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RESUMO

O tubarao-mako (Isurus oxyrinchus) ¢ um predador peladgico muito ativo, de habito
oceanico-costeiro. A espécie ¢ comumente capturada por frotas industriais de pescaria de
espinhel e muito visada na pesca esportiva. Também pode ser capturada mais proxima da
costa por pescarias artesanais. A espécie encontra-se classificada como “Em Perigo” pela
Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) e ¢ categorizada como
“Criticamente em Perigo” na Lista Nacional de Espécies Ameacadas de Extingdo por conta
dos preocupantes declinios populacionais nos ultimos anos e a continua sobre-explotacao
em varias regides do planeta. Perante este cenario critico, sdo essenciais estudos sobre as
caracteristicas biologicas e ecologicas desta espécie, assim como suas respostas as agoes
antropicas desde o nivel de individuos até o nivel populacional, em diferentes escalas
temporais. Tendo isto em mente, o presente trabalho buscou, através da utilizacdo de
ferramentas fisioldgicas e genéticas, elucidar algumas destas questdes. Para isso, o capitulo
1 desta dissertacdo analisou as concentra¢des ¢ correlacdes de marcadores de estresse e
energéticos em individuos de 1. oxyrinchus mortos capturados em rede de emalhe no litoral
do Parana. Os resultados mostraram valores elevados para a maioria dos marcadores, bem
como algumas correlacdes interessantes. Também, somados as comparagdes realizadas,
concluiu-se que a rede de emalhe ¢ um método de captura potencialmente letal para a
espécie. J4 o capitulo 2 efetuou analises de variabilidade genética e filogeografia,
utilizando o gene citocromo oxidase subunidade I (COI), de amostras de diversos paises e
regides do globo de /. oxyrinchus publicadas em banco de dados, com o intuito de avaliar
a diversidade genética e a estruturagdo populacional a nivel global da espécie. Foi
verificado que a diversidade genética da espécie, mundialmente, é relativamente alta e nao
ha, aparentemente, estruturagdo populacional. Trata-se de uma unica populacao
homogeneizada e com fluxo génico entre si. No entanto, algumas regides podem, por
algum fator, estar presenciando o inicio de um processo de estruturacdo. Assim sendo, este
trabalho demonstra que ¢ vital a elaboracdo de medidas mitigatorias efetivas para as
diversas modalidades de pesca que afetam esta espécie e a necessidade de um manejo
colaborativo internacional adequado, bem como esfor¢os significativos regionais e locais

para a conservacdo desta tdo explorada espécie.

Palavras-chave: conservacdo; panmixia; fisiologia; pesca; estresse de captura.



ABSTRACT

The shortfin-mako shark (Isurus oxyrinchus) is a highly active pelagic predator with an
oceanic-coastal habitat. This species is frequently caught by industrial longline fisheries and is
also a popular target for sport fishing. It can also be captured by artisanal fisheries closer to the
coast. The International Union for Conservation of Nature (IUCN) has classified the species as
"Endangered," while Brazil's National List of Endangered Species categorizes it as "Critically
Endangered" due to alarming population declines in recent years and ongoing overexploitation in
various regions of the world. Given this critical situation, it is necessary to conduct studies on the
biological and ecological characteristics of this species, including its responses to human-induced
changes at both the individual and population levels over different time scales. With this in mind,
the objective of this study was to use physiological and genetic tools to shed light on some of
these questions. Chapter 1 of this dissertation analyzed the concentrations and correlations of
stress and energetic markers in deceased individuals of I oxyrinchus captured in gillnets off the
coast of Parana. The results revealed elevated values for most of the markers and highlighted
some interesting correlations. Additionally, it was concluded that gill nets pose a significant
threat to the species, as evidenced by the lethal capture rates. In Chapter 2, we conducted
analyses of genetic variability and phylogeography using the cytochrome oxidase subunit I (COI)
gene. We examined I oxyrinchus samples from different countries and regions worldwide,
utilizing data from a published database. The aim was to evaluate the genetic diversity and global
population structure of the species. The findings indicated relatively high genetic diversity
throughout the species' range, suggesting a single, homogenized population with gene flow.
However, certain regions may be showing signs of an incipient structuring process. These results
underscore the need for effective mitigation measures across various fishing methods impacting
this species, as well as the importance of international collaborative management and concerted
regional and local efforts for its conservation. Overall, this work highlights the urgency of
addressing the conservation of this heavily exploited species through comprehensive measures,
while emphasizing the significance of international cooperation and regional/local conservation

initiatives.

