S. macrorhynchos (NC018052)

L. temminckii (KT698048)

L. tephrodes (KT698047)

P. glauca (OK094401)
I. oxyrhynchus (OK094402)
R. acutus (HQ530209)

R. lalandii (OK094403)

R. porosus (OK094404)

L. macrorhinus (NC029843)
T. obesus (KJ748376)
S. laticaudus (NC042504)

S. macrorhynchos (NC018052)
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P. glauca (OK104485)

. oxyrhynchus (OK104486)

R. lalandii (OK104487)

R. porosus (OK104488)

Galeocerdonidae
Galeocerdo

G. cuvier (OK092573)

G. cuvier (OK169923)

G. cuvier (OK094405)

G. cuvier (OK104489)
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Sphyrnidae
Sphyrna

S. tudes (OK092574)

S. mokarran (OK092576)
S. lewini (OK092577)
S. tiburo (OK092575)

S. zygaena (OK092578)

S. tudes (OK169924)

S. mokarran (OK169926)
S. lewini (OK169927)
S. tiburo (OK169925)

S. zygaena (OK169928)

S. tudes (OK094406)

S. mokarran (OK094408)
S. lewini (OK094409)
S. tiburo (OK094407)

S. zygaena (OK094410)

S. tudes (OK104492)

S. mokarran (OK104491)
S. lewini (OK104490)
S. tiburo (OK104493)

S. zygaena (OK104494)

Triakidae
Mustelus

M. mustelus (JN641215)

M. higmani (OK092579)

M. higmani (OK169929)

M. mustelus (KU523365)

M. higmani (OK094411)

M. higmani (OK104495)

Scyliorhinidae
Scyoliorhinus

S. canicula (Y16067)

S. torazame (AP019520)

S. canicula (Y16067)

S. torazame (AP019520)

S. canicula (Y16067)

S. torazame (AP019520)
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5.1.2. Extracdo, amplificacdo e sequenciamento do DNA

O DNA gendmico foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA purification
(Promega Corporation), seguindo o protocolo mouse-tail. O produto de cada extracdo foi
executado a 60V em gel de agarose 1% por 20 minutos e fotografado sob luz ultravioleta. Para
a andlise filogenetica, fragmentos de trés loci mitocondriais e um locus nuclear foram
amplificados por Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR). As PCRs foram executadas usando
0s seguintes primers para os loci mitocondriais: Fish F1 e Fish R2 (Ward et al., 2005) para o
gene da subunidade 1 do citocromo C oxidase (COI), ND4 F e Leu-Scyliorhinus (Naylor et
al., 2005) para o gene da subunidade 4 da NADH desidrogenase (ND4), e 12SA e 16SA (Greig
et al., 2005) para uma regido que abrange os genes 12S rRNA, Valine tRNA e 16S rRNA
(12S-16S). O locus nuclear foi o Recombination Activating Gene 1 (RAGL1), para o qual 0s
primers foram Chon-Rag1- S026 e Chon-Rag1-R025 (Naylor et al., 2005).

As PCRs foram executadas em um volume final de 12,5 pL, contendo 0,5 uM de cada
primer, 0,8 mM de MgClI2, 0,2 mM de cada desoxinucleosideo trifosfato (INTP), tampdo 1x
(Tris-HC1 [Invitrogen] e KCI, pH 7,8), 1U de Taq polimerase (Invitrogen: 5 U/uL), e
aproximadamente 100ng/uL de DNA, com agua ultrapura para completar o volume final. Dois
primers internos foram desenvolvidos no presente estudo para sequenciar RAG1 — Rag-Tuba-
For (5-TAGATGAGTTTGTGAGTGGRCCG -3) e Rag- Tuba-Ver (5-
GGGTCTTGTGCAGRTAGTTGGTG -3).

O seguinte protocolo de PCR foi usado para amplificar todas as amostras: 5 minutos
para desnaturacao inicial a 94°C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 40 segundos a
50-60°C e 1 minuto a 72°C , com extensdo final de 5 minutos a 72°C. Os amplicons
resultantes foram purificados usando o protocolo polietileno glicol 20% (20% PEG), adaptado
de Dun e Blattner (1987). O material purificado foi entdo precipitado e sequenciado com o kit
Big Dye (ABI PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Reading Reaction — Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), e sequenciado com o ABI 3500 Genetic Analyzer no
Laboratdrio de Filogenémica da UFPA Braganca campus. Os primers internos adicionais para
RAGL1 (Chon-Rag1-S030 e Chon-Rag1-S031 (Naylor et al., 2005)) e 12S-16S (Greig et al.,

2005) foram usados para sequenciar RAG1 e 12S-16S, respectivamente.
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5.1.3. Analises filogenéticas e de distancia genética

As sequéncias geradas durante esse processamento inicial foram editadas, alinhadas e
corrigidas usando a ferramenta de alinhamento automatico ClustalW (Thompson et al., 1997),
executada no BioEdit 7.0.5 (Hall, 1999). O programa Gblocks 0.91b (Talavera; Castresana,
2007) foi usado para processar as regides ribossémicas 12S-16S para evitar erros de homologia
nas porcdes desse fragmento sujeitas a indels e outras posi¢des variaveis, que foram removidas
seguindo critérios pré-estabelecidos (Castresana, 2000). Apo6s as correcdes de alinhamento e
sequenciamento, todas as sequéncias disponiveis foram analisadas separadamente para cada
um dos quatro loci (quatro conjuntos de dados de marcadores Unicos) e um conjunto de dados
adicional de sequéncias mitocondriais concatenadas foi produzido para analises filogenéticas
(doravante denominado “conjunto de dados mtDNA” ). O conjunto de dados do mtDNA
incluiu uma sequéncia representando cada uma das 37 espécies para as quais todos os trés loci

mitocondriais estavam disponiveis para concatenacao.

A composicdo de nucleotideos e os nimeros de sitios conservados, varidveis e
parcimoniosos, bem como o0s modelos de substituicdo de nucleotideos mais adequados para
cada conjunto de dados, foram calculados no MEGA X (Kumar et al., 2018). O nimero de
transicOes e transversdes foram plotadas contra a divergéncia de cada regido no DAMBE 7
para verificar os niveis de saturacdo dos marcadores (Xia, 2018). Matrizes de distancia de
nucleotideos, com base nas distancias corrigidas e p, foram geradas no MEGA X para os dados
mitocondriais e nucleares (Kumar et al., 2018). Quatro métodos diferentes de inferéncia
filogenética foram usados para construir as arvores filogenéticas. A abordagem de Méxima
Verossimilhanga (ML) foi executada no PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010), enquanto a
Inferéncia Bayesiana (BI) foi aplicada no MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). As arvores
Maximum Parsimony (MP) e Neighbor Joining (NJ) foram geradas no MEGA X (Kumar et
al., 2018). Arvores filogenéticas individuais também foram construidas em cada anélise para
cada locus. A robustez dos clados gerados pelas analises ML, NJ e MP foi estimada usando
1000 réplicas bootstrap (Felsenstein, 1985).

A inferéncia bayesiana foi baseada na amostragem MCMC (Markov Chain Monte
Carlo), com quatro execucdes simultaneas de quatro cadeias (uma fria e trés quentes) e 50
milhdes de geragdes. As probabilidades a posteriori foram definidas usando a regra de 80% de
consenso, com amostras sendo retiradas a cada 1000 geragdes e 10% das arvores iniciais sendo

descartadas como burn-in. Os arquivos de log-verossimilhanca gerados por cada execugao
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foram visualizados no Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al., 2018), considerando apenas as
execucBes com um tamanho minimo de amostra efetiva (ESS) de pelo menos 200 (ou seja,
ESS > 200).

5.1.4. Estimativas de tempo de divergéncia

Os tempos de divergéncia foram estimados usando o modelo GTR, com as frequéncias
de base sendo determinadas empiricamente, no BEAST 2.5 (Bouckaert et al., 2019). O modelo
Yule Calibration foi selecionado como o parametro prioritario da arvore, usando o relégio
molecular relaxado com taxas ndo correlacionadas, que assume taxas heterogéneas nos
diferentes ramos (Drummond et al., 2006). Esta analise foi realizada usando o conjunto de
dados mtDNA, uma vez que a maioria das sequéncias utilizadas como pontos de calibragdo
estdo disponiveis para 0s taxons aqui investigados.

Trés pontos de calibracdo baseados no registro fossil foram usados para estimar o
tempo do Antepassado Comum Mais Recente (MRCA) dos clados principais, implantado a
priori como a idade dos nds na arvore. O nd ancestral que est4 associado a origem dos
Carcharhiniformes, é estimado em aproximadamente 148,5 milhdes de anos atrds (Ma),
enguanto os tempos de divergéncia de Carcharhinus e Sphyrna foram datados de ~38-42 Ma
e ~16-23 Ma, respectivamente (Cappetta, 1987; Martin, 1995).

As pré-arvores foram modeladas com base na calibracdo do processo de especiacao de
Yule, com todos os outros parametros sendo baseados nos valores padrdo do BEAST 2.5. As
analises MCMC foram baseadas em uma corrida de 50 milhdes de geracbes, com quatro
corridas simultaneas de quatro cadeias (uma fria e trés aquecidas) amostradas a cada 100
geracOes, com 10% das amostras sendo descartadas como burn- in. Os resultados foram
inspecionados usando o Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018) e apenas execug¢des com um ESS
de pelo menos 200 para todos os parametros marginais foram usados. Apos descartar o burn-
in, os resultados das execucdes do MCMC foram submetidos ao TreeAnotator v1.7 (Rambaut;

Drummond, 2013) para inclusdo dos tempos de calibracdo nos ramos da arvore final.

5.2. Descrigdo da regido controle do DNA mitocondrial e diversidade genética de

C. oxyrhynchus
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5.2.1. Amostragem, extracdo e sequenciamento de DNA

Para o presente estudo, dez espécies de tubardes foram coletadas sendo identificadas por
meio da analise molecular de um fragmento mitocondrial que engloba os genes 12S rRNA,
valina tRNA e 16S rRNA (Rodrigues-Filho et al., 2009). Utilizando também sequéncias da RC
de forma completa ou parcial oriundas do GenBank, sendo adicionadas ao banco de dados,
totalizando 40 espécies, compostas por oito géneros da familia Carcharhinidae Jordan &
Evermann, 1896, 1 género da familia Galeocerdonidae Poey, 1875; 1 género da familia
Triakidae Gray, 1851 e 1 género da familia Scyliorhinidae Gill, 1862 utilizadas como outgroup
para analises de estrutura da regido controle e relagdes filogenéticas (Tabela 2). J& para as
andlises de diversidade genética de C. oxyrhynchus, foram utilizadas 12 amostras, coletadas em
trés estados, sendo trés amostras de tecido do Amapa- AP, oito de Vigia- PA e uma de Sao
Luis- MA, passando ppelo mesmo processo de identificacdo que as demais espécies.

O DNA total das 10 espécies coletadas e identificadas foi extraido usando o Kit Wizard
Genomic DNA purification (Promega Corporation), seguindo o protocolo mouse-tail. Apos a
extracdo, a PCR foi realizada nas amostras com um volume final de 25 pL, contendo: 0,25 pL
de cada primer (Pro-L = 5 pmol/uL, 12SrRNA = 5 pmol/uL), 1 pL de MgCI12 (50 mM), 4 puL
de mistura dNTP (1,25 mM), 2,5 puL de tampao 10x (Invitrogen — Tris-HCI e KCI, pH 7,8), 0,2
pL de Taq (5 U/uL) polimerase (Invitrogen), aproximadamente 100 ng do DNA total e agua
purificada para completar o volume final. O ciclo de temperatura para amplificacdo da regido
controle e os primers utilizados foram os descritos por Keeney et al. (2005).

Os amplicons resultantes foram purificados usando o protocolo polietileno glicol 20%
(20% PEG), adaptado de Dun e Blattner (1987). O material purificado foi entdo precipitado e
sequenciado com o kit Big Dye (ABI PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Reading
Reaction — Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), e sequenciado com o ABI 3500
Genetic Analyzer no Laboratorio de Filogendmica da UFPA Braganca campus. Além dos
primers mencionados acima, o primer F3 D-loop interno descrito por Keeney et al. (2005) foi

incluido para o sequenciamento completo da regido alvo.



Tabela 2- Sequéncias de DNA utilizadas para formacédo do banco de dados, divididas por familias e

contendo seus respectivos cddigos de acesso para 0 GenBank e seu tamanho original, onde (p)
representa amostras com tamanho parcial. As espécies sequenciadas que ainda ndo foram depositadas

estdo representadas por XXXX.

Familia Espécies Cod. GenBank  Comprimento
RC
Carcharhinus leucas (Muller & Henle, 1839) XXXX 1068
Carcharhinus acronotus (Poey, 1860) XXXX 1075
Carcharhinus limbatus (Mdller & Henle, 1839) XXXX 1066
Carcharhinus porosus (Ranzani, 1839) XXXX 1065
Carcharhinus perezii (Poey, 1876) XXXX 1067
Carcharhinus plumbeus (Nardo, 1827) XXXX 1066
Carcharhinus oxyrhynchus (Valenciennes, 1839) XXXX 951(p)
Carcharhinus obscurus (Lesueur, 1818) KC470543.1 1.065
Carcharhinus sorrah (Muller & Henle, 1839) KF612341.1 1.065
Carcharhinus melanopterus (Quoy & Gaimard, NC_024284.1 1.066
1824)
Carcharhinus macloti (Miller & Henle, 1839) NC_024862.1 1.065
Carcharhinus longimanus (Poey, 1861) NC_025520.1 1.065
Carcharhinus tjutjot (Bleeker, 1852) NC_026871.1 1.065
Carcharhinus amboinensis (Miller & Henle, 1839) NC_026696.1 1.066
Carcharhinus brevipinna (Muller & Henle, 1839) NC_027081.1 1.067
Carcharhinus albimarginatus (Rippell, 1837) NC_047239.1 1.068
Carcharhinus amblyrhynchos (Bleeker, 1856) MT663280.1 1.066
Carcharhinus amblyrhynchoides (Whitley, 1934) NC_023948.1 1.066
Carcharhinidae Carcharhinus brachyurus (Giinther, 1870) NC_057525.1 1.060
Carcharhinus galapagensis (Snodgrass & Heller, MG241894.1 942 (p)
1905)
Carcharhinus isodon (Miiller & Henle, 1839) KU255142.1 1.076
Carcharhinus signatus (Poey, 1868) MG787978.1 1.066
Triaenodon obesus (Ruppell, 1837) MN943497.1 1.063
Glyphis fowlerae Compagno, White & Cavanagh, KT698062.1 1.065
2010
Glyphis gangeticus (Mdller & Henle, 1839) NC_028338.1 1.066
Glyphis garricki Compagno, White & Last, 2008 NC_023361.1 1.066
Glyphis glyphis (Muller & Henle, 1839) NC_021768.2 1.065
Negaprion acutidens (Rippell, 1837) FJ008699.1 1.077
Negaprion brevirostris (Poey, 1868) 0Q476208.1 1.066
Lamiopsis tephrodes (Fowler, 1905) KT698047.1 1.068
Lamiopsis temminckii (Muller & Henle, 1839) KT698048.1 1.067
Loxodon macrorhinus Muller & Henle, 1839 NC_029843.1 1.062
Scoliodon macrorhynchos (Bleeker, 1852) NC_018052.1 1.063
Scoliodon laticaudus Muller & Henle, 1838 NC_042504.1 1.062
Rhizoprionodon porosus (Poey, 1861) XXXX 1.067
Carcharhinus glaucus (Linnaeus, 1758) NC_022819.1 1.067
Galeocerdonidae Galeocerdo cuvier (Péron & Lesueur, 1822) XXXX 1.065
Triakidae Mustelus higmani Bleeker, 1854 XXXX 1.068
Scyliorhinidae Scyl_iorh_inus stellaris (Li_nnaeus, 1758) NC_066805.1 1.047
Scyliorhinus canicula (Linnaeus, 1758) 1.074

NC=001950.1
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5.2.2. Alinhamento, estrutura e comparacao de sequéncias

Para o alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas foi utilizado o Clustal W
(Laekin et al., 2007) presente como extensdo no software BioEdit, v. 5.0.6 (Hall, 1999). As
regides de sequéncias conservadas foram identificadas por meio da busca por blocos
conservados e trechos de baixa entropia média (Entropy plots). O Entropy plots indica o grau
de substituicdo nucleotidica em um determinado sitio, baseada na formula H(l) = -
21(b,)In(f(b,1)), onde H(I) representa a entropia na posicéo | e f(b,l) é a frequéncia com que um
nucleotideo b é encontrado na posicéo I.

Os dominios da RC foram determinados conforme a presenca e distribuicdo dos blocos
conservados encontrados ao longo do alinhamento do banco de dados e do perfil de
substituicdes nucleotidicas determinado pela analise de Entropy plots (Hall, 1999).
Subsequentemente os blocos de sequéncias conservadas (CSBs) foram identificados por meio
de comparacdo de semelhangas com outros blocos disponiveis na literatura para diferentes
tdxons de vertebrados. J& o reconhecimento das sequéncias associadas a terminacdo da
transcricdo (TAS) se basearam no padrdo de sequéncia descrito por Jemt et al. (2015),
assumindo o formato padrao de “ATGNICAT”, onde N9 representa as nove possiveis
variacdes de nucleotideos entre as trincas ATG e CAT. Devido a variacgao interespecifica que
tende a ocorrer entre 0s componentes do banco de dados, os blocos CSBs e TAS, para fins de

comparacao entre as espécies, adotam o padrdo de bases degeneradas da IUPAC (International

Union of Pure and Applied Chemistry), disponivel em: https://iupac.org/.

5.2.3. Andlise das Repeticdes em Tandem

Foram gerados diferentes padrbes de repeticGes para uma mesma area do banco de
dados, utilizando as analises de repeticdes em tandem realizadas através da versdo online do
programa Tandem Repeat Finder v. 2022, seguindo as orientagdes do site, inserindo as
informagdes do banco de dado separadamente para cada espécie e sem 0s espagos entre 0s pares
de base. A opcao de analise escolhida foi do tipo avangada, possibilitando a alteracdo dos
parametros, no entanto, a Unica alteracdo feita foi nos pardmetros de alinhamento
(correspondéncia, incompatibilidade, indels - 2,5,7), mantendo a pontuacdo minima de
alinhamento para repeticdo do relatorio em 50, tamanho maximo do periodo de 500 e tamanho

maximo da matriz TR (bp, milh6es) em 2, como previamente definido pelo programa.


https://iupac.org/
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Para espécies com mais de um resultado gerado pela anélise, levou-se em consideragédo
os valores disponibilizados para cada porcentagem de correspondéncia, porcentagem de indels
e valor da entropia (Suplementar, tabela 3). as posi¢cdes foram ajustadas para dos valores
correspondentes a sua posicdo real no alinhamento com o banco de dados. a variacdo de
repeti¢des encontradas pelo software levou a delimitacdo de uma rea dentro do banco de dados,

formando uma regido denominada Box All.

5.2.4. Diversidade genética

Por meio do programa DNAsp 6.12.03 (Rozas et al., 2017) foram identificados 0s
hapldtipos referentes a cada marcador utilizado, sendo apenas estes usados nas andlises
populacionais. Uma rede de hapl6tipos foi construida para mostrar as correlacfes genéticas
entre os haplétipos existentes, utilizando o programa Haploviewer (Salbzburger et al., 2011).
Os indices de diversidade haplotipica (h) e nucleotidica () (Nei, 1987) para os marcadores
mitocondriais foram obtidos no programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al., 2005). Os testes
de neutralidade de Fu (Fs) (Fu, 1996) foram realizados no ARLEQUIN 3.1 para verificar se ha
desvios de neutralidade, e inferir sobre a histéria demogréafica das populacbes identificadas.
Valores de Fs significativamente diferentes de zero sdo indicativos de desvios de neutralidade,
enquanto valores que tendem a ser negativos quando ha excesso de mutagdes recentes sao
indicativos de desvios causados pelo crescimento populacional, assim como outras forcas
revolucionarias, tais como hitchhiking (Fu, 1997). Valores positivos indicam possivel selecao

balanceadora, subdivisdo populacional ou efeito gargalo de garrafa (bottleneck) (Tajima, 1989).

6. RESULTADOS

6.1. Historia evolutiva e reclassificacao taxondmica do tubaréo pato

6.1.1. Distancias genéticas

Os marcadores mitocondriais (COI: 599 pares de bases (pb), NAD4: 813 pb e 12S16S:
1.252 pb) foram agrupados em um unico conjunto de dados de 2.664 pb, com 1.050 locais

variaveis, 830 locais informativos para parcimodnia e 219 Unicos locais de mutacdo. A
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composi¢do nucleotidica deste fragmento concatenado era de 28,4% de timina, 23,9% de
citosina, 32,1% de adenina e 15,5% de guanina.

A sequéncia RAGL1 tinha 1.110 pb, com 122 sitios varidveis, 72 sitios informativos e 50
mutacdes Unicas. A composic¢do nucleotidica era de 24,9% de timina, 17,7% de citosina, 33,0%
de adenina e 24,4% de guanina. Nenhum dos segmentos estava saturado, visto que as taxas de
transicdo observadas foram maiores que as taxas de transversao em todos o0s casos (Apéndice:
Figura 1).

As matrizes de distancia p (distP) e corrigida (distC) foram geradas para os conjuntos
de dados mtDNA e RAGL1 (Tabela 3) para calcular os intervalos de divergéncia par a par entre
as espécies de estudo (Apéndice: Tabelas 1 e 2). No caso das distancias corrigidas, o0 melhor
modelo de substituicdo de nucleotideos para o conjunto de dados mtDNA foi o modelo
GTR+G(0,5093)+1(0,4665), enquanto o melhor ajuste para os dados RAG1 foi 0 modelo
TN93+G(0,0963). No caso da matriz distP, as distancias genéticas entre 1. oxyrhynchus e as
demais espécies de Carcharinideos variaram de 4,8% a 11,2% para 0 mtDNA e de 0,5% a 3,4%
para RAG1. Nas comparacgdes baseadas na matriz distC, as distancias variaram de 5,8% a 19,3%
para 0 mtDNA e de 0,6% a 5% para RAGL.

Tabela 3- Distancias médias de p (distP) e corrigidas (distC) calculadas para as comparagdes entre |.
oxyrhynchus e as demais espécies de carcharhinideos analisadas no presente estudo. As analises foram
baseadas no modelo GTR+G (0,5093)+1 (0,4665) para o conjunto de dados mtDNA (COI, ND2 e
12S/16S) e no modelo TN93+G (0,0963) para 0 gene RAG1

a)

RAG1
I. oxyrhynchus

distP distC

Espécies do género

Média Minimo Maximo Meédia Minimo Méaximo

Carcharhinus 0.77 0.5 11 0.87 0.6 1.2
Prionace 1.4 1.4 - 1.6 1.6 1.6
Galeocerdo 3.2 3.2 - 45 45 45

Rhizoprionodon 3.35 3.3 3.4 4.95 4.9 5.0
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b)

MtDNA

I. oxyrhynchus

distP distC
Espécies do género

Média Minimo Méaximo Méda  Minimo Maximo

Carcharhinus 5.65 4.8 6.8 7.06 5.8 8.7
Prionace 6.4 6.4 - 8.4 8.4 8.4
Triaenodon 6.6 6.6 - 8.8 8.8 8.8
Lamiopsis 7.35 7.3 7.4 9.85 9.8 9.9
Glyphis 7.54 7.4 7.8 10.12 9.9 10.5
Rhizoprionodon 8.65 8.6 8.7 12.9 12.9 -
Galeocerdo 9.5 9.5 - 14.5 14.5 -
Loxodon 9.8 9.8 - 15.2 15.2 -
Scoliodon 11.15 111 11.2 19.1 18.9 19.3

As distancias genéticas intergenéricas médias foram registradas entre 1. oxyrhynchus e as
espécies de Carcharhinus, tanto para os conjuntos de dados mtDNA (distP = 5,65%; distC =
7,06%) quanto para RAGL1 (distp = 0,77%; distC = 0,87%) (Tabela 3, Apéndice:Tabelas 1 e 2).
Os significativos valores registrados entre 1. oxyrhynchus e as espécies de Carcharhinus sdo
consistentes com os registrados dentro do género Carcharhinus, ou seja, 3,6-6,8% para o0
mtDNA e 1,4-7,9% para RAG1 (Apéndice: Tabelas 1 e 2). Valores de distancia genética muito
maiores foram registrados entre I. oxyrhynchus e as espécies dos demais géneros analisados no
presente estudo, ou seja, Rhizoprionodon, Loxodon e Scoliodon (Carcharhinidae) e Galeocerdo
(Galeocerdonidae) (Tabela 3; Apéndice: Tabelas 1 e 2).

6.1.2. Analise filogenética e tempos de divergéncia

As arvores de inferéncia filogenética geradas separadamente para os conjuntos de dados
concatenados de mtDNA e RAG1 (Figura 4) e para cada locus (Apéndice: Figura 7) resultaram
em topologias geralmente semelhantes indicando parafilia de Carcharhinus, com arranjos
incluindo 1. oxyrhynchus, Prionace glauca (Linnaeus, 1758) e Triaenodon obesus (Ruppell,
1837), dentro do clado Carcharhinus. Houve um apoio particularmente forte para a colocacéo
interna de 1. oxyrhynchus e P. glauca dentro deste clado nas analises Bl dos loci COI e 12S-
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16S (Apéndice: Figuras 4 e 4a). A arvore nuclear RAG1 mostrou I. oxyrhynchus dentro de
Carcharhinus, mas colocou P. glauca como mais intimamente relacionado com
Rhizoprionodon e Galeocerdo (Figura 4 (b)), mas a cobertura tdxon para os dados nucleares foi
menor (apenas sete Carcharhinus e nenhum T. obesus) , e as relacdes filogenéticas ndo foram

significativamente apoiadas.

Além das analises filogenéticas anteriores (Figura 4), as probabilidades posteriores para
todos os n6s do tempo até a anélise do ancestral comum mais recente (TMRCA, Figura 4) sdo
fortes (PP> 0: 9), colocando Isogomphodon e Prionace conclusivamente dentro o género
Carcharhinus. P. glauca diversificou-se de sua espécie irma na arvore (C. falciformis) durante
0 Mioceno, aproximadamente 16,61 milhGes de anos atras (~9,68-23,98 milhdes de anos atras),
praticamente durante 0 mesmo periodo em que |. oxyrhynchus e C. porosus se separaram em
aproximadamente 16,44 milhGes de anos atras (~9,38-23,74 milhdes de anos). Uma outra
caracteristica importante das estimativas do TMRCA ¢ a subdivisdo do género Carcharhinus
em pelo menos trés subclados monofiléticos, todos com altos valores de probabilidade
posterior, que divergiram durante o Oligoceno. O clado composto por I. oxyrhynchus, C.
porosus, Carcharhinus brevipinna (Valenciennes, 1839) e Carcharhinus acronotus Poey, 1860
teve um TMRCA estimado de aproximadamente 26,37 mya (19,12—33,26). E um clado irmao
do clado Carcharhinus limbatus (Valenciennes, 1839) + Carcharhinus leucas (Valenciennes,
1839) + Carcharhinus amblyrhynchoides (Bleeker, 1856) que tem um TMRCA de cerca de
22,29 mya (15,29-28,99) e o P. glauca + C. falciformis + Carcharhinus obscurus Lesueur,
1818 + Carcharhinus perezi (Valenciennes, 1839) + Carcharhinus sorrah (Valenciennes,
1839) clado que tem um TMRCA de cerca de 26,01 Ma (19,42-32,51)

Houve fraco suporte para um subclado Carcharhinus + Isogomphodon + Prionace
dentro do clado Triaenodon + Carcharhinus + Isogomphodon + Prionace deixando a
localizacéo filogenética de Triaenodon como incerta. O clado Triaenodon + Carcharhinus +
Isogomphodon + Prionace compartilha um TMRCA com o clado irm&o Glyphis + Lamiopsis
em aproximadamente 48,24 Ma atras (39,98-58). Os géneros Rhizoprionodon, Loxodon e
Scoliodon sdo entdo os componentes mais antigos dos Carcharhinideos restantes, que se
diversificaram durante o Eoceno, por volta de 49,31 milhGes de anos atras (33,91-64,75 Ma
atras). Finalmente, ha um clado de suporte relativamente fraco formado por Galeocerdo
(Galeocerdonidae) e Sphyrna (Sphyrnidae) que aparece como um grupo irmdo do clado
formado pelas espécies de carcharhinideos, que se separaram no final do Paleoceno,
aproximadamente 54,92 Ma atrds (~35,22 — 75,39 Ma). O TMRCA estimado para
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Carcharhinidae + Galeocerdonidae + Sphyrnidae indica que este grupo comecou a diversificar
no final do Cretéceo e inicio do Paleoceno, por volta de 70,68 milhGes de anos atras (54,25-
89,21 Ma atras).

As subdivisbes de Carcharhinus observadas na analise TMRCA também sdo aparentes
nas inferéncias filogenéticas baseadas no conjunto de dados do mtDNA (Figura 4 (a)), embora
sem suporte, (exceto para 0.9). As distancias genéticas entre esses subclados foram as mesmas
observadas nas comparacdes entre 1. oxyrhynchus e as espécies de Carcharhinus (mtDNA:
distP: 5,5-5,8%, distC: 5,9-6,2%; RAG1.: distP e distC: 0,8-0,9%).

No geral, os métodos filogenéticos (21 arvores representando analises de tempo de
divergéncia de NJ, ML, MP, Bl e TMRCA) gerados no presente estudo definem um arranjo
parafilético para o género Carcharhinus em relacdo ao que foi anteriormente classificado
como I. oxyrhynchus e P. glauca e possivelmente também Triaenodon. Dada esta evidéncia
molecular, reconhecemos oficialmente a combinacao anterior Carcharhinus oxyrhynchus (vs.

I. oxyrhynchus) e propomos a nova combinagdo Carcharhinus glaucus (vs. P. glauca).
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Figura 4- Arvores consenso mostrando as relacdes filogenéticas das espécies da familia Carcharhinidae, geradas pelos métodos ML, NJ, MP e B, para (a) o
conjunto de dados mtDNA (COI, ND2 e 12S+16S), com base em o0 modelo de substitui¢do de nucleotideos GTR+G (0,5093) + | (0,4665) e (b) RAG1 (baseado
no modelo TN93+G (0,0963)). Os simbolos representam trés diferentes niveis de suporte: (*) = bootstrap > 90%, probabilidade posterior > 0,9; (A ) = bootstrap
> 70%, probabilidade posterior > 0,9; (m) = probabilidade posterior > 0,7. Os ramos sem simbolos tém valores de suporte inferiores a 70% (bootstrap) ou 0,70

(probabilidade posterior).
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Figura 5- Arvore consenso mostrando o tempo de divergéncia estimado de cada n ancestral da familia Carcharhinidae, com o respectivo limite de confianca
(barras roxas horizontais). A inser¢do mostra os valores registrados para cada né6 marcado com um numeral romano. Os pontos de calibragdo sdo destacados por

circulos pretos.
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6.2. Descricdo da regido controle do DNA mitocondrial e diversidade genética de
C. oxyrhynchus

6.2.1. Caracterizagao estrutural da regido controle em tubardes

Nosso estudo foi baseado em um banco de dados de 1154 pares de bases nucleotidicas,
composto por 40 espécies de tubarGes de quatro familias distintas, contendo sequéncias
completas e parciais da regido controle do DNA mitocondrial (Tabela 2). A composi¢do
nucleotidica estimada apresentou um alto percentual de adenina e timina para o banco de dados,
sendo a composicao de guanina a menor entre as quatro bases nucleotidicas (T — 35.1%; C —
19.7%; A — 32.1% e G — 13.2%) (Tabela 4). Os sitios invaridveis (V) e a taxa de transi¢do
versus transversao (R) para este banco de dados foram de 581 e 1.55, respectivamente Tabela
4).

Tabela 4- Composicdo nucleotidica para as 40 espécies do banco de dados, representadas por dominio
(HV 3’, Central e HV 5°) e para a regido controle (RC) como um todo. Contendo também os valores
para sitios invariaveis (V) e a taxa de transcrigdo versus transverséo (R).

T C A G \Y R
HV 3’ 36.9% 20.0% 32.7% 10.5% 106/244 2.44
Central 34.0% 19.8% 29.4% 16.8% 181/310 1.64
HV §° 31.1% 18.6% 36.2% 14.2% 294/600 1.74
RC 35.1% 19.7% 32.1% 13.2% 581/1154 1.55

A busca por blocos conservados se deu tanto para o banco de dados contendo apenas
representantes da familia Carcharhinidae quanto para o que continha as familias representantes
do outgroup, resultando em 17 blocos conservados (BC) divididos em trés dominios, sendo
eles: Hiper variavel 5° (HV 5”), Central e Hiper variavel 3° (HV 3”). Os 9 BC presentes na HV
5’ se distribuiram entre os sitios 59 e 571 pb com uma distribuicdo de 13 e 30 pares de bases
por bloco, os 5 BC da Central se distribuiram entre 621 e 903 pb com uma distribuicdo de entre
12 e 50 pb por bloco e os 3 BC do dominio HV 3’ se distribuiram entre 923 ¢ 1086 pb com
blocos de 12 a 30 pb de comprimento.

Variagdes mais abundantes entre os bancos de dados foram observadas principalmente
para os Scyliorhinideos, onde alguns blocos conservados para as outras espécies nao condizem
com os encontrados no padrdo de S. stelares e S. canicula, sendo computados padrdes onde se
teve mais de 5 pb diferentes por bloco, encontramos mais de 6 nucleotideos diferentes nos

blocos conservados distribuidos na HV 5°, chegando até 15 nucleotideos no bloco conservado
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do dominio Central (Apéndice: Tabela 3).

Os valores de Entropia quantificam a variabilidade por sitio de acordo com a frequéncia
com qgue as bases nucleotidicas (A, C, G e T) ocorrem no mesmo sitio. A analise para a familia
Carcharhinidae (Figura 6-a), forneceu indices de variacdo de até 1,3 H para alguns sitios, com
médias entre 0 e 1 H para a maioria dos sitios. Com base nesses valores, e no arranjo dos blocos
conservados foi possivel identificar os dominios 5' e 3', com aproximadamente 600 bps e 188
bps, respectivamente, bem como o dominio central, com cerca de 365 bps.

Uma vez estabelecidos os dominios, as sequéncias associadas ao término de replicacéo
(TAS) e CSBs foram identificadas por meio de comparagdes com sequéncias provenientes da
literatura, juntamente com o0s blocos conservados estabelecidos em analises anteriores (Figura
6-b). Dois blocos observados no dominio 5' foram muito semelhantes aos blocos de sequéncia
associados ao término da replicagdo (TAS1: 5’-ATGYWTAAYMCYCAT-3" e TAS-2: 5’-
ATGYWTAATMCRCAT-3") (Figura 6-b).

Neste estudo, identificamos apenas a regido CSB-F (5’-RRMTATYCTCGACA-3’) na
regido central, e os CSB-1 (5- HTCA(Y/-)TDTMTYTGGCATAD-3’), CSB-2 (5’-
GTAAAAACCCCCC(C/-)TCCCCCTT-3") e CSB-3 (5-GAAAAACCCCWAAAACGA-3’)
no dominio 3' (Figura 6).
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Figura 6- Padrdes de entropia e analise compilada dos dados a). grafico de entropia composto por barras que representam 0s outgroups (em preto) e sem
outgroups (em cinza), sobrepostos para enfatizar as diferencas de variacdo a presenca deste grupo externo. b) A barra representa cinza representa o “genoma”
da Regido Controle de todas as espécies, com uma area pertencente somente a C. glaucus e em branco para as outras espécies, dividida em trés dominios: Hiper
variavel 5°, Central, Hiper variavel 3’; os blocos pretos representam areas conservadas e as linhas horizontais representam as regides funcionais e os Boxs de
repetigéo.
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6.2.2. Padrdes de repeticdo em tandem

O banco de dados foi submetido a uma analise de busca por blocos de repeticdo em
tandem, no qual encontramos uma por¢éo de ocorréncia das repeticdes, para todas as espécies
analisadas, denominada Box All no dominio HV5’ situada entre os sitios 124 ¢ 303 (197pb).
Nesta porcdo observamos diferentes perfis de duplicacdo, variando entre perfis com nimeros
de repeticdes incompletas variando entre 1.9 e 3.3 repeticOes, e espécies com perfis da repeticdo
completa, se apresentando caracteristicamente em 2 repeticdes comecando no sitio 154 e
finalizando no sitio 249, com excecdo de Scyliorhinus stellaris sendo o Unico a apresentar 3
repeticdes completas (Apéndice: Figura 8 e Tabela 4). No entanto o software ndo localizou
nenhum padrdo de repeticdo para 30% das espécies nos niveis de andlise definidos (Apéndice:
Tabela 4)

A repeticdo disposta entre os sitios 154 e 249 foi observada para 40% das espécies
presentes no banco de dados, com motif de tamanho médio de 46 nucleotideos, para
compreender melhor a sua distribuicdo dentro do Box All e possibilitar a compreensdo das
demais variagdes, como a de C. oxyrhynchus e C. glaucus que recebem destaque no presente
estudo, foi gerada uma imagem suplementar, disponivel como apéndice, Figura 8-b e 8-c.

Na espécie C. glaucus, observamos mais um bloco de repeticbes em tandem do tipo
incompletas com o tamanho de 2.5, compreendendo uma regido de 132 pb entre os sitios 462 e
594 do dominio HVS5’. Esse padrao especifico causa uma lacuna de 132 pb em relagdo as demais

espécies analisadas durante o alinhamento das sequéncias (Apéndice: Tabela 4).

6.2.3. Variabilidade genética de Carcharhinus oxyrhynchus

As andlises de variabilidade intraespecifica, detalhando a proporcéo de sitios variaveis
foram realizadas para 12 amostras de tecido muscular de espécimes de C. oxyrhynchus,
realizada utilizando a regido controle (951 pares de base) e um fragmento concatenado com
porc¢des dos genes mitocondriais COI (638 pb) e Citb (568 pb) totalizando para as analises de
variabilidade um fragmento de genes mitocondriais de 1206 pares de bases. Neste Gltimo
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fragmento foi observado que todos os individuos compartilham o mesmo haplétipo,
apresentando, assim, niveis de diversidade genética zero.

Para o fragmento da regido controle, apenas trés sitios variaveis (correspondentes ao
dominio 5’ da regido controle). Vale ressaltar que este fragmento ndo contém uma porgao de
112 pb da regido central. Em relagdo aos sitios variaveis observados na HV 5°, nota-se que estes
sitios se apresentam em uma regido que compreende entre os sitios 176-425 (249 pb) do
fragmento amplificado, onde se concentra toda a variacao intraespecifica encontrada para C.
oxyrhynchus. Segundo os sitios variaveis foram observados cinco haplotipos, sendo o haplétipo
4 o mais frequente sendo compartilhado por oito individuos, seguido dos haplétipos Unicos
(Figura 7). De acordo com os indices de diversidade genética, encontramos valores moderados
de diversidade haplotipica (h - 0,5758 +/- 0,1634) e baixos valores de diversidade nucleotidica
(m - 0,000348 +/- 0,000292).

Os testes de neutralidade foram calculados apenas para o fragmento da regiéo controle,
devido ao fragmento COI+Citb ndo apresentar variacdo genética. Estes testes apresentaram
valores negativos, contudo apenas o teste de Fu’s Fs foi significativo (Tajima’s D: -0,27845
P>0,05; Fu’s Fs: -2,14438 P<0,05). Estes resultados somados ao observado no grafico de
diferengas par a par, produzido apenas para a regido controle, indicam um crescimento
populacional para a espécie ap6s um evento de reducdo populacional (gargalo populacional)
(Figura 8).

Figura 7- Rede de haplétipos mostrando as relagdes dos diferentes haplétipos encontrados neste estudo
para a espécie Carcharhinus oxyrhynchus. a — Rede de hapl6tipos produzida a partir do fragmento
mitocondrial (COI+Citb); b - Rede de hapl6tipos produzida a partir do fragmento da regido controle.

a b

AMAPA-AP
siho wis-ma [}
VIGIA-PA




56

Figura 8- Gréfico da frequéncia das diferencas par a par da populacdo de Carcharhinus
oxyrhynchus de parte do fragmento da regido controle. As linhas pontilhadas representam a
distribuicdo observada (Obs) enquanto a linha integra representa valores esperados (EXp),
segundo modelo de expansdo-declinio populacional.
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7. DISCUSSAO

7.1. Historia evolutiva e reclassificacdo taxonémica do tubaréo pato

7.1.1. Os Carcharhinidae, Carcharhinus e Isogomphodon

Os resultados deste estudo refletem a longa e controversa historia da classificacao
taxonémica de C. oxyrhynchus, originalmente descrito como Carcharias oxyrhynchus, re-
atribuido a Isogomphodon e entdo atribuido como Carcharhinus, antes de Springer (1950) e
estudos posteriores ressuscitarem o género Isogomphodon (Compagno, 1984). Gill (1862) criou
0 género Isogomphodon para acomodar 1. oxyrhynchus. Isogomphodon maculipinnis Poey,
1865, adicionado posteriormente, é agora considerado sinbnimo de Carcharhinus brevipinna
(Compagno, 1984). Rodrigues Filho et al. (2009) levantaram a hipétese de que o tubaréo pato
era na verdade um membro do género Carcharhinus, com base em uma filogenia fracamente
apoiada e com baixa cobertura taxonémica, resultado do fato de que o estudo se concentrou
principalmente na identificacdo de espécies, em vez de resultados de inferéncia filogenética, e

nédo buscando fazer alteracGes de classificacéo.
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Compagno (1984) propds a alocacdo de tribos dentro dos Carcharhinidae, caso em que
C. oxyrhynchus seria atribuido a tribo Isogomphodontini, com base em suas caracteristicas
morfologicas Unicas. Essas diferencas levaram Garrick (1982) a excluir C. oxyrhynchus,
juntamente com outras cinco espécies, de um estudo que visava definir os limites de
Carcharhinus (Garrick, 1982), com base na evidéncia de variaveis como morfologia externa,
parametros morfométricos e meristicos, e coloracdo. Garrick (1982) concluiu que a utilizacdo
destas caracteristicas para a avaliacdo da sistematica deste género deveria ser reconsiderada,
dado que, apesar da sua importancia ao nivel da espécie, sdo inconclusivas para a definicdo de
arranjos subgenéricos ou inferéncias sobre as relagdes entre Carcharhinus e outros géneros

semelhantes.

Carcharhinus oxyrhynchus é um tubardo demersal que habita 4guas rasas e lamacentas
em areas costeiras e estuarinas, embora poucos dados estejam disponiveis sobre suas
caracteristicas bioldgicas basicas (Lessa, 1997). Esta espécie, no entanto, possui uma série de
caracteristicas morfoldgicas Unicas que a distinguem de todos os outros Carcharhinideos, como
a relacdo entre a barbatana peitoral e o tamanho do corpo, bem como o focinho achatado e
alongado e o tamanho significativamente reduzido dos olhos (Compagno, 1984), que esta
provavelmente associado as dguas lamacentas que este tubardo habita e a sua predacdo de
organismos benténicos e nectbnicos (Compagno, 1984; Stride et al. 1992). A cabeca e as
barbatanas também sdo sexualmente dimdrficas (Martins et al., 2015), o que pode estar
associado a padrdes de comportamento de acasalamento (Crooks; Waring, 2013). Silva (2021)
apresentou uma descricdo anatdmica de C. oxyrhynchus baseada na analise de caracteristicas
esqueléticas, incluindo a série dentaria e a morfologia do neurocranio, arcos mandibular e
braquial, claspers, nadadeiras e denticulos dérmicos, que foi usada para comparacbes
sistematicas com outros membros da familia Carcharhinidae. Silva (2021) inicialmente
comparou C. oxyrhynchus com as espécies fosseis atribuidas ao género Isogomphodon,
incluindo Isogomphodon acuarius (Probst, 1879), Isogomphodon lerichei (Darterville e Casier,
1943), Isogomphodon gracilis (Jonet, 1966), Isogomphodon caunellensis (Cappetta, 1988) e
Isogomphodon aikenensis (Cicimurri e Knight, 2019), afirmando que apenas os taxons fdsseis
C. aikenensis e C. acuarius deveriam ser mantidos em Isogomphondon engquanto outros taxons
foram atribuidos a Carcharhinus. 1. aikenensis e I. acuarius devem, portanto, agora também ser
reconhecidos como Carcharhinus aikenensis n. pentear. e Carcharhinus acuarius n. pentear.
Sorenson et al. (2014) tambeém descobriram que C. porosus e T. obesus sdo as espécies de

Carcharhinideos mais semelhantes a C. oxyrhynchus. Embora ndo tenham sido encontradas
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semelhangas exclusivas entre C. oxyrhynchus e C. porosus, 26 (58%) das 45 caracteristicas
analisadas foram altamente semelhantes, incluindo a morfologia dos dentes inferiores, que
possuem coroa alongada, com raizes estreitas nas fileiras anteriores (Silva, 2021). A morfologia
distinta de C. oxyrhynchus ndo exclui esta espécie do género Carcharhinus, dado que a
topologia das arvores e as distancias genéticas encontradas no presente estudo apoiam
enfaticamente a inclusdo desta espécie em Carcharhinus. Os resultados também séo
consistentes com achados anteriores do arranjo parafilético de Carcharhinus considerando C.
glaucus (Rodrigues-Filho et al., 2009; Vélez-Zuazo; Agnarsson, 2011; Naylor et al., 2012;
Amaral et al., 2018; Dorsay-Akbulut, 2008; Compagno 1984; Kousteni et al., 2021; Wang et
al.,2022; Springer, 1951), mas esta é a primeira vez que € reconhecido como um nova
combinacdo e todos os taxons fosseis em Prionace (Prionace antiquus (Agassiz, 1856),
Prionace egertoni (Agassiz, 1843) e Prionace tenuis (Agassiz, 1843) também devem ser
realocados para Carcharhinus ou reconhecidos como novas combinagdes. O conjunto de dados
relativamente grande empregado no presente estudo, juntamente com as abordagens
filogenéticas robustas aplicadas nas andlises, apoiam esta conclusdo. No entanto, serdo
necessarias mais pesquisas utilizando mais dados nucleares e uma cobertura taxonémica mais
completa para reavaliar a classificacdo do Triaenodon, bem como a estrutura filogenética do
género Carcharhinus.

As subdivisGes bem fundamentadas do género Carcharhinus estabelecidas na analise
TMRCA sdo consistentes com as descobertas de Springer (1950, 1951), Garrick (1982) e
Compagno (1988). Springer (1950, 1951) sugeriu a divisdo do Carcharhinus em dois grupos
de tubardes, aqueles com costas lisas e aqueles com costas estriadas. No presente estudo, as
estimativas do TMRCA também apoiam uma divisao entre os tubardes de dorso liso (clado 1:
C. acronotus, C. brevipinna, C. porosus e C. oxyrhynchus e clado 3: C. leucas, C. lim batus e
C. amblyrhynchoides) e as formas com dorso de crista (clado 2: C. glaucus, C. falciformis, C.
obscurus, C. plumbeus, C. perezi e C. sorrah). Naylor (1992) referiu-se a um clado monofilético
de grandes tubarbes com cristas dérmicas interdorsais, que incluia C. sorrah, C. longimanus,
C. falciformis, C. plumbeus, C. altimus, C. perezi e C. glaucus (clado 2 em nosso estudo). Os
resultados do presente estudo refinam ainda mais este arranjo ao reconhecer dois clados
distintos (1 e 3) de tubardes de dorso liso (Figura 5), dos quais o clado 3 é o grupo irmédo mais
recente do clado de tubar6es de dorso liso (2). Garrick (1982) e Compagno (1988) sugeriram
outros grupos dentro de Carcharhinus, com base em suas semelhangas morfoldgicas, como (i)

C. porosus, Carcharhinus dussumieri, Carcharhinus macloti, C. sorrah e Carcharhinus sealei;
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(if) Carcharhinus albimarginatus, Carcharhinus amblyrhynchos, C. perezi e Carcharhinus
wheeleri; e (iii) C. limbatus, C. amblyrhynchos e C. brevipinna. No entanto, nenhum destes
arranjos foi reconhecido por Naylor (1992) ou Lavery (1992), e nenhuma evidéncia foi
encontrada para apoia-los no presente estudo. Naylor (1992) argumentou que as semelhancas
morfoldgicas encontradas entre as espécies de cada grupo devem ser resultado de uma evolucéo
convergente e que ha necessidade de mais estudos sobre a estrutura filogenética de
Carcharhinus. Reclassificacdes futuras baseadas nessas subdivisdes sdo possiveis, mas mesmo
com os conjuntos completos de dados do mitogenoma de Kousteni et al. (2021) e Wang et al.

(2022), estes acordos sdo atualmente incertos.

Com base em um estudo eletroforético de aloenzimas, Naylor (1992) concluiu que
Carcharhinidae conforme descrito na época era um grupo parafilético que incluia os tubardes-
martelo do género Sphyrna, com Galeocerdo e Rhizoprionodon como 0s géneros mais basais
desta familia. Usando sequéncias de DNA, Lopez et al. (2006) relataram parafilia nos
Carcharhinidae como classificados naquela época, mostrando suporte marginal, mas
consistente, para um clado correspondente a Carcharhinidae+Sphyrnidae, com excluséo de
Hemigaleidae + Galeocerdo cuvier, embora apenas trés espécies de carcharhinideos tenham
sido incluidas . No entanto, esses achados foram corroborados por Naylor et al. (2012) e Amaral
et al. (2018), que definiram Galeocerdo como um grupo basal e um taxon irméo do clado
Carcharhinidae+Sphyrnidae. Rodrigues-Filho et al. (2009) também observaram a proximidade
filogenética de Galeocerdo e Sphyrna, sendo Rhizoprionodon o grupo irméo deste clado. Esses
autores destacaram a divergéncia genética de G. cuvier e Rhizoprionodon das demais espécies
de carcharhinideos incluidas nas analises e sugeriram que esses dois géneros podem representar
familias carchariniformes distintas. No presente estudo, Rhizoprionodon foi recuperado como
um grupo irmdo mais basal do clado formado por Scoliodon e Loxodon. Naylor et al. (2012)
obtiveram resultados semelhantes, recuperando 0 mesmo arranjo para esses géneros, mas
colocando-os todos dentro do clado carcharhinideos. Vélez-Zuazo e Agnarsson (2011)
recuperaram Scoliodon como um género irmdo de Rhizoprionodon, embora seu estudo nao
incluisse representantes do género Loxodon. Poey (1875) alocou Galeocerdo em sua prépria
familia Galeocerdonidae, com base na morfologia, e alguns deles (olhos grandes, dobras labiais
muito longas e espiraculos grandes) e seu modo reprodutivo ovoviviparo ndo sdo observados
em taxons mais derivados (Compagno, 1984; Naylor, 1992; Heemstra et al., 2022),
demonstrando a divergéncia consideravel dos Carcharhinidae. Apesar da alocacdo de Poey,

Galeocerdo foi até recentemente atribuido aos Carcharhinidae, s6 recentemente sendo
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amplamente reconhecido como o Unico membro dos Galeocerdonidae (Poey, 1875; Heemstra
etal., 2022). Esta recente adogéo do uso da familia Galeocerdonidae é fortemente apoiada pelos

resultados filogenéticos do presente estudo.

7.1.2. Adaptacdes do tubaréo pato e insights sobre o processo de especiacéo

A analise TMRCA indica que C. oxyrhynchus divergiu de sua linhagem irma mais
préxima na analise (C. porosus) durante o0 Mioceno, com um intervalo de confianca variando
de aproximadamente 9,38 a 23,74 milhGes de anos atras. A distribuicdo geografica desta espécie
esta intimamente associada a area da pluma amazénica, que corresponde a mais de 80% de sua
area de ocorréncia (Feitosa et al., 2019). Durante a transi¢cdo do Oligoceno para 0 Mioceno, a
proto-Amazonia drenou para o norte ao longo da bacia paleo-Orinoco para desaguar no Mar do
Caribe perto do atual Lago Maracaibo, com um aumento na turbidez das aguas costeiras locais
devido a intensa deposi¢do de sedimentos (Hoorn et al., 2010; Leigh, 2014). Entre o inicio e 0
final do Mioceno, os padrdes de drenagem dos rios no norte da América do Sul mudaram
significativamente (Figueiredo et al., 2009), com quantidades cada vez maiores de sedimentos
andinos sendo depositados no Oceano Atlantico a partir da foz do rio Amazonas (Hoorn et al.,
2017).

A elevacdo dos Andes durante o Mioceno (~10 milhdes de anos) também contribuiu
para a formacdo do Rio Amazonas, bem como aumentou a vazéo do sistema do Rio Paleo-
Orinoco em direcdo ao Caribe, diminuindo a transparéncia da agua (Hoorn et al., 1995). As
evidéncias mais recentes indicam a ocorréncia de trés fases distintas de deposicao de sedimentos
relacionadas a formacdo da pluma amazoénica: (i) taxas de deposicdo relativamente baixas
(~11,8-6,8 milhdes de anos atrés), (ii) volume crescente (~6,8-2,4 milhGes de anos atras) e (iii)
altas taxas de deposicéo, de aproximadamente 2,4 milhdes de anos até os dias atuais (Figueiredo
et al., 2009). O rio Amazonas descarrega aproximadamente 6.300 km3 de agua por ano
(Milliman; Meade, 1983), criando uma pluma de agua doce carregada de sedimentos que se
estende por aproximadamente 200 km da foz do rio, atingindo a is6bata de 30 m no setor médio
da plataforma continental (Nittrouer; DeMaster, 1986; Masson; Delecluse, 2001). Esta pluma
representa uma barreira suave (a Barreira do Rio Amazonas) a dispersao de muitas espécies
marinhas (Floetter et al., 2007; Luiz et al., 2012; Cord et al., 2022), que recentemente
demonstrou ter uma influéncia indireta nos processos de especiacdo de elasmobranquios
(Fontenelle et al., 2021).



61

Compagno (1984, 1988), Compagno et al. (2005) e Ebert et al. (2021) avaliaram um
total de 24 caracteristicas para apoiar o status de Isogomphodon como um género distinto de
Carcharhinus. No entanto, a maioria dessas caracteristicas foi compartilhada com C.
oxyrhynchus com apenas seis tracos distintos: (1) focinho agudamente triangular ou
subtriangular na visao dorso ventral e muito alongado (comprimento pré-oral muito maior que
0 espaco interno ou a largura da boca); (2) olhos extremamente pequenos sem incisuras
posteriores; (3) os dentes nao sdo fortemente diferenciados tanto na mandibula superior quanto
na inferior, com cuspides agudas estreitas antero-posteriores e sem cuspides ou laminas
proximais ou distais; (4) dentes do maxilar superior com cuspides largas e planas, e dentes do
maxilar inferior com cuspides mais delgadas e bordas lisas; (5) um total de 49-60/49-56 fileiras
de dentes; e (6) nadadeiras peitorais largas e triangulares, cujo comprimento da origem até a

ponta posterior livre é aproximadamente 3/4 do comprimento das margens peitorais anteriores.

Essas caracteristicas distintivas de C. oxyrhynchus quase certamente representam
adaptaces as condi¢cdes encontradas na pluma amazonica, e Compagno (1984) ja propds que
as caracteristicas distintas desta espécie sdo o resultado de um processo de adaptacdo as aguas
turvas da costa e ambientes estuarinos associados a descarga do Rio Amazonas. Essas
adaptacdes incluem mudancas na estrutura do focinho e um aumento associado na area das
ampolas de Lorenzini que melhora sua funcdo, facilitando a movimentacéo e a alimentacdo em
aguas turvas (Compagno, 1984). A necessidade de adaptacdo a ambientes escuros e com pouca
visibilidade no norte da América do Sul teria favorecido o aprimoramento do focinho de C.
oxyrhynchus em detrimento de seu sistema visual, sendo que essa morfologia sensorial, dentaria
e mandibular favoreceu a predacdo de pequenas presas (Feitosa et al., 2021;Stride; Batista;
Raposo, 1992; Fontenelle et al., 2005).

7.1.3. Conservacao de Carcharhinus oxyrhynchus

Dada a importancia do papel desempenhado pela maioria dos elasmobranquios nos
ecossistemas que habitam e 0 aumento da pressdo pesqueira em todo o mundo, esforgcos de
conservacao sdo urgentemente necessarios para garantir a protecdo desse importante grupo de
peixes. A principal ameaca a sua sobrevivéncia é a expansdo progressiva das operacdes de
pesca. Tubardes e raias comegaram a atrair a atencdo dos conservacionistas na década de 1990,
quando instituicbes de pesquisa comecgaram a avaliar esse recurso pesqueiro de forma mais

sistematica. No Brasil, duas iniciativas se destacaram nesse periodo — o Programa REVIZEE
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(Programa de Avaliacdo do Potencial de Sustentabilidade dos Recursos da Zona Econdmica
Exclusiva), criado pelo Ministério do Meio Ambiente em 1994 (REVIZEE, 2020) e a criacdo
do a Sociedade Brasileira de Estudos de Elasmobranquios (SBEEL), fundada em 1997, que atua
na promocao da conservacao de tubardes e raias no Brasil (SBEEL, 2020).

A crescente evidéncia da vulnerabilidade dos elasmobranquios levou ao
estabelecimento, em 1998, do Plano de Acdo Internacional para a Conservacao e Manejo de
Tubardes (IPOA-SHARK), com o apoio da Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO). Nesse mesmo periodo, o Brasil implementou sua primeira legislacdo
federal anti-finning, que proibia a retirada das barbatanas de tubardes e raias (0s subprodutos
mais caros) sem posterior aproveitamento da carcaca. No entanto, o desembarque de tubardes
e raias com as barbatanas ainda presas ao corpo s se tornou obrigatorio em 2012 (ICMBio,
2012; FAO, 2020). Além disso, a capacidade do C. oxyrhynchus de recuperar a salde apos
interacdes estressantes pode resultar em maiores riscos de sobrevivéncia em compara¢do com
outros Carcharhiniformes, mesmo se for libertado vivo ap6s captura acidental (Wosnick et al.,
2023).

O declinio observado nas populacGes brasileiras de elasmobranquios foi considerado
um alerta e incentivou a implementacdo do Plano de Ac¢do Nacional para a Conservacao de
Tubardes e Raias Marinhas Ameacadas de Extincdo no Brasil (PAN- Tubardes), criado pela
portaria federal n°. 575, de 5 de dezembro de 2014 (ICMBio, 2020; ICMBIo, 2014b). Este plano
concentra-se em 12 espécies, incluindo C. oxyrhynchus, com o apoio de grupos técnicos de
assessoria.

Uma iniciativa associada é o Plano de Acdo Nacional para a Conservacdo de Espécies
Ameacadas e de Importancia Socioecondmica no Ecossistema Manguezal (PAN-Manguezal),
que visa proteger 0s manguezais brasileiros, incluindo as espécies contempladas pelo PAN-
Tubardes (dentre elas C. oxyrhynchus), respeitando as tradigdes locais, que se conciliam com o
conhecimento cientifico. O plano de agcdo do PAN- Manguezal contempla a conservagéo de 74
especies de elasmobranquios, das quais 20 estdo ameacadas de extingdo no Brasil, incluindo C.
oxyrhynchus (ICMBio, 2015).

Recentemente, o projeto Areas Costeiras e Marinhas Protegidas (GEFMar) foi
implementado para proteger a biodiversidade das areas marinhas e costeiras dos impactos da
captura acidental. Este projeto visa identificar areas costeiras prioritarias no norte do Brasil
tanto para espécies ameacadas quanto para a pesca artesanal e, em particular, o estabelecimento
de areas marinhas protegidas que possam contribuir para a recuperacdo das especies mais
ameacadas, em particular, por meio da protegdo de &reas de bercario. 1sso levou a imposicao de
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restricbes a pesca nos estuarios dos estados que compdem a regido norte do Brasil (Ruffino,
2018).

Evidentemente, as estratégias empregadas para garantir a conservacdo dos
elasmobranquios brasileiros, em particular das espécies mais ameacgadas, como o tubardo- pato,
ndo serdo alteradas significativamente em resposta ao presente estudo, que se refere
especificamente a uma questdo de nomenclatura cientifica. Importa, no entanto, referir que esta
espécie habita as aguas pouco profundas do Atlantico ocidental, em regides onde predominam
as condicdes quentes e chuvosas, onde prefere as aguas turvas e salobras dos estuarios
dominados por mangais, e tem uma reproducao vivipara, sexuada tardia maturidade e um ciclo
reprodutivo semestral (Compagno, 1984; Lessa et al., 2000). Essas caracteristicas, juntamente
com a perda de habitat e a pressdo da pesca, se combinam para ameacar intensamente a
sobrevivéncia da espécie, reforcando sua classificacdo como criticamente ameacada pela IUCN
(Pollom et al., 2020).

7.2. Descricdo da regido controle do DNA mitocondrial e diversidade genética de

C. oxyrhynchus

7.2.1. Descricdo da regido controle

A regido controle ¢ uma regido ndo codificadora, que possui um tamanho de
aproximadamente 1,4 kb, sendo localizada entre os genes tRNA da Prolina e da Fenilalanina
para a maioria dos vertebrados (Pereira 2000). Esta regido apresenta uma alta variabilidade, o
que a tornou um dos marcadores comumente utilizados para estudos de fitogeografia e trabalhos
de genética de populaces, tanto para os teledsteos como para os tubarfes (Chen et al. 1998;
Duncan et al. 2006; Keeney; Heist, 2006). A regido controle é uma por¢cdo do DNA
mitocondrial importante para a regulacéo, transcricéo e replicagdo do material genetico, pois
além de possuir sitios de transcricédo, ela contém a origem da replicagéo da fita pesada (H) do
genoma mitocondrial, conhecida como alc¢a de desdobramento (D loop). Essa alga, por muitas
vezes, foi considerada como sinénimo da regido controle em varios trabalhos. No entanto, a D
loop € na verdade uma porc¢éo da regido controle, com formas onde a fita pesada é separada da
fita leve para comecar a replicacao (Goebel et al. 1999; Taanman 1999).



64

Estudos baseados na distribuicdo de sitios variaveis e nas frequéncias nucleotidicas ao
longo de seu comprimento, revelam que a regido controle possui uma estrutura subdividida em
trés dominios, sendo uma regido central conservada flanqueada por duas se¢des hiper variaveis
(se¢do 5’ e 3”) (Heyer et al. 2001; Pie et al. 2008; Rocha-Olivares et al. 2005). Apesar de suas
secOes hiper variaveis, a regido controle também contém blocos de sequéncias conservadas
(CSB), que estdo associadas com a iniciacdo da replicacdo e transcrigdo no DNA mitocondrial
ao longo de seu comprimento (Taanman, 1999). Quanto ao numero, localizacdo e o grau de
conservacao entre os CSBs, existem variacdes consideraveis entre os vertebrados, sugerindo
que os mecanismos de regulacdo podem diferir entre eles (Shisa et al. 1997; Southern et al.
1988).

A busca por blocos conservados realizadas neste estudo para a regido controle resultou
em 17 blocos conservados (BC) divididos em trés dominios identificados (HV 5°, Central e HV
3’), observando variagdo entre as espécies em relagdo ao niumero de BCs identificados,

corroborando as citagdes anteriores.

Uma vez estabelecidos os dominios (HV 5°, Central e HV 3), as sequéncias associadas
ao término de replicacdo (TAS) e CSBs foram identificadas por meio de comparagdes com
sequéncias provenientes da literatura, juntamente com os blocos conservados estabelecidos em
analises anteriores (Figura 6-b). Dois blocos observados no dominio 5' foram muito
semelhantes aos blocos de sequéncia associados ao término da replicagdo (TAS1: 5°-

ATGYWTAAYMCYCAT-3’ e TAS-2: 5’-ATGYWTAATMCRCAT-3") (Figura 6-b).

Southern et al. (1988) reconheceram pelo menos cinco CSBs (CSB-B, CSB-C, CSB-D,
CSB-E, CSB-F) no dominio central da regido de controle de mamiferos. No entanto,
normalmente apenas CSB-F, CSB-E e CSB-D sé&o encontrados em teleosteos (BROUGHTON
& DOWLING, 1994; LEE et al., 1995). O CSB-1 é descrito por sua associa¢ao ao inicio da
replicacdo do mtDNA e é altamente conservado nos mamiferos (Shisa et al., 1997), no entanto
é muito variavel em peixes (Zhang et al., 2003; Zhang et al., 2011 ).Neste estudo, identificamos
apenas aregido CSB-F (5’-RRMTATYCTCGACA-3’) na regiao central, ja as sequéncias CSB-
2 e CSB-3 sdo descritas como relativamente mais conservadas que a CSB-1 (Zhang et al.,
2011), sendo descritas como onipresentes por alguns autores, esses CSBs podem ser observados
para indicar se ha& presenca de repetices em tandem (Zhang et al., 2013), além de serem
facilmente identificaveis quando analisamos o banco de dados. Nesse trabalho identificamos
apenas 0s CSB-1 (5- NHTCA(Y/-)TDTMTYTGGCATAD-3’), CSB-2 (5’-
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GGTAAAAACCCCCC(C/-)TCCCCCTTAATATACA-3%) e CSB-3 (5°-
YCTCGAAAAACCCCWAAAACGAGGGCCR-3) no dominio 3'. Onde a conservagdo dos
blocos CSB-2 e CSB-3 entre as espécies de tubardes estudadas é evidente, inclusive entre 0s
registrados na literatura (Chen et al., 1998; Neshg et al., 1998; Maté et al., 2004; Rocha-
Olivares et al., 2005; Zhao et al., 2006). A similaridade entre CSB-2 e CSB-3 pode refletir seu
papel na transcricdo ou sintese da fita H do DNA mitocondrial, visto que esses blocos podem
constituir sitios de splicing direto na transcricdo primaria, resultando em primers adequados

para a iniciacdo da sintese da cadeia H (Taanman, 1999).

O perfil variavel nas repeticdes observadas no Box All, possivelmente, deriva do
processo de evolucdo em concerto (Diaz et al. 1999; Gomes et al., 2016). Vale ressaltar que
nesta regido de 197 pb encontramos os TAS descritos anteriormente, demonstrando o nivel de
conservacdo desta porcdo, inclusive para os outgroups (Galeocerdonidae, Tryakidae e

Scylyorhynidae).

7.2.2. Diversidade genética de C. oxyrhynchus

A regido controle é uma ferramenta Gtil para investigar a estrutura genética em tubardes
(Heist et al., 1996), pois indica niveis elevados de variabilidade intraespecifica (Stepien, 1995).
Por causa desta alta variabilidade, esta regido tem sido amplamente utilizada para estudos
populacionais e filogeograficos em organismos marinhos, assim como em trabalhos de genética
de populagdes de peixes (Sturmbauer; Meyer, 1993; Brown et al., 1993; Lee et al., 1995;
Nielsen et al., 1997; Chen et al., 1998). Como exemplo, podem ser citados varios trabalhos que
fizeram a utilizacdo de tal ferramenta para analises em elasmobranquios, como, Pardini et al.
(2001), Duncan et al. (2006), Hoelzel et al. (2006), Keeney e Heist (2006) e Stow et al. (2006).
Com a utilizacdo de técnicas moleculares € possivel determinar o grau de estruturacdo das
populacdes, medindo a variabilidade genética de espécies ameacadas, tornando possivel avaliar
a situacdo do estoque pesqueiro do tubardo pato, que na costa norte é desconhecido, e assim
fornecer informacdes essenciais para que se possam tracar planos de manejo e conservagédo
eficientes, que evitem que espécies criticamente ameacadas de extingdo venham a sucumbir em
consequéncia a acdo da pesca predatoria.

Para o fragmento COI+Citb, a auséncia de diversidade genética remete a um pesado

evento de declinio populacional para C. oxyrhynchus. Rus Hoelzel (2001) comparou populagdes
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de tubarGes-frade, Cetorhinus maximus (Gunnerus, 1765), entre o Atlantico Norte e o Pacifico
Sul com base na sequéncia de Citb, ndo observando diferengas entre as regides, com o
compartilhamento de apenas dois haploétipos. Estudo que foi ampliado em relacdo ao numero
de populacbes em 2006 (Rus Hoelzel et al., 2006), utilizando como marcador a regido controle
do DNA mitocondrial. Neste estudo, apenas seis haplotipos foram observados, evidenciando o
baixo nivel de diversidade genética, corroborando, assim, o estudo anterior de Rus Hoelzel
(2001).

Pereyra et al. (2010), estudando populacdes de cacdo da Patagdnia, Mustelus schmitti
Springer, 1939, com um fragmento do gene Citb, também evidencia um ndmero baixo de
haplétipos (10), com um haplétipo mais frequente em todas as localidades, dos quais os demais
haplotipos diferem por uma ou duas mutacdes, resultando em baixos indices de diversidade
genética para esta espécie (- 0,0015; h - 0,226), que se encontra ameacada de extin¢do, assim
como, C. oxyrhynchus. Estudos estes, que corroboram nossos resultados, tendo em vista que,
recuperamos apenas um unico haplétipo para o fragmento COI+Citb e cinco haplétipos para a
regido controle.

Os indices de diversidade genética encontrados neste estudo (regido controle - & -
0,000348 +/- 0,000292; h - 0,5758 +/- 0,1634, COI+Citb - & - 0; h - 0) foram menores, em
relacdo ao observado por Rus Hoelzel et al. (2006) para Cetorhinus maximus (x - 0,0013 +/-
0,0009; h - 0,720 +/- 0,028) e Pereyra et al. (2010) para Mustelus schmitti. Assim como, em
outros estudos, utilizando Citb: Murray et al. (2008) (Somniosus pacifcus: x - 0,0031+/- 0,0020;
h - 0,7937 +/- 0,0424, Somniosus antarcticus: = - 0,0023 +/- 0,0015; h - 0,6667 +/- 0,1130,
Somniosus microcephalus: « - 0,0022 +/- 0,0015; h - 0,7750 +/- 0,0876), Chevrolet et al. (2006)
(Raja clavata: = - 0,000 a 0,007; h - 0,000 a 0,720); e regido controle: Schultz et al. (2008)
(Negaprion brevirostris: w - 0,00585; h - 0,78, Negaprion acutidens: zt - 0,00056; h - 0,28),
Pardini et al. (2001) (C. carcharias; & - 0,0203), Keeney et al. (2005) (Carcharhinus limbatus;
n - 0,0021 +/- 0,0013; h - 0,805 +/- 0,018), Sodré et al. (2012) (Carcharhinus limbatus; = -
0,0021; h-0,796); Camargo et al. (2016) (Carcharhinus longimanus; = - 0,0013; h - 0,5953).

De acordo com os indices de diversidade genética estabelecidos neste estudo e aos testes
de desvios da neutralidade, onde observam-se valores significativos apenas para os testes Fs de
Fu, indicam a presenca de mutacbes recentes sendo indicios de desvios causados por
crescimento populacional ocorrido apos um evento de gargalo genetico. Este mesmo padréo é
bastante observado em trabalhos populacionais com diferentes espécies de tubarfes (Keeney et
al., 2005; Chevrolet et al., 2006; Duncan et al., 2006; Stow et al., 2006; Lewallen et al., 2007;
Schultz et al., 2008; Schluessel et al., 2010; Sodré et al. 2012; Camargo et al., 2016). Tal
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hipotese é apoiada pela rede de haplétipos, onde existem haplotipos mais frequentes, dos quais
se originam a maioria dos demais haplétipos e pela diferenca entre os haplotipos ser de apenas
uma ou duas mutacdes, assim como as curvas unimodais de distribuicao da diferenca par a par.

Ao contréario de muitos elasmobranquios, C. oxyrhynchus, possui uma das areas de
distribuicdo mais restrita do mundo, compreendida entre as dguas da costa da Venezuela e se
estendendo até o norte do litoral brasileiro (Feitosa et al., 2019). Espécie que vem sofrendo com
a pressdo pesqueira, sendo capturado acidentalmente nas suas areas de ocorréncia por pesca
artesanal. Estudos demogréaficos demonstram que a populacdo vem decrescendo cerca de 18%
anualmente (Lessa, 1986; Lessa et al., 2006). Como consequéncia, desde 1990 as capturas tém
reduzido sua abundancia em 90%, entrando em um colapso populacional, que aliado a sua
distribuicdo reduzida e sua histéria de vida, o incluiram pela IUCN na categoria de espécie
criticamente ameacada (CA) desde 2006 (Rodrigues-Filho et al., 2009; Lessa et al., 2006; Lessa
et al. 2016), mostrando a urgente necessidade de medidas de conservacao, haja vista que ainda
persiste a pesca ilegal sobre essa espécie (Feitosa et al., 2018).

Os parametros bioldgicos desta espécie como: a baixa fecundidade, geracdo de 2 a 8
filhotes por ninhada, maturacdo sexual tardia, machos chegando a fase adulta entre 5 e 6 anos
e fémeas entre de 6 a 7 anos, ciclo reprodutivo bianual com um longo periodo gestacional de
12 meses, dificultam o crescimento populacional desta espécie, agravando a sua possivel
recuperacao a agdo pesqueira (Lessa et al., 2000; Lessa et al., 2006; Feitosa et al. 2019).

Nossos resultados, ndo sO corroboram o exposto acima, ressaltando a necessidade de
medidas de conservacgdo para esta espécie. O estudo de Domingues et al. (2018), afirma que as
politicas de gestdo e conservacao da pesca de tubardes e raias devem considerar informacdes
de diversidade genética, porque a sobrevivéncia a longo prazo de uma espécie depende
fortemente dos niveis de diversidade genética dentro e entre as populac@es. Principalmente pela
crescente sobre-exploracdo das populacGes de tubarfes, que deverd produzir um impacto a
longo prazo na variabilidade genética destas populac@es e, assim, reduzindo a sua aptidao e
capacidade de resposta as alteracbes ambientais.

Entretanto, Tavares et al. (2013), alerta que a regido controle de tubardes, pode
apresentar vies devido a presenca de sitios homoplasicos (hotspot mutacional), proporcionando
interpretacdes erréneas para futuros planos de manejo e conservacgdo deste grupo. O dominio
hiper variavel 5 ¢ caracterizada por altos niveis de substitui¢des, o que segundo Tavares et al.
(2013) explica o surgimento de blocos de sitios hiper variaveis (regido compreendida entre 0s
sitios 176-425, no qual encontra-se aos trés sitios variaveis observados na regido controle de C.

oxyrhynchus), ja reportado para o dominio hiper variavel 5’ de C. porosus e outras duas espécies
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(Carcharhinus limbatus e Rhizoprionodon porosus). Segundo o autor, possivelmente, esse
bloco de sitios hiper varidveis venha a ser um Hotspot mutacional, o que poderia explicar o
surgimento de homoplasias a nivel intraespecifico, (Tavares et al. 2013; Stoneking, 2000;
Galtier et al., 2006).

A baixa diversidade de nucleotideos e hapl6tipos encontrada para C. oxyrhynchus indica
um evento de gargalo populacional, seguido de expanséo ou selecdo recente (Avise, 2004), esta
concluséo é apoiada pelos indices de diversidade e testes de neutralidade. No entanto, a selecédo
positiva também pode levar a um excesso de haplétipos de baixa frequéncia, tornando dificil
discernir as consequéncias de selecdo natural e a expansao populacional (Akey et al., 2004).
Por tanto, o uso apenas de sequéncias mitocondriais para deteccao de processos evolutivos, ou
mais precisamente, para a deteccdo de efeitos de sobrepesca, deve ser usado com cautela, pois
a baixa variabilidade intrinseca dos tubarfes pode enviesar os resultados. Por exemplo, no
mtDNA eles chegam a ter uma taxa mutacional seis vezes mais lenta que a taxa observada nos
mamiferos (Martin et al. 1992). Assim, para este fim, necessita-se do uso de sequéncias
nucleares (ou microssatélites) para a real deteccdo da variabilidade genética destas espécies

ameacadas.

8. CONSIDERACOES FINAIS

No geral, o presente estudo fornece evidéncias enfaticas da necessidade da realocagdo
de I. oxyrhynchus e P. glauca em Carcharhinus e declaramos, para fins do Codigo Nacional de
Nomenclatura Zoologica (ICZN), que esses taxons devem doravante ser sinonimizados no
género Carcharhinus, como Carcharhinus oxyrhynchus e Carcharhinus glaucus (Linnaeus,
1758), respectivamente. O conjunto de dados relativamente grande empregado no presente
estudo, juntamente com as abordagens filogenéticas robustas aplicadas nas analises, apoia esta
conclusdo. No entanto, mais pesquisas serdo necessarias para confirmar o status de Triaenodon,
bem como a estrutura filogenética do género Carcharhinus e possiveis subdivises futuras.
Entretanto, a reclassificacdo dos géneros ndo apagam seus historicos, e principalmente voltado
a C. oxyrhynchus o processo de sobrepesca e o status de criticamente ameacado de extingédo
descrito pela IUCN, tendo sua Gltima analise atualizada em 2019, corroborando outras questdes
abordadas, visando que por meio de nossa amostragem fica claro que a espécie esta com pouca

variabilidade em sua populacdo e isso denota um alto risco de extingdo para C. oxyrhynchus.
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APENDICES

Figura 1- Gréficos do numero de transicGes e transversdes versus a divergéncia encontrada nos
conjuntos de dados RAG e mtDNA, usados para determinar os niveis de saturacgao.

RAG1

0.031 -

0.026 -

0.021

0.016 -

sandv

0.010 -

0.005

X

0.000

Xs

X §§§?§;x
.

[AYAY

0,0009

mtDNA

011

0.05 -

sandyv

0.04 -

0.02 -

0.00 ad

00070 00132 0,0193 0,0255 00316 00378

TN93 distance

A Gy S ] )

0,0000

0,0330 0,0660 0,0990 0,1320 0,1650 0,1980

GTR distance

80



Figura 2- Inferéncia filogenética, baseada na abordagem de Méxima Verossimilhanca (ML), para cada locus mitocondrial de forma independente, com os
respectivos valores de bootstrap. Os modelos evolutivos utilizados para os diferentes loci mitocondriais foram (a) COI: HKY+G(1,0428)+1(0,6049), (b) 12S-

16S: GTR+G(0,4122)+1(0,3388) e (c) ND4: TN93+ G(1,1641)+1(0,5130). Apenas os valores de bootstrap superiores a 50% sao apresentados nos graficos
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Figura 3- Inferéncia filogenética, baseada na abordagem de Neighbor Joining (NJ), para cada locus mitocondrial de forma independente, com os respectivos
valores de bootstrap. Os modelos evolutivos utilizados para os diferentes loci mitocondriais foram (a) COI: HKY + G (1,0428) + | (0,6049), (b) 12S-16S: GTR

+ G (0,4122) +1(0,3388) e ( ¢) ND4: TN93+ G(1,1641)+1(0,5130). Apenas os valores de bootstrap superiores a 50% sao apresentados nos graficos
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Figura 4- Inferéncia filogenética, baseada na abordagem de Inferéncia Bayesiana (Bl), para cada locus mitocondrial de forma independente, com os respectivos
valores de bootstrap. Os modelos evolutivos utilizados para os diferentes loci mitocondriais foram (a) COl: HKY+G(1,0428)+1(0,6049), (b) 12S-16S:
GTR+G(0,4122)+1(0,3388) e (c) ND4: TN93+ G(1,1641)+1(0,5130). Apenas os valores de bootstrap superiores a 50% séo apresentados nos graficos.
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Figura 5- Inferéncia filogenética, baseada na abordagem de Méaxima Parcimdnia (MP), para cada locus mitocondrial de forma independente, com os respectivos
valores de bootstrap. Apenas os valores de bootstrap superiores a 50% sdo apresentados nos gréaficos
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Figura 6- Inferéncias filogenéticas do conjunto de dados mtDNA, com os respectivos valores de bootstrap e probabilidade posterior. O modelo de substitui¢do
de nucleotideos GTR+G(0,5093)+1(0,4665) foi utilizado para as abordagens de Méaxima Verossimilhanga (ML), Neighbor Joining (NJ), M&xima Parcimonia

(MP) e Inferéncia Bayesiana (Bl). Apenas os valores de bootstrap superiores a 50% sdo apresentados nos gréficos.
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Figura 7- Inferéncias filogenéticas do conjunto de dados RAG1, com os respectivos valores de bootstrap e probabilidade posterior. O modelo de substituicao de
nucleotideos TN93+G(0,0963) foi utilizado para as abordagens de Maxima Verossimilhangca (ML), Neighbor Joining (NJ), Maxima Parciménia (MP) e
Inferéncia Bayesiana (Bl). Apenas os valores de bootstrap superiores a 50% sdo apresentados nos graficos.
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Tabela 1- Matriz de distancia genética (%) para as espécies da familia Carcharhinidae com base no conjunto de dados mtDNA. As distancias p sdo apresentadas

abaixo da diagonal, enquanto as distancias corrigidas (GTR+G (0,5093)+1 (0,4665)) séo apresentadas acima da diagonal, em negrito.
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1_oxy
C_acr
C_fal
C_leu
C_lim
C_per
C_plu
C_por
C_alt
C_amb
C_bre
C_mac
C_obs
C_sor
P_gla
T_obe
L_tem
L_tep
G_fow
G_sia
G_gan
G_gly
G_gar
R_la
R_po

G_cur
L_mac
S_lat

S_mac

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
58 75 6,9 7,6 71 7,0 7,0 6,8 8,7 58 7,2 6,7 7,7 8,4 8,8 9,8 9,9 9,9 10,0 101 101 105 12,9 12,9 145 1572 18,9 19,3
4,8 6,0 6,2 6,7 58 59 6,9 6,0 72 4,5 6,3 51 71 75 85 9,9 9,4 9,5 9,7 9,8 9,6 9,9 12,0 131 139 133 18,5 18,8
58 4,9 6,7 6,3 6,0 54 8,3 53 6,7 52 6,2 51 6,8 6,0 8,6 8,7 8,7 9,2 9,0 9,1 9,9 9,5 11,5 12,9 150 145 20,2 20,8
55 51 54 6,9 6,3 6,3 75 6,3 72 5,6 6,4 5,6 7,4 79 8,9 10,4 10,1 10,1 10,1 10,2 9,9 10,2 12,4 13,8 151 148 19,2 19,6
6,1 55 52 5,6 7,9 6,8 8,6 6,8 14 6,4 6,6 6,2 73 78 8,4 10,3 9,7 10,2 10,3 102 10,2 102 11,9 131 142 139 18,5 18,7
57 4,8 4,9 51 6,2 6,2 8,2 6,1 8,1 57 6,7 4,2 6,7 77 8,8 10,3 10,3 10,1 10,1 102 10,0 102 12,8 14,3 156 152 209 20,9
5,6 4,9 4,5 52 5,6 51 7,9 0,4 71 52 6,1 52 6,7 6,5 83 9,1 8,9 9,1 9,1 9,2 9,4 9,5 11,9 12,8 142 142 17,6 17,6
5,6 5,6 6,4 59 6,7 6,3 6,2 8,0 8,8 6,8 7,6 6,9 9,0 9,4 10,3 10,2 10,5 9,9 10,0 10,1 10,3 9,7 13,9 14,2 149 134 193 19,7
55 5,0 4,4 52 5,6 5,0 0,4 6,3 72 52 59 51 6,8 6,9 8,0 9,1 9,0 8,9 8,8 8,8 9,3 9,3 11,9 12,6 145 14,0 17,7 17,7
6,8 58 54 58 14 6,4 58 6,8 59 6,8 71 6,2 75 7,9 8,9 10,8 10,6 10,8 10,9 108 10,8 106 12,0 13,9 148 142 19,0 19,3
4,8 3,9 44 4,7 53 4,7 4,4 55 44 55 54 4,2 6,9 6,9 7,6 8,7 9,1 9,4 9,5 9,6 9,0 9,3 11,2 11,7 148 135 18,5 19,0
58 52 50 52 54 54 50 6,0 4,9 58 45 4,9 73 8,0 83 9,3 9,2 9,6 9,7 9,7 8,9 9,2 11,7 12,6 152 135 18,6 20,0
54 4,4 4,3 4,7 51 3,7 4,4 55 43 51 3,6 42 57 6,1 7,7 9,0 9,2 8,8 8,8 8,9 8,4 8,9 11,5 12,2 14,7 1372 18,9 19,2
6,0 57 54 59 58 54 54 6,8 54 6,0 5,6 58 4,7 8,1 9,8 10,1 10,1 9,9 9,8 9,9 10,1 103 13,4 14,5 153 156 221 22,7
6,4 59 48 6,2 6,1 6,0 53 7,0 55 6,2 55 6,3 5,0 6,3 9,7 10,8 10,5 11,0 10,8 108 106 106 12,6 13,1 157 152 19,2 19,7
6,6 6,5 6,5 6,7 6,5 6,6 6,3 75 6,1 6,8 59 6,4 6,0 7,2 72 12,0 11,6 11,9 12,1 121 122 119 13,3 14,6 173 164 209 211
74 7,1 6,6 75 73 7,6 6,8 7,6 6,9 79 6,9 7,0 7,0 75 77 8,2 17 6,7 6,8 6,8 71 7,0 13,1 14,4 16,7 149 19,3 20,3
73 7,4 6,7 7,7 7,7 7,6 7,0 75 7,0 8,0 6,7 71 6,9 75 79 8,6 1,6 7,0 71 72 71 6,8 13,6 14,9 173 153 202 21,4
74 72 6,9 75 7,7 75 6,9 73 6,8 8,0 72 73 6,8 74 79 8,4 5,6 54 0,4 0,4 4,5 4,9 13,4 14,5 152 165 206 22,0
75 73 6,8 7,6 7,7 7,6 7,0 75 6,8 8,1 72 73 6,8 73 7,8 85 57 54 0,4 0,1 4,6 51 134 14,4 150 166 206 22,0
75 7,4 6,8 7,6 7,7 7,6 7,0 75 6,8 8,0 73 73 6,8 73 79 85 57 55 0,4 0,1 4,7 51 134 14,5 151 16,7 20,7 22,1
75 73 74 74 7,7 75 72 7,6 71 8,0 6,9 6,8 6,5 75 7,7 8,6 57 57 3,9 4,0 4,0 33 13,1 14,4 151 159 206 22,5
78 7,4 71 7,6 7,6 7,6 72 72 71 79 71 7,0 6,8 7,6 7,7 8,4 54 5,6 42 43 4,4 3,0 131 14,6 154 157 20,2 21,3
8,7 8,4 8,0 8,5 83 8,8 83 9,2 8,3 8,4 79 8,2 81 9,0 85 8,9 9,2 8,9 9,0 9,0 9,0 8,9 8,8 3,2 155 125 17,8 18,2
8,6 8,9 8,6 9,2 8,9 9,4 8,6 9,3 8,6 9,2 8,0 8,6 8,3 9,4 8,6 9,5 9,8 9,5 9,5 9,4 9,4 9,4 9,5 2,8 17,2 132 18,0 18,4
9,5 9,2 9,7 9,8 9,5 10,1 9,5 9,6 9,6 9,8 9,6 10,0 9,7 9,9 10,0 10,7 10,9 10,7 9,8 9,7 9,8 9,8 10,0 9,8 10,5 189 219 23,0
9,8 9,0 9,5 9,7 9,3 9,8 9,5 8,9 9,3 9,5 9,0 9,0 8,9 10,0 9,8 10,4 9,9 9,8 10,4 10,4 105 101 10,0 8,6 8,9 11,3 16,6 17,5
111 110 11,5 11,3 1,1 12,0 10,5 11,2 10,6 11,3 10,9 11,0 11 12,4 11,2 11,9 11,6 11,3 11,8 11,8 11,8 11,7 117 10,8 10,8 12,2 104 18
11,2 110 11,7 11,4 11,0 11,8 10,4 11,2 10,5 11,3 11,0 11,4 111 12,5 11,3 11,8 12,0 11,6 12,3 12,3 123 124 120 10,7 10,7 12,5 10,7 17




Tabela 2- Matriz de distancia genética (%) para as espécies da familia Carcharhinidae com base no conjunto de dados RAGL. As distancias p sdo apresentadas
abaixo da diagonal, enquanto as distancias corrigidas (TN93+G (0,0963)) sdo apresentadas acima da diagonal, em negrito.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 1. oxyrhyncus 06 07 07 09 10 10 12 16 45 49 50
2 C. limbatus 0,5 05 05 07 08 08 08 14 42 46 4,7
3 C. falciformis 0,6 05 06 08 0,7 09 12 15 44 48 49
4 C. leucas 06 05 05 08 09 09 11 15 42 44 406
5 C. perezi 0,8 06 0,7 0,7 1,1 11 13 1,7 46 46 48
6 C. acronotus 09 07 06 08 1,0 1,2 15 18 49 52 54
7 C. plumbeus 09 07 08 08 10 11 1,2 13 45 44 50
8 C. porosus 1,1 07 10 10 12 13 11 16 50 55 56
9 P.glauca 14 12 13 13 14 15 12 14 31 41 43
10 G. cuvier 32 31 32 31 33 34 32 34 24 46 4,7
11 R. lalandii 33 32 32 31 32 35 32 35 29 32 0,5
12 R. porosus 34 32 33 32 33 36 34 36 30 33 05




Tabela 3- Descrigdo da composicdo nucleotidica para cada bloco conservado encontrado para o banco de dados, divididos por dominios e descritos em consenso por

familia, com excecdo a C. Glaucus, mediante a ndo existéncia do segundo bloco por falta de informagédo para o dominio HV 5°.

Consenso por Familia HV O
3975 87-116 197209 232-243 237-269 339-333 383-398 462476 343-571
Carcharhvmidae TGACATATTAA YCYTRATATACCACATAH(T/-WA/- ATWACATRCT TCERRCTATWIC YYTARYCCTIC TGCCG- TGTACGGTTT CWIMTAATCCTT RGTICMICTAGyTCCCTITTAA
e TGATAT JCCMTCATTCC ATG ATT AYT TIGGTAAGAAA GTGG GAWY TGECATA
Carcharhynidae TACCACGCTAA ATTACATACT TCGACTATTTIC YTTAACCCTC TAACA- TGAATGGTTA CATATAATCCTTIG AGTCCTCTAGCTCCCTTITAA
(C. glancus) TGATAT B ATG ATT ATT TTAATAAGAAA ACAA ATA TGACAT-
Galeocerdo TGACATATTAA TCCTAATATACCACATACAACCCTC ATTACATACT TCAGCTATTITC YTTAACCCTC TGCCG- TGTACGGTTT CATATAGICCTTIG AGTCCTICTAGCTCCCTTTAA
TGATAT ATTCC ATG ATT ATT TIGGTAAGAAA GTGG ATA TGGCATA
Triakidae TGACATATATA TACTGATATACCACATAATACCCA ATTACATACT TCAGCTATWTC TTITAACCCICA TGCCG- TGAACGGTTT CATCTAATCCTIG AGTACTCTAGCTCCCITTAA
TGATAT TATTCC ATG ATT T TIGGCGAGAGA GTGG ATA TGGCATA
Sevliorhinidas TAACAYCLATA CCYTAATRTAT- ATTACATACT TCAGCTATTITC TITAACCCTCA TGYGGGCTGGATA TGITCGGTTT CATACAATCCTTG WITACTCTAGCTCCCTTTAA
¥ TGAYAT ACATAATACATTCATICA ATG ATT T GAAA GTGG ATC TGRCAMA
Cental
Consenso por Familia =
621-662 683-696 732-747 797-818 §52-903
Carcharhynidae TTCGOWATGAAGCAAAYCESCTATICCCCGGAAGRGCTCATYTGGTTCATT CTATYCTCGACA GAGATTAGATTGTCRA  GTTIGGKTTTTITIGATTARTGM CATTTICATTATT
C?::, - Fa:c!:r:;e TTTTGGATGAAGCAAATCGCTATTCCCCGGAAGGGCTCATCTGGTTCATT CTATCCTCGACA GAGATTAGATIGTCAA  GITIGGTTIWITTGATTAATTC CATTTCATWATT
Galeocerdo TTCGGTATGAAGCAAATAACTATICCCCGGAAGGGCTCATCTGGTACATT CTATCCTCGACA GAGATTAGATIGTCAA  GITTAGGTITTITIGATTAATGC CATTTICATTATT
Trigkidae TTCGETATGAAGCAAATAACTACTCCCCGGAAGGGCTCATCTGGGACACT CTATCCTCGACA GAGATTAGATTIGTCAA  GTITTIGGGTTITITIGATTAATGA CATTTCATTATT
Scyliorhinidae TTGGGGATGAAGCAAATCGCTATGCCCWAGGAGGGCTGATCTWRGTCATT ATATCCTCGACA GARATATAATTGTICAA  TCCTTRTAREMRTAATCARTAW CACCCAAATCY
~ HY 5
Consenso por Familia
923834 1020-1050 1038-1086
Carcharhynidae TMTYTGGCATA GGTAAAAACCCCCC-TCCCCCTTAATATACA TCTCGAAAAACCCCWAAAACGAGGGCCGA
Carchathynidae ; ATA  GGTAAAAS AATATACA  TCTCOAAAA AAAACGS ;
HC. glaucus) TATTIGGCATA GGTAAAAACCCCCC-TCCCCCTTAATATACA TCTCGAAAAACCCCTAAAACGAGGGCCGA
Galeocerdo TATCTGGCATA GGTAAAAACCCCCC-TCCCCCTTAATATACA TCTCGAAAAACCCCTAAAACGAGGGCCGA
Triakidae TATCTGGCATA GGTAAAAACCCCCC-TCCCCCTTAATATACA TCTCGAAAAACCCCTAAAACGAGGGCCGA
Scyliothinidae TATCTGGCATA GGTAAAAACCCCCC-TCCCCCTTAATATAYA TCTCGAAAAACCCCAAAAACGAGGGCCGA




90

Figura 8- Padrdes de repeticdo observados para as espécies que obtiveram resultados no software Tandem Repeet Finders. Formando trés blocos agrupando padrdes de
duplicacgdo diferentes, mas que se assemelham por fatores diversos, como quantidade de nucleotideos, inicio e fim dos blocos dentre outras caracteristicas compartilhadas.
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Tabela 4- Descricao da composi¢do nucleotidica de cada repeti¢do encontrada pelo software TRF para
todas as espécies do banco de dados, indicando também os parametros fornecidos e identificando cada
repeticdo por numeros sequenciais ligados a espécie correspondente.

Espicies Repeticdes Posicio Paresdebase  Temanho 2 %d inci % deindel:  score  entropia
C lemcas Rep 1 133180 40 19 GATATTATACTAGTAT-ATTACATATACTATGCTTAATACTCATTAGT C 50 M 13 176
) . Rep 2 181-223 43 ) GATATTOCACTATATCATTACATACTATGTTTAATCCACATTA .
. acromots Repl 156-201 4 2 ATACTATGCTTAATCCTCATTAATCGACATTCCCCTATATCATTAC a o 2 18
Rep2 4
€ limbatus (limb) Zpll €3 2 IR B SR o 81 4 123 175
Rep 2 48 ATACTATGCTTAATOCACATTAATCTACTATCAGCTATTTCATTACAT
€. porasus (porj Repl 48 2 ATACTATGCTTAATACTCATTAATCGATATTCCCCTATATAATTAC 79 4 16 173
Rep2 4 ATACTATGTTTAATCCACATTAATCTACTA-TCAGCTATTTCATTACAT
« peresi (per) Hcpil
Rep 2
€. plumbeus (phy) Repl
Rep2
C obseurus Rep 1
Rep 2
C. sorvah Repl 4 5 ATACTATGCTTAATCCTCATTAGTCGATATTCCCCTATATCATTAC 8 4 130 177
Rep2 4 ATACTATGCTTAATCCACATTAATCTACTA TCAGCTATITCATTAC
& Rep 1 46 2 -A'l ACT -A'l(iL_ .'[A-A'l AL'[L'-A A-A.'H.'( T A'l'lL‘L'L‘L'[',:!'_ '_AL'[ A ! [AC- P 0 1 L7
Rep 2 48 ATACTATGCTTAATOCACATTAATCTACTGT CAGCTATTTCATTACAT
. macloti Repl £ 2 ATACTATGCTTAATACTCATTAATCGATATTCCCCTATATAATTAC 51 n m 17
Rep2 4 ATACTATGCTTAATCCACATTAATCTACTA-TCAGCTATITCATTAC
€ longimanzs Rep 1 £ 2 ATACTATGCTTAATACTCATTAATCOGAT 7 0 11 179
Rep 2 46 ATACTATGCTTAATOCACATTAGTCACTG]
C. sjugor Repl 4 2 ATACTATGCTTAATACTCATTAATCGATATTCCACTATATTATTAC 81 4 13 173
Rep2 202-249 4 ATACTATGCTTAATCCACATTAATCTACTA-TCAGCTATTTCATTACAT
© amboinensis 12
Rep 2
C. brevipinna Repl 133180 46 2 GATATTATACTAGTA-TATTACATATACTATGCTTAATACTCATTAATC 81 8 118 174
Rep2 181-226 4% GATATTCCCCTATATTATTACATACTATGCTTAATCCACATTAATC
C albimarginatus Rep 1 156--201 46 5 ATACTATGCTTAATACTCATTAGTOGA-TATTOCACTATATCATTAC Eo) 4 116 176
B Rep 2 202--247 46 B ATACTATGTTTAATOCACATTAATCTACTATCAGCTATTITCATTAC :
C. ambloiymchos Repl 133180 4 19 GATATTATACTACTTCATTACATATACTATGCTTAATCCCCATTAGTC o 4 131 178
Rep2 181223 4 GATATTCCACTATATCATTAC-ATACTATGCTTAATCCACATTA
& ambiyrhynchoides Rep 1
Rep 2
. brachywur Repl 133130 4 18 GATATTCTCCTAGTATATTACATATACTATGCTTAATCCTCATTAATC 8% 8 136 176
Rep2 181-223 43 GATATTCCCCTA-TATTATTAC-ATACTATGCTTAATCCACATTA
& galapagensis 1o
Rep 2
& odon Repl 46 2 ATACTATGCTTAATACTCATTAATCGATATTCCCCTATATTATTAC 5 4 118 17
Rep2 46 ATACTATGCTTAATCCACATTAATCTACTA TCAGCTATATCATTAC
¢ signaus Ll g & : ) [ 1 18
Rep 2 46
Repl ] ATTACAT-ATACTATGCTTAATCCTCATTAGTCGATATTCCACTATATC
€. oxprymchuz Rep2 % 33 ATTACATACTA-TGCTTAATCCACATTAGTCTACTGTCAGCTATTTC 7,, 4 157 178
Rep3 a7 ATTACATTATATTGCTTAGTCCTCATTAATCTATAATCAATAATTTC
Rep4 13 ATAGCATAATATT
Triaenndon obesus 0
Rep 2
Glyphiz firwleras Repl
Rep2
Glyphis gangeticus Rep 1 CJ 2 P (el Tey b ] 176
Rep 2 45
Rep 1 46 ATACTATGTTTAATACTCATTAATCGATATTCCCCTATTCTATTAC
Gluphiz garvicki Rep2 4 27 ATACTATGTTTAATCCACATTAATCTACTGTCAGCTATTTCATTAC 6 1 133 L7
Rep3 35 ATTAGATTATITAACCCTCATTAATCTATTATCAG
Ghyphiis ghyphis Bl
Rep 2
Repl & TATGTTTAATACTCATTAATCGATATTCCCCTATATCATTACA-TA
Negaprion acutidsns Rep2 45 6 TATGTTTAATCCACATTAATCTACTATCGACTATTTCATTACATTA 80 5 i 169
Rep3 2 AATATTTAACCCTCATTAATCTATA
Negaprion brevirostris Rep 1 48 19 GATATT ({l.l'[ AGTATATAACATATACTATG 52 § 122 18
Rep 2 43 TATTOOOCTA-TATCATTAC-ATACTAT
Lamiapsis tsphrodes Repl -
Rep _
Lamiopsis temminekii Rep 1 46 - ATACTATGCTTAATOCTCATTAATOGACATTOCOCTAT ATCATTAC 81 o 125 175
Rep 2 48 ATACTATG-TATAATOCACATTAATCTAC- TATCAGCTATTTCATTACAT ’
Loxodon macrorhinus Repl 4 2 GATATACCACTACTATATCACATATACTATGTATAATACTCATTAATC 80 s s 174
Rep? ) GATATTCCCCTA-TACTATTACATACTATGTATAATCCACATTAL
Rep 1 47 ACAATAATAGATATTOOOCTACAATAT CACATATATATGTATAATAC
Secaliodon laticandus Rep 2 46 22 TCATTAATOGATATTOOCCTATTATATAACATA-CTATGTATAATAC £e) 1 17
Rep 3 a ACATTAATC
Rep 1 47 ACAATAATAGATATACCCCTATAATGTCACATATATATGTATAATAC
Scoliodan macrovigmehos Repl 172-217 % 22 TCATTAATCGATATTCCCCTATTATATAACATA- CTATGTATAATAC 8 1 141 112
Rep 3 218--226 9 ACATTAATC
Rhizoprionodon pomsus Rep 1 133180 48 GATATACOCCTAGTATGTCACATATACTATGTATAATACTCATTAATC 7 8 105 18
Rep 2 181226 46 GATATTOOOCTA-TATCATTACATACTATGCTTAAT CCACATTAATC
Repl 147196 46 ATTACATACTATGCTTAATACTCATTAATCGACATTCCGCTATATC
Rep2 157242 6 22 ATTACATACTATGCTTAATCCGCATTAATTTACTATCGACTATTTC 8 o 133 L7
¢ gloucs Rep3 49 7 ATTACAT
Rep4 53 CATATAATCCTTGATTTCGTCAAGAATGTATATCCCCTAGCTTTCTTTAAAGA
Reps 53 25 CATATAATCCTTGATCGCGTCAAAAATGCAAATCCTCTAGCTCCCTTTAATGA S o 178 19
Rep6 25 CATTTAATCCTTGATCGTCTCAAGA
Galeocerdo cuvier Rep 1
Rep 2
. ) Repl _
Muszelus (higmani) s .
Rep 1 155176 z
Scvliorhinus siellaris Rep 2 177200 24 3 6 4 57 169
Rep 3 201223 Py CATACTATGCTTAATACACATTA
Repl 156201 46 ATACTATGCTTAACCCTCATTAATCTATAATCAACTATATCATTAC
Sepliarhinus canicula Rep2 202-247 46 25 ATACTATGTTTAATCCACATTAACTTACTGTCAGCTATTTCATTTC s o 17
Rep 2 248--272 24 ATTAAATTTTTAACCCTCATTAAT
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The family Carcharhinkbie indhuckes the mast typical and recognieabde shurks, although its inter mal chassification is the subject of
extensive debate In particalar, the type genus, Carcharhinus Blanville, 1516, which & also the mast speciose, appears to be
paraphydetic in rdation to a number of morphalogically distina taxa. [rogomphodon axyrhynchus (Valenciennes, 1839} (the
caggernase shark) = a carcharinkd, which & endemic to a imaed aren of the Western Athantic between Trinxdad and Tobago
and the Gulf of Maranhdo in northern Beaed, one of the smallest ranges of any New Warkl dasmobranch species. In recent
decacks, I axprhynchie popubations have been decimased by anthropogenc impuats, which has ked 1o the chissification of the
speckes as aritcally endangered by the IUCN. However, there 5 consxderable debate an bath the validity of the species (I
oxyhynchust and the suts of fsogomphodon Gill, 1862 asa distingt entity fram the genus Carcharhis. The present study &
tased on a molecular assessment of the genetic validity of the [ oxprhmchus that combines mitochondrial and nuclear
markers, which were wsed 1o dentify the ogrographic events responsibde for the emengence and dispersal of the species in
northern Brazil The genetic distince ambyses and phylogenetic trees canfirmed the paraphyly of the genus Garcharkinug
recovering a chide comprising Carcharkinus+l. oxyrhynchusy Prionace ghawca (Linnasus, 1758). Our results indicate not anly
that the daggermose shark & acmally a member of the genus Carcharhinus, bt that 1t & genetially more dasely related o
Garcharhinus porosus {Ramzani, 1839} than #t i % the other Carcharhinws species amlyzed Given this, I axyrlynchus and P
ghauca are therefore reckissified and recognined as Ca reharhinus oxyrhynche and Garcharhine gawus The daggernase shark,
Carcharhinus oxyrhynchus, divenged from C porosis during the Miocene, when significant geomarphadogical processes
oxcurred on the narthern coast of South Amerka, in particular in relation 1o the confignration of the Amazan River. It &
dosely asoclated with the area of the Amazan plume, and is distnaive marphalogxal features represent autipomorphic
ecalogical acdptatsons to this umque habitat and do not reflect systematic distinctson from Carcharhinus
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