UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — DEPARTAMENTO DE GENETICA

Utilizacdo de marcadores moleculares como ferramenta na separacdo dos
tubardes-martelo Sphyrna lewini e Sphyrna gilberti (Carcharhiniformes:

Sphyrnidae)

MARK CAMPOS ADRIANO

Orientador: Prof. Dr. Nelson Jurandi Rosa Fagundes

Trabalho de Conclusédo de Curso a ser
apresentado ao Instituto de Biociéncias —
UFRGS, como requisito parcial para obtencao
do titulo de bacharel do curso de Ciéncias

Bioldgicas.

Porto Alegre

2019



Resumo

Os elasmobranquios sdo um grupo de animais majoritariamente marinhos que
inclui tubarbes e arraias, os peixes cartilaginosos. O declinio de muitas espécies,
principalmente de grandes vertebrados marinhos, € causado pelas praticas de pesca,
colocando um quarto de todas as espécies de elasmobranquios na Lista Vermelha da
IUCN como espécie ameacada. Sphyrnidae apresenta animais com a caracteristica
peculiar de terem a cabeca comprimida dorso-ventralmente e expandida lateralmente,
a cabeca-de-martelo. O género Sphyrna Rafinesque, 1810 conta com oito espécies
atualmente validas. Desde 2006, estudos demonstram com evidéncias genéticas
haver uma espécie criptica dentro do género, relacionada com S. lewini. Em 2013,
combinando caracteres meristicos de vértebras pré-caudais e tamanho corporal dos
individuos com caracteres genéticos (regido controle de mtDNA e gene LDHA®G), foi
descrita a espécie criptica S. gilberti. Técnicas de sequenciamento a partir de um
fragmento de DNA, como a utilizagdo do “codigo de barras do DNA” (DNA barcode),
o COlI, permitem a identificacdo e a discriminacdo de espécies. O objetivo deste
estudo € avaliar a possivel presenca de sequéncias no Genbank de individuos de S.
gilberti erroneamente identificados como S. lewini, com a comparacao da topologia de
arvores de gene obtidas para diferentes marcadores moleculares (COI, D-loop e
ITS2). As estratégias de Inferéncia Bayesiana e maxima verossimilhanca (ML) foram
usadas para reconstrucdes filogenéticas e as topologias foram comparadas. Todas as
analises contendo S. lewini e S. gilberti mostram uma relacéo proxima entre elas, que
aparecem sempre como grupos irmaos bem suportados. Em todas as arvores do COl,
um grupo de cinco individuos identificados como S. lewini foi formado com alto
suporte. Esses individuos foram coletados no Oceano Atlantico Ocidental, mais
especificamente na Fl6rida e em Cuba, locais em que ocorre S. gilberti. Devido a
semelhanca topologica entre as arvores de diferentes marcadores, juntamente com o
padrdo geografico semelhante para procedéncia das sequéncias, € possivel inferir
que esses cinco individuos podem ser S. gilberti. Os resultados deste estudo
evidenciam a viabilidade da utilizacdo do DNA barcode como ferramenta para
separacédo de S. lewini e S. gilberti a partir de sequéncias obtidas de bancos de dados.
E esperado que os resultados contribuam com a avaliagcéo de status de ameaca de S.
gilberti, que carece dessa informacéo desde sua descri¢ao.

Palavras-chave: Tubardes-martelo, DNA barcode, COI, espécie criptica, Sphyrna.



Abstract

Elasmobranchs are a group of mostly marine animals that includes sharks and
stingrays, the called cartilaginous fish. The decline of many species, especially large
marine vertebrates, is caused by fishing practices, placing a quarter of all species of
elasmobranch on the IUCN Red List as endangered species. Sphyrnidae presents
animals with the peculiar characteristic of having the head compressed dorso-ventrally
and laterally expanded, the hammerhead. The genus Sphyrna Rafinesque, 1810 has
eight species currently valid. Since 2006, studies with genetic evidence have shown a
cryptic species within the genus, related to S. lewini. In 2013, combining meristic
characters of pre-caudal vertebrae and body size of individuals with genetic traits
(control region of mtDNA and LDHAG6 gene), a cryptic species was described as S.
gilberti. Techniques for sequencing from a DNA fragment, such as the use of the DNA
barcode, the COI, allow the identification and the discrimination of species. The
objective of this study is to evaluate the possible presence of sequences in Genbank
of S. gilberti individuals erroneously identified as S. lewini, comparing the topology of
gene trees obtained for different molecular markers (COI, D-loop and ITS2). The
strategies of Bayesian Inference and maximum likelihood (ML) were used for
phylogenetic reconstructions and the topologies were compared. All analyzes
containing S. lewini and S. gilberti show a close relationship between them, which
always appear as well-supported sibling groups. In all COI trees, a group of five
individuals identified as S. lewini was formed with high support. These individuals were
collected in the Western Atlantic Ocean, more specifically in Florida and Cuba, where
S. gilberti occurs. Due to the topological similarity between the trees of different
markers along with the similar geographical pattern for sequence origin, it is possible
to infer that these five individuals may be S. gilberti. The results of this study show the
viability of using DNA barcode as a tool for separating S. lewini and S. gilberti from
seqguences obtained from databases. Results are expected to contribute with the threat

status assessment of S. gilberti, which lacks this information since its description.
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1. Introducéao

Elasmobranchii € um clado de Chondrichthyes que inclui tubardes e arraias, 0s
chamados peixes cartilaginosos (Compagno, 1977; Kriwet et al., 2009). Os
Condrictios (classe Chondrichthyes) sdo um dos grupos mais antigos e
ecologicamente diversos, realizando controle descendente (top-down) da cadeia
trofica e ocupando importantes funcdes nos ecossistemas aquaticos: os predadores
de topo (Compagno 1990; Stevens et al. 2000; Heithaus et al. 2012). E bem
documentado que a estabilidade das populacfes de predadores de topo é essencial
para garantir a diversidade dos menores niveis tréficos das cadeias alimentares,
podendo trazer consequéncias negativas ao funcionamento do ecossistema se
houver desequilibrio (Meyers et al. 2007; Baum & Worm 2009; D’Agata et al. 2015).

As praticas de pesca vém trazendo o declinio de muitas espécies marinhas,
principalmente de grandes vertebrados como tubarfes, arraias, tartarugas e alguns
mamiferos (Rose et al. 2000; Spotila et al. 2000; Holt et al. 2001; Kraus et al. 2005;
Porch et al. 2006; Dulvy et al. 2014). Os animais com caracteristicas biolégicas de
maturacdo sexual tardia, crescimento lento, baixa fecundidade e comportamento de
agregacado sao especialmente susceptiveis a superexploracdo, tornando tubarbes e
arraias muito sensiveis a sobrepesca (Musick et al. 2000; Baum et al. 2003;
Bornatowski et al. 2014a). Atualmente, um quarto de todas as espécies de
elasmobranquios esté inserido na Lista Vermelha da Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza (IUCN) como espécie ameacada, sendo o abuso dos
estoques pesqueiros a principal causa (Dulvy et al. 2014). Essa quantidade pode
representar uma subestimativa, ja que para quase metade das espécies nao ha dados

suficientes para avaliagdo de seu status (Dulvy et al. 2014).

1.1. Tubardes-martelo

A familia dos tubarbes-martelo (Sphyrnidae) é caracterizada pelo formato da
cabeca em cefalof6lio, a cabeca-de-martelo, comprimida dorso-ventralmente e
expandida lateralmente (Gilbert, 1967; Compagno, 1988). A cabeca nessa

configuracdo conferiu a esses animais excelente capacidade de navegacao,



orientagdo geomagnética, grande manobrabilidade na agua e maior capacidade de
rastreamento das presas (Montgomery & Walker 2001; Kajiura 2002). Os olhos
localizados nas extremidades da cabeca proporcionam uma Visdo estereoscopica,
permitindo olhar em todas as dire¢cdes (Klimley 1993; Compagno 1998; Kajiura 2002;
Kajiura et al. 2003; Meyer et al. 2005). A dieta dos esfirnideos € composta
principalmente de lulas e outros peixes, incluindo arraias e até mesmo tubardes de
sua propria espécie, mas também se alimentam de crustaceos como camardes e
caranguejos (Gilbert 1967; Smale & Cliff 1998; Vaske-Jr et al. 2009; Bornatowski et al.
2014b).

Segundo FishBase (Froese, R. & Pauly, D.), existem nove espécies validas
dentro do género Sphyrna Rafinesque, 1810. S. tudes, S. tiburo, S. corona e S. media
exibem um menor tamanho corporal (CT <150cm) e ocupam um habitat costeiro de
area mais restrita, geralmente de aguas rasas e raramente se afastando da costa
(Compagno 1984, 1998; Cervigon et al. 1992). Ao contrario dessas, outras trés
espécies sao grandes (CT >250 cm) e amplamente distribuidas, ocorrendo tanto em
aguas costeiras quanto em alto mar: S. lewini, S. zygaena e S. mokarran (Gilbert 1967,
Compagno 1984, 1998, 2005; Duncan et al. 2006). S. couardi € uma espécie
intermediaria entre os dois grupos, habitando uma &rea restrita, do Senegal ao Congo,
mas considerada uma espécie grande (CT >250 cm) (Compagno 1984; Afonso et al.
1999). J4 S. gilberti € uma espécie criptica, morfologicamente muito semelhante a S.
lewini, e descrita recentemente (Quattro et al. 2013). Por ser uma espécie pouco
estudada, ndo ha informacdes descritas suficientes para caracterizar sua historia de

vida e sua abrangéncia geografica.

O primeiro registro de uma possivel divergéncia em Sphyrna lewini foi feito por
Gilbert (1967). Este estudo envolveu uma andlise de nove individuos, em que um
anico individuo coletado na Carolina do Sul apresentou um namero total de vértebras
menor do que os demais: 174, enquanto 0s outros oito variaram de 192 a 204
vértebras. A razdo desse niumero menor nao ficou evidente na época. Entretanto,
estudos posteriores de estruturacdo genética de populagbes que envolveram a
utilizacdo de marcadores nucleares e mitocondriais, demonstraram existir uma clara
variacdo genética em S. lewini. Essa diferenca poderia indicar uma espécie criptica
nao-descrita, muito semelhante a S. lewini, ocorrendo no Oceano Atlantico Ocidental
(Abercrombie et al. 2006; Quattro et al. 2006; Zemlak et al. 2009; Naylor et al. 2012).



Em 2012, trés individuos pertencentes a linhagem criptica foram encontrados no oeste
do Atlantico Sul, estendendo sua distribuicdo em mais de 7.000 km (Pinhal et al. 2012),
passando, entdo, a se ter o registro da espécie na Carolina do Sul, Geérgia, Flérida e

Brasil.

Quattro et al. (2013) coletaram 80 individuos juvenis na costa da Carolina do
Sul identificados como S. lewini. As analises genéticas de Quattro et al. (2013)
realizadas corroboraram com as informacdes dos estudos prévios de que haveria
divergéncia genética em S. lewini, com uma linhagem que sofreu especiacao criptica.
Dados morfométricos de contagem de vértebras pré-caudais e tamanho corporal dos
individuos coletados, juntamente com a base genética, foram consistentes para fazer
a separacdo das linhagens em duas espécies: tubarao-martelo-entalhado (S. lewini)
e tubardo-martelo da Carolina (S. gilberti). S. gilberti com um numero de vértebras
menor (83-87 pré-caudais) que S. lewini (92-99 pré-caudais), apontando que o
espécime anbmalo encontrado por Gilbert (1967) seria, na realidade, o primeiro
registro de S. gilberti.

1.2. DNA barcode como ferramenta para identificacdo de espécies

Os dados de sequéncia de DNA fornecem um grande volume de informagéo e
se tornaram mais acessiveis com o0 avan¢o das técnicas de sequenciamento e a
criacdo de bancos de dados. O “cédigo de barras do DNA” (DNA barcode) tem
discriminado com sucesso muitas espécies de tubarées no mundo todo, contribuindo
para a fiscalizagdo no mercado de pesca (Ward et al. 2005; Pavan-Kumar et al. 2013;
Almerdn-Souza et al. 2018; Feitosa et al. 2018; Sarmiento-Camacho & Valdez-Moreno
2018). A técnica a partir do DNA barcode consiste na identificacdo de espécies a partir
de um fragmento de DNA de uma regido padrdao do genoma, tecnicamente
compartilhado pelos individuos de uma mesma espécie (Hebert et al. 2003a, 2003b).
A divergéncia genética intraespecifica €, na maioria dos casos, menor do que a
divergéncia genética interespecifica, tornando a abordagem objetiva na identificagéo

de taxons (Meyer & Paulay 2005).

As espécies S. lewini e S. gilberti ndo apresentam atributos diagnosticos na

morfologia externa para diferenciagdo das duas espécies, sendo inviavel a



identificacdo em campo. A separacdo delas foi baseada, além de caracteres
morfolégicos, em andlises genéticas envolvendo regido controle de mtDNA e alelos
do gene LDHAG. E necessario o maior refinamento possivel quanto as informacées
genéticas que distinguem as duas espécies. Desta forma, o presente estudo tem por
objetivo comparar a topologia de arvores de gene obtidas para diferentes marcadores
moleculares (COI, D-loop e ITS2) disponiveis no GenBank sob os nomes de S. lewini
e avaliar se pode haver individuos de S. gilberti erroneamente classificados como S.
lewini para o COl, j& que esse é o marcador mais utilizado em estudos de identificacéo

molecular através do DNA barcode.

2. Metodologia

As sequéncias de DNA de oito espécies de Sphyrna de dois marcadores
mitocondriais: citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl) e regido controle (D-loop); e
um marcador nuclear: o espacador ribossomal interno transcrito 2 (ITS2) foram
extraidas do Genbank (numeros de acesso no material suplementar S1). N&o
constavam sequéncias nominais de S. couardi, por iSso a espécie ndo consta nas
analises. Para S. corona, S. gilberti e S. media nédo foram encontradas sequéncias de
COl depositadas. O alinhamento das sequéncias foi feito com MUSCLE (Edgar 2004)
no programa MEGA v.7.0.26 (Kumar et al. 2016) e edi¢ao das sequéncias foi feita no
programa BioEdit v.7.0.5.3 (Hall 1999). Sequéncias com tamanho reduzido néo foram
utilizadas, com critério de minimo de 400 pb, 300 pb e 600 pb, para COI, Regiédo
Controle e ITS, respectivamente.

O programa DnaSP v.6.12.03 (Ramos-Onsis & Sanchez-Gracia 2017) foi
utilizado para reconhecimento de haplotipos e identificacdo de sequéncias idénticas,
gue foram excluidas das analises. Cinco sequéncias de cada uma das espécies que
nao eram foco do estudo, dos trés marcadores, foram escolhidas aleatoriamente
(nimeros de acesso no material suplementar S2), o restante das sequéncias foi
removido das andlises. O Unico banco de sequéncias utilizado integralmente foi das
espécies S. gilberti e S. lewini. Foram mantidas 400 sequéncias para o marcador COI
(S. lewini: 380; S. mokarran: 5; S. tiburo: 5; S.tudes: 5; S.zygaena: 5), 94 sequéncias
para D-loop (S. corona: 1; S. gilberti: 6; S. lewini: 66; S. media: 1; S. mokarran: 5; S.



tiburo: 5; S.tudes: 5; S. zygaena:5) e 23 sequéncias para ITS2 (S. corona: 1; S. gilberti:
4; S. lewini: 8; S. media: 1; S. mokarran: 2; S. tiburo: 2; S.tudes: 2; S.zygaena: 3).

Os melhores modelos evolutivos para cada marcador molecular foram
determinados no médulo de selecdo de modelo por méaxima verossimilhanca
(maximum likelihood, ML) no MEGA v.7.0.26 (Kumar et al. 2016). Para o COlI, foi
selecionado o modelo Kimura-2-parametros com distribuicdo gama (K2+G); para o D-
loop, modelo Hasegawa—Kishono—Yano com distribuicdo gama e sitios invariantes

(HKY+G+I); e para 0 ITS2, o modelo Hasegawa—Kishono—-Yano simples (HKY).

Duas estratégias para reconstrucdo filogenética foram usadas: Inferéncia
Bayesiana e ML. As arvores de Inferéncia Bayesiana para cada marcador foram
estimadas no programa BEAST v.2.5.2 (Bouckaert et al. 2019), com os modelos
anteriormente citados, assumindo também para todas as analises frequéncia de base
empirica, relégio molecular estrito e 0 modelo Yule de especia¢do. Foram executados
100.000.000 passos de cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC), amostrando a cada
5.000 passos e descartando os 10% primeiros passos como burnin. A suficiéncia da
amostragem foi determinada no programa Tracer 1.5 (Rambaut et al. 2018) usando

como critérios valores de tamanho amostral efetivo (ESS) >200.

As éarvores de ML para cada marcador foram estimadas no programa MEGA
v.7.0.26 (Kumar et al. 2016) com 1.000 replicacdes de bootstraps e filtro de troca de
ramificacdo muito fraco. COI com 4 categorias gama; D-loop com 4 categorias gama
e proporcao de sitios invariante estimada. Arvores de méaxima verossimilhanca foram
estimadas, também, no RAXML v.0.6.0 (Stamatakis 2014) com modelo nao
particionado, frequéncias de bases empiricas e “bootstopping cutoff’ com valor 0,03.
COl utilizando 4 categorias gama; D-loop 4 categorias gama e propor¢cdo de sitios

Invariante estimada.

3. Resultados

3.1. Arvores filogenéticas — espacador ribossomal interno transcrito 2
(ITS2)



As analises obtiveram a mesma configuracao de arvore para a relacéo de todas

as espécies. S. lewini e S. gilberti aparecem como grupos irmaos com alto suporte e

sem subclados com alto valor de suporte.
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Figura 1. Arvore de Inferéncia Bayesiana para o marcador molecular ITS2. Os valores acima dos nds

representam a probabilidade posterior de cada clado.
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Figura 2. Arvore de ML para o marcador molecular ITS2 obtida no programa MEGA?7. A confianca dos

agrupamentos foi estimada com 1000 replicacdes de bootstrap. Apenas valores de bootstrap acima de

70% estéo representados.



3.2. Arvores filogenéticas — regido controle (D-loop)

As duas arvores apresentaram um bom suporte com relacéo a S. gilberti como

grupo irmédo de S. lewini, que foi dividido em trés subclados.

S. lewini 1 (Atlantico, indico e Pacifico)

S. lewini 2 (Atlantico, indico e Pacifico)
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Figura 3. Arvore de Inferéncia Bayesiana para o marcador molecular D-loop. Os valores acima dos nés

representam a probabilidade posterior de cada clado.
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Figura 4. Arvore de ML para o marcador molecular D-loop obtida no programa MEGA7. A confianca
dos agrupamentos foi estimada com 1000 replica¢ces de bootstrap. Apenas valores de bootstrap acima

de 70% estédo representados.



3.3. Arvores filogenéticas — citocromo c oxidase | (COIl)

As duas arvores encontradas apresentam a topologia muito semelhante, com
S. lewini formando trés clados distintos e dois individuos (S. lewini MH243108 e S.
lewini MH243124) de Singapura formando um grupo separado. Um terceiro grupo com
cinco individuos (S. lewini FJ519393-S. lewini FJ519395; S. lewini FJ519451; S. lewini

FJ519635), representado pela cor roxa, foi formado com alto valor de suporte.
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Figura 5. Arvore de Inferéncia Bayesiana para o marcador molecular COIl. Os valores acima dos nds

representam a probabilidade posterior de cada clado.



94 <<S. lewini 1 (Atléntico, Indico e Pacifico)

I S. lewini MH243108 (Singapura)
S. lewini MH243124 (Singapura)

L——S lewini 2 (Indo-Pacifico)
Ll S. lewini FJ519635 (Fl6rida)
S. lewini FJ519451 (Cuba)
S. lewini FJ519395 (Flérida)
S. lewini FJ519394 (Flérida)
S. lewini FJ519393 (Flé6rida)

100 :< S. mokarran

100

| 99 I 100 S. tiburo
&( |S tudes
0.01

Figura 6. Arvore de ML para o marcador molecular COI obtida no programa MEGA7. A confianca dos
agrupamentos foi estimada com 1000 replicacdes de bootstrap. Apenas valores de bootstrap acima de

70% estéao representados.

4. Discussao

Todas as analises contendo S. lewini e S. gilberti mostram uma relagéo proxima

entre elas, que aparecem como grupos irmaos bem suportados em todas elas.

A éarvore de Inferéncia Bayesiana do D-loop e a arvore de ML demonstraram
haver um bom suporte para a subdivisdo de S. lewini em trés subclados distintos (S.
lewini 1, S. lewini 2 e S. lewini 3), tendo S. gilberti como grupo irmé&o. As arvores de
ITS2 apresentam a mesma configuracao para todas as espécies. As espécies S. lewini
e S. gilberti aparecem como grupos irmaos com alto suporte e sem formacao de

subclados.

Para as arvores do COI os posicionamentos dos taxons sdo consistentes, com
trés subclados de Sphyrna lewini bem definidos, sendo que dois individuos (S. lewini
MH243108 e S. lewini MH243124) ndo agrupam com os demais, permanecendo como
grupos irmaos de “S. lewini 1”. Um dos trés subclados foi formado consistentemente
por cinco individuos (S. lewini FJ519393; S. lewini FJ519394; S. lewini FJ519395; S.

lewini FJ519451; S. lewini 519635), representando a linhagem irma dos demais S.



lewini com alto grau de confiabilidade. Para as demais espécies, a topologia segue

semelhante, mas com algumas discrepancias quanto a disposic¢éo filogenética.

Em todas as arvores do COI, um grupo de cinco individuos (S. lewini FJ519393;
S. lewini FJ519394; S. lewini FJ519395; S. lewini FJ519451; S. lewini FJ519635),
representado pela cor roxa nas figuras 5 e 6, foi formado com alto suporte. Esses
individuos foram coletados no Oceano Atlantico Ocidental, mais especificamente na
Flérida e em Cuba, locais em que ocorre S. gilberti. Devido & semelhanca topologica
entre as arvores de diferentes marcadores, juntamente com o padrdo geografico
semelhante para procedéncia das sequéncias, € razoavel inferir que esses cinco

individuos podem ser, na realidade, S. gilberti.

Nossos resultados também corroboram as inferéncias de Quattro et al. (2006)
de que ha uma linhagem de S. lewini caracteristica e exclusiva da regido do Indo-
Pacifico, sendo referido no presente trabalho como “S. lewini 2”. Porém, nossos
resultados sugerem que a linhagem “S. lewini 1” tem ampla abrangéncia geografica,
sendo encontrada nos Oceanos Atlantico, indico e Pacifico, discordando de Quattro
et al. (2006), que propuseram uma ocorréncia exclusivamente Atlantica para essa

linhagem.

Uma possibilidade para a discrepancia entre os resultados, é de que Quattro et
al. (2006) analisaram apenas 73 sequéncias de COI de S. lewini, enquanto neste
trabalho a analise foi feita com 380 sequéncias, possibilitando perceber a maior
abrangéncia geografica da linhagem “S. lewini 1”.

7

Como S. gilberti € uma espécie recentemente descrita, sua abrangéncia
geografica ndo é ainda bem definida. No entanto, estudos prévios evidenciam a
ocorréncia da espécie no Atlantico Ocidental nas seguintes localidades: Carolina do
Sul, Georgia, Florida e sudeste do Brasil (Abercrombie et al. 2006; Quattro et al. 2006;
Zemlak et al. 2009; Naylor et al. 2012; Pinhal et al. 2012).

Devido ao fato de S. lewini e S. gilberti compartilharem o mesmo nicho espacial,
vivendo de maneira simpatrica no Atlantico Ocidental, e serem muito semelhantes
morfologicamente, sendo diferenciadas apenas pelo nimero de vértebras, a um
primeiro momento pode-se pensar que estas duas espécies deveriam, em verdade,

ser consideradas apenas uma. Todavia, neste estudo, a diferenciacdo dessas duas



espécies € corroborada através do alto grau de confianca apresentado nas arvores
filogenéticas do COI.

As arvores filogenéticas, de modo geral, ndo sao discrepantes quanto a
classificagdo e taxonomia do género Sphyrna, portanto ndo seria coerente propor
qualquer alteragdo a respeito disso. Entretanto, sugerimos que os cinco individuos de
Sphyrna lewini (S. lewini FJ519393; S. lewini FJ51934; S. lewini FJ519395; S. lewini
FJ519451; S. lewini FJ519635) que formam um clado separado e com alta
coalescéncia nas arvores do COI, tenham sua classificacdo taxonémica corrigida para

Sphyrna gilberti.

4.1. Impacto da pesca e importancia dos planos de manejo

As populacdes de S. lewini sofreram grande reducdo mundial como resultado
da sobrepesca, tanto pesca direcionada quanto pesca por “bycatch” (pesca incidental)
(Compagno 2005; Hayes et al. 2009; Ferrete et al. 2019). Segundo a Lista Vermelha
de espécies ameagadas da IUCN, S. lewini estd ameacada de extincdo (EN), sendo
particularmente sensivel a sobrepesca e com tendéncia a superexploracdo. Além da
sua maturacéo tardia (9-15 anos), os animais se agregam em locais previsiveis para
procriacdo, ocasionalmente em centenas de individuos, tornando a captura desses
animais facil e em grande quantidade (Klimley & Nelson 1981, 1984; Compagno 1984;
Klimley & Butler 1988; Castro 1993; Simpfendorfer & Milward 1993; Cortés 2000;
Ketchum et al. 2014; Salinas de Ledn et al. 2016).

Duas avaliagdes de S. lewini nos Estados Unidos estimam ter ocorrido um
declinio de 70-83% na abundancia da espécie desde 1981 (Hayes et al. 2009; Jiao et
al. 2009), com a estimativa de que a quantidade atual seja 17% do que era em 1981
(Hayes et al. 2009). Devemos levar em consideragao que no momento desses estudos
S. gilberti ndo era reconhecida como espécie a parte, provavelmente tornando tais
estimativas pouco acuradas, superestimando o tamanho das populacdes de S. lewini.
Apesar de S. lewini estar classificada como ameagada de extingdo, S. gilberti
permanece sem planos de manejo e conservacao, com informacdes insuficientes para
avaliacdo de status da espécie. Segundo relatorio da Convencédo sobre Comércio

Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extincdo



(CITES) de 2018, S. gilberti segue como “nao avaliado” devido a recente descri¢cao da
espécie e ao fato de ndo poder ser visualmente diferenciada de S. lewini sem a
contagem das vértebras pré-caudais. Com a diferenciacédo do status de ameaca e a
similaridade morfolégica, os planos de manejo de S. lewini provavelmente estdo sendo
aplicados a S. gilberti. Isso é preocupante, porque apesar de haver semelhancas entre
elas, cada espécie apresenta uma capacidade natural e diferente de resiliéncia para
responder a pressao da sobrepesca (Musick et al. 2000; Cortés 2002).

4.2. Importancia dos bancos de dados

E incontestavel a relevancia de um banco de dados confiavel e de referéncia
para estudos genéticos. Com informacfes atualizadas e mostrando sequéncias com
identificacdo correta, € possivel estudar suas distribuicbes, fazer estudos
populacionais, pensar em manejos especificos para conservacao desses animais e
até mesmo para pensar em maior fiscalizacdo do mercado de pesca. E preciso que
seja informada a localizacéo da coleta para que haja contextualizacdo do individuo no
ambiente, algumas das sequéncias estdo desprovidas dessa informagéo, tornando

invidveis alguns estudos que exijam esse dado.

5. Concluséo

As andlises do trabalho evidenciam a viabilidade da utilizacdo do DNA barcode
como ferramenta para separacdo de S. lewini e S. gilberti a partir de sequéncias
obtidas de bancos de dados. A possibilidade da identificacdo das sequéncias, em
conjunto com o contexto geografico dos individuos, pode auxiliar na avaliagdo do
status de ameaca de S. gilberti, que permanece sem os devidos cuidados desde a

descricdo da espécie.

Mais estudos sobre as caracteristicas biologicas e populacionais de S. gilberti
sdao fundamentais para que haja informagbes suficientes para, se for o caso,

implementacéo de planos de manejo e conservacao da espécie.
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7. Material Suplementar
7.1. Material Suplementar S1: Numeros de acesso do GenBank — sequéncias

utilizadas para alinhamento

Espécies Locus | Niomeros de Acesso no Genbank
Sphyrna corona D-loop GU385319.
ITS2 GU385343.
Sphyrna gilberti D-loop JF899230-JF899232; KC107827; KY315826; KY315827;
ITS2 AY864857; JF899233-JF899235.
Sphyrna lewini COl DQ885056; DQ885057; DQ885126; DQ885127; EU399011; EU399013; EU399014;

FJ237951-FJ237956; FJ519373-FJ519458; FJ519587; FJ519635-FJ519637,
GU440527; HQ171735-HQ171776; HQ589298; JF494559-JF494561; JQ365581-
JQ365585; KC175447; KF009669; KF461241; KF590254; KF590255; KF590271-
KF590276; KF590305; KF590315; KF590317-KF590323; KF590327; KF590347,
KF590348; KF590358; KF590359; KF590394; KF590431; KF590449-KF590455;
KF606775; KF606791; KF606820 KF606831; KF606853; KF793729; KF793739-
KF793742; KF793753; KF793757;, KF899746-KF899751; KJ475206; KM396950;
KM973194; KM973195-KM973197; KP177233-KP177307, KP719451-
KP719773,KP856768; KP856769; KU366619; LC422406-LC422410, MF508688-
MF508692; MF686583; MG594042; MG594046; MG594052; MG594053;
MG644286, MG644321;, MG644330; MG644331;, MG703546-MG703559;
MG816735, MG837998-MG838000; MH230949; MH235722; MH235723;
MH243101; MH243108; MH243124; MH243126; MH243128; MH243141,
MH243147; MH243148; MH429288; MH429289; MH841996; MH842009;
MH911299-MH911303.

D-|00p DQ168917-DQ168920; DQ438148-DQ438172; FJ161690; GU014384-GU014391;
GU385318; HQ916311; HQ916312; IN543266-JN543270; KC107826; KM922592-
KM922595; KR232952-KR232956; KU942394-KU942398; KY315828-KY315830;

MK173053.
ITS2 AY858051; AY858052; JF899237-JF899241; MK079241.
Sphyrna media D-loop GU385317.
ITS2 GU385342.
Sphyrna mokarran COl EU399015-EU399017; FJ519459-FJ519488; FJ519638-FJ519641; JN989316;

KM396934; KM973189-KM973193; KP177308-KP177317; KP193257; MF508693,;
MF686574; MG644357; MG644362; MH911047-MH911049.

D-loop DQ168925; GU385315; MF158864-MF158961.
ITS2 AY860837; AY860838.
Sphyrna tiburo col FJ519284-FJ519287, FJ519489-FJ519523; FJ519642-FJ519645; KF461242;
KP719774; MG838001; MH911304-MH911314.
D-loop DQ168923; DQ168924; GU385313; KM987020- KM987112; KT031755-KT031798;
MH603122-MH603131.
ITS2 GU385340; JF899242.
Sphyrna tudes col FJ519524; MF686572; MH911315-MH911330.
D-loop GU385316; KC463748-KC463751.
ITS2 GU385341; JF899243.
Sphyrna zygaena col EU399018; FJ519525-FJ519544; FJ519588; HM909793; JF494563-JF494565;

KF590243; KF590346; KF590430; KF590432; KF590433; KF606765; KF606766;
KF899752-KF899757; KJ146045; KP177224-KP177232; KP193202; KP193220;
KP193242; KP193256; KP193263; KP193278; KP193292; KP193302; KP193305;
KP193316; KP193333; KP193343; KP193355; KP193356; KP193360; KP193361;
KP193397; KP193404; KP193417; KP193426; KP193444; KP719454-KP719458;
MF508694; MG644369-MG703561; MH194422; MH194471-MH194475;
MH194487; MH194504.

D-loop | GU385314; KC431824-KC431828.

ITS2 AY860839; AY860840; MK079242.




7.2. Material Suplementar S2: Numeros de acesso do GenBank — sequéncias

mantidas para construcao das arvores filogenéticas

Espécies Locus | Niomeros de Acesso no Genbank
Sphyrna corona D-loop GU385319.
ITS2 GU385343.
Sphyrna gilberti D-loop JF899230-JF899232; KC107827; KY315826; KY315827;
ITS2 AY864857; JF899233-JF899235.
Sphyrna lewini COIl DQ885056; DQ885057; DQ885126; DQ885127; EU399011; EU399013; EU399014;

FJ237951-FJ237956; FJ519373-FJ519458; FJ519587; FJ519635-FJ519637,;
GU440527; HQ171735-HQ171776; HQ589298; JF494559-JF494561; JQ365581-
JQ365585; KC175447; KF009669; KF461241; KF590254; KF590255; KF590271-
KF590276; KF590305; KF590315; KF590317-KF590323; KF590327; KF590347,
KF590348; KF590358; KF590359; KF590394; KF590431; KF590449-KF590455;
KF606775; KF606791; KF606820 KF606831; KF606853; KF793729; KF793739-
KF793742; KF793753; KF793757;, KF899746-KF899751; KJ475206; KM396950;
KM973194; KM973195-KM973197; KP177233-KP177307, KP719451-
KP719773,KP856768; KP856769; KU366619; LC422406-LC422410, MF508688-
MF508692; MF686583; MG594042; MG594046; MG594052; MG594053,;
MG644286; MG644321;, MG644330; MG644331; MG703546-MG703559;
MG816735;, MG837998-MG838000; MH230949; MH235722; MH235723;
MH243101; MH243108; MH243124; MH243126; MH243128; MH243141,
MH243147; MH243148; MH429288; MH429289; MH841996, MH842009;
MH911299-MH911303.

D-|00p DQ168917-DQ168920; DQ438148-DQ438172; FJ161690; GU014384-GU014391;
GU385318; HQ916311; HQ916312; IN543266-JN543270; KC107826; KM922592-
KM922595; KR232952-KR232956; KU942394-KU942398; KY315828-KY315830;

MK173053.

ITS2 AY858051; AY858052; JF899237-JF899241; MK079241.

Sphyrna media D-loop GU385317.
ITS2 GU385342.

Sphyrna mokarran COIl EU399017; KM973190; KP177312; KP193257; MF686574; MH911049.
D-loop DQ168925; MF158872; MF158887; MF158900; MF158960.
ITS2 AY860837; AY860838.

Sphyrna tiburo CoOl FJ519284; F1519506; KP719774; MH911313; MH911314.
D-|OOp DQ168924; GU385313; KM987022; KT031763; MH603130.
ITS2 GU385340; JF899242.

Sphyrna tudes COIl FJ519524; MF686572; MH911315; MH911316; MH911330.
D-loop GU385316; KCA463748-KC463751.
ITS2 GU385341; JF899243.

Sphyrna zygaena COl FJ519540; HM909793; KF590432; KF606765; MF508694.
D-lOOp GU385314; KC431825-KC431828.

ITS2 AYB860839; AY860840; MK079242.