Keywords: conservation; panmixia; physiology; fisheries; capture stress.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ELASMOBRANQUIOS E A PESCA COMERCIAL

A classe dos Chondrichthyes, também chamados de peixes cartilaginosos, tém como
principal carateristica um esqueleto formado por cartilagem, diferenciando-se dos demais peixes e
vertebrados. Dentro desta classe, ha uma divisao em duas subclasses: Holocephali, grupo composto
pelas quimeras, ¢ Elasmobranchii, formada pelos tubardes e raias. Dentro dos elasmobranquios
(membros da subclasse Elasmobranchii), os tubardes (Selachii) se diferem das raias por
apresentarem, em sua maioria, um corpo cilindrico ou “em formato de torpedo” (alguns grupos
porém, de menor nmimero, podem apresentar um corpo achatado dorso-ventralmente como por
exemplos os animais da ordem Squatiniformes), com a presenca de 5 a 7 aberturas branquiais nas
laterais da cabega e nadadeiras peitorais ndo fusionadas a cabeca, como ¢ caracteristico das raias.
Existem aproximadamente 536 espécies de tubardes descritas, distribuidas em nove ordens:
Hexanchiformes, Echinorhiniformes, Squaliformes, Pristiophoriformes, Squatiniformes,
Heterodontiformes, Orectolobiformes, Lamniformes ¢ Carcharhiniformes (Ebert et al., 2021).

Os Condrictes (tubardes, raias e quimeras) sdo o segundo grupo de vertebrados mais
ameacado globalmente (Hoffmann et al., 2010), atrds somente dos anfibios. Atualmente, 391
(37,5%) das espécies do grupo se enquadram em algum grau de ameaca segundo a Unido
Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN) (Dulvy et al., 2021). A maior ameaga a esses
animais ¢ a sobrepesca, seja ela direcionada ou incidental, e espécies costeiras sofrem uma
exposi¢ao maior a pesca e perda de habitat. Aliado a sobrepesca, outro fator que pode acarretar
diminui¢do dos estoques sdo as caracteristicas biologicas K-estrategistas, que tornam estes animais
mais vulnerdveis para os efeitos destas ameacas, resultando assim, em severas redugdes
populacionais para muitas espécies nas Ultimas décadas (Stevens et al.,, 2000; Dulvy et al., 2014;
2021).

Desde 1970, a abundéancia global de tubardes oceanicos diminuiu mais de 70% devido a um
aumento de 18 vezes da pressdo pesqueira nestes estoques. Tal pressdo resultou em um cenario
onde mais de 75% das espécies pelagicas de elasmobranquios sdao atualmente listadas em alguma
categoria de ameacga de extingdo (Pacoureau et al., 2021). Apesar dos avancos na conservacao de
espécies pelagicas em anos recentes, muitos dos paises que exploram estes animais possuem poucas
ou nenhuma medida para manejar de forma eficiente seus estoques (Davidson et al., 2016). Além

disso, esforgos do setor pesqueiro em propor a exploragdo sustentavel de tubardes pelagicos foram
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insuficientes, indicando uma dificuldade em garantir a recuperagdo das populagdes afetadas (Dulvy
et al., 2008).

No Oceano Atlantico Sul, Barreto et al. (2016) analisaram os registros da atividade
pesqueira industrial entre 1979 e 2012, sendo constatado um aumento substancial nas capturas da
maioria das espécies de tubardes no periodo de 1979 a 1997. Um aumento nas capturas de oito
vezes foi observado para o tubardo-mako (Isurus oxyrinchus (Rafinesque, 1810)) neste periodo.
Entre 1998 e 2007, todas as espécies, exceto o tubardo-raposa (Alopias superciliosus, Lowe, 1841)
apresentaram um declinio na sua captura. A redugdo mais expressiva foi para o tubardo-lombo-
preto (Carcharhinus falciformis (Bibron, 1839)), cerca de 90% em comparacdo ao periodo anterior.
No caso de I oxyrinchus, a reducdo foi de aproximadamente 55%. No periodo final considerado
pelos autores (2008 a 2010), houve um novo aumento nas capturas para a maioria das espécies
analisadas, porém significativamente menos expressivo. Por exemplo, para [I. oxyrinchus, este
aumento foi de apenas cerca de 1,3%. Tomados juntos, os resultados coincidem com a enorme
expansdo da exploracdo pesqueira na regido e, possivelmente, indicam um declinio populacional
acentuado para os tubardes pelagicos na regido (Barreto et al., 2016).

A pesca de elasmobranquios oceanicos ¢ realizada majoritariamente por frotas industriais
(Pacoureau et al., 2021), que, teoricamente, por legislacdo, devem fornecer informagdes sobre as
espécies e volumes capturados (Bornatowski et al., 2018). O manejo pesqueiro em mar aberto ¢
gerenciado pelas organizagdes regionais de gestdo de pesca, com foco nos atuns e mais
recentemente nos tubardes. Apesar da importancia destas agéncias de controle, os limites de pesca
para tubardes de importancia comercial tém sido amplamente inadequados no que diz respeito ao
adequamento aos dados cientificos disponiveis (Pacoureau et al.,, 2021). Desta forma, o manejo
pesqueiro de tubardes pelagicos ¢ problematico, considerando a falta de legislacdo adequada, bem
como a adesdo por parte das frotas as recomendacdes propostas. A situagdo ¢ ainda mais delicada
para espécies costeiras que sdao capturadas por embarcacdes de pequeno e médio porte,
principalmente artesanais. Visto que dados de desembarques artesanais sdo raros ou inexistentes,
tendéncia de declinios populacionais e taxas de captura representam uma lacuna de conhecimento
que dificulta ou até mesmo impossibilita 0o manejo dos estoques explorados por estas modalidades

de pesca (Bornatowski et al., 2018).

1.2 CARACTERIZACAO DA PESCA ARTESANAL DO PARANA

No Brasil, a pesca de pequena escala possui grande importancia socioecondmica, gerando

renda para milhdes de brasileiros (Vasconcellos et al., 2011). A zona costeira do estado do Parana
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tem seu desenvolvimento significativamente relacionado as praticas pesqueiras mais rudimentares
(Noernberg et al., 2008; Afonso & Chaves, 2021). O litoral paranaense (Figura 1) é composto por
uma costa de aproximadamente 105 quilometros de extensdo, configurando um dos menores litorais
da costa brasileira (Noernberg et al., 2008; Andriguetto-Filho et al., 2009). Ainda assim, sdo cerca
de 70 comunidades pesqueiras paranaenses que atuam na regido (Noernberg et al., 2008; Afonso &
Chaves, 2021), além de embarcagdes industriais e frotas artesanais oriundas dos estados vizinhos
(Costa & Chaves, 2006; Andriguetto-Filho et al., 2009; Chaves et al., 2019; Afonso & Chaves,
2021).

Na cidade de Matinhos, localiza-se uma das maiores comunidades de pescadores comerciais
do estado (Chaves et al., 2019). A comunidade é composta inteiramente por pescadores artesanais,
cujas principais atividades sdo a pesca de arrasto visando a captura de camardes ¢ a pesca utilizando
redes de emalhe, direcionada para teledsteos e alguns elasmobranquios (Andriguetto-Filho et al.,
2009). Tais artes tendem a variar a espécie-alvo de forma sazonal e, na pesca de emalhe
especificamente, diferentes técnicas bem como tamanhos de malha sdo empregados (Costa &
Chaves, 2006; Robert, 2012; Chaves et al., 2019). Na regido, os elasmobranquios sdo capturados
tanto de forma direcionada como acidentalmente (Robert, 2012), sendo os tubardes
majoritariamente capturados em redes emalhe de superficie, e secundariamente em redes de fundo

(Robert, 2012).
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Figura 1. Localizag@o do estado do Parand no Brasil (verde). Em destaque, o litoral do estado (vermelho) e o local

onde as amostras utilizadas no capitulo 1 foram obtidas (tridngulo preto).

Apesar do volume de captura inferior quando em comparacdo aos peixes 0sseos, a
quantidade de elasmobranquios capturados, tanto em numero quanto em biomassa, ¢ significativa,
como o registrado por Chaves et al. (2019), onde num periodo de 12 meses foram desembarcados
cerca de 4941 individuos, totalizando mais de 6 toneladas. Além disso, muitos dos individuos
capturados sdo neonatos e juvenis, afetando drasticamente o recrutamento nas populagdes na regido
(Costa & Chaves, 2006; Chaves et al., 2019). Paiva (1997, apud Costa & Chaves, 2006), comenta
que, ja nas décadas de 80 e 90, os elasmobranquios representavam uma por¢do significativa das
espécies capturadas pela pesca artesanal paranaense. Chaves et al. (2019) relataram para o periodo
de 12 meses de duragdo de seu estudo, 3,68 toneladas desembarcadas, representando cerca de 2508
tubardes capturados. Apesar da variacao sazonal e das espécies capturadas, Costa & Chaves (2006)
também constataram que os elasmobranquios capturados eram predominantemente individuos

pequenos ou que ainda nao tinham atingido a maturidade sexual.

1.3 O TUBARAO-MAKO (ISURUS OXYRUNCHUS)

A ordem Lamniformes ¢ composta por 8 familias e 15 espécies de tubardes (Ebert et al.,
2021). O tubardo-mako (Isurus oxyrinchus) (Figura 2) pertence a esta ordem e a familia Lamnidae,
conhecida por sua endotermia regional, especialmente nos musculos longitudinais ligados a
movimentacao, situados mais ao centro do dorso, proximo a coluna vertebral (Abel & Grubbs,
2020). Uma irrigacdo sanguinea em contracorrente chamada retia mirabilia, permite que a
musculatura se aquega e nao perca calor para o meio tao facilmente (Abel & Grubbs, 2020; Ebert
et al., 2021). Este tipo de endotermia também ocorre no cranio e nas visceras do animal. Send o
assim, estes animais possuem uma série de adaptacdes fisiologicas que lhes conferem grande
poténcia natatoria, também permitindo com que muitos dos lamniformes expandissem sua
distribuicao para aguas mais frias, até mesmo zonas subpolares (Carey et al., 1981; Stevens, 2008;
Watanabe et al., 2015). Assim, como as demais espécies da familia, o tubardo-mako é um animal
muito ativo e possivelmente o mais rapido dos tubardes (Stevens, 2008; Ebert et al., 2021). E uma
espécie pelagica oceanica que ocorre por todo o planeta em regides tropicais, subtropicais e
temperadas, podendo chegar mais proximo da plataforma continental sazonalmente (Ebert et al.,

2021).



Figura 2. Tubarfo-mako (Isurus oxyrinchus). Fonte: Unsplash.

Quanto ao tamanho total dos individuos, ha dimorfismo sexual, com os machos sendo
comumente menores do que as fémeas e atingindo a maturidade sexual anos antes (Pratt Jr. &
Casey, 1983; Campana et al., 2005; Barreto et al., 2016b; Rigby et al., 2019). O tamanho no qual
estes animais atingem a maturidade sexual, bem como parametros de crescimento variam
regionalmente (Pratt Jr & Casey, 1983; Francis & Duffy, 2005; Cerna & Licandeo, 2009; Doilo et
al., 2015; Barreto et al., 2016b; Varghese et al., 2016; Ebert et al., 2021), se fazendo necessarios
estudos especificos para cada regido de ocorréncia. Sua reproducdo se da de maneira vivipara
aplacentaria, onde os embrides se alimentam de 6vulos nao-fertilizados (Snelson et al., 2008; Ebert
et al., 2021). Em geral, o tamanho da prole varia de 10 a 18 filhotes (podendo chegar a até 30) por
gestacdo, que dura em torno de 15 a 18 meses (Mollet et al., 2000; Rigby et al., 2019; Ebert et al.,
2021).

Atualmente, o tubardo-mako encontra-se categorizado globalmente como “Em Perigo”
segundo os critérios da IUCN (Rigby et al., 2019), porém, este status varia de acordo com
subpopulacdes de diferentes oceanos. Recentemente, a espécie foi incluida na Lista Nacional de
Espécies Ameacadas de Extingdo, pela portaria GM/MMA n° 300, de 13 de Dezembro de 2022,
onde seu status agora consta como "Criticamente em Perigo”, entrando em vigor em 180 dias a
partir da data da publicacdo da portaria (Brasil, 2022). No entanto, ela ndo consta no Livro
Vermelho da Fauna Ameacada do Parana (Mikich & Bérnils, 2004). A categorizacdo da espécie
como ameagada pela IUCN se da com base no critério “A2bd”. Tal critério diz “Reducdo
populacional observada, estimada, inferida ou suspeita no passado onde as causas de redug¢do
podem ndo ter cessado ou podem ndo ser compreendido ou pode ndo ser reversivel, igual ao maior

do que 50%, baseado em um indice de abundancia apropriado para o taxon e niveis reais ou
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potenciais de exploragao” (IUCN, 2012). Assim, seguno este critério, houve uma redugdo de 50%
ou mais dos individuos de /. oxyrinchus e que ha um declinio continuo e exploracao destas
populagoes.

A espécie ¢ comumente capturada em pescarias industriais de espinhel peldgico direcionada
para ela e outros tubardes, como o tubardo-azul (Prionace glauca, Lineu, 1758) (Stevens, 2008),
ou como fauna acompanhante, principalmente em pescarias direcionadas ao atum e peixes de bico
(Camhi et al., 2008). Além disso, ¢ amplamente visada pela pesca esportiva por apresentar grande
“combate” quando fisgado (Skoomal, 2007; Stevens, 2008). Porém, no litoral do Parana, a espécie
também ¢ capturada pela frota artesanal, com rede de emalhe, mais proxima da costa (observagao

pessoal).

1.4 FISIOLOGIA E SUA APLICABILIDADE PARA O MANEJO PESQUEIRO

Os elasmobranquios apresentam diferengas fisiologicas em relacdo aos peixes 6sseos (Speers-
Roesch & Treberg, 2010; Shuttleworth, 2012; Ballantyne, 2015). Alguns exemplos s3o a auséncia do
cortisol como hormdnio relacionado ao estresse, mas sim a presenga da la- hidroxicorticosterona
(Idler & Truscott, 1967; Truscott & Idler, 1972) ¢ a excreg¢do de ureia ao invés de amonia
(Kirschner, 1993; Ebert et al., 2021). Apesar de existirem inimeros estudos das respostas fisiologicas
ao estresse antropogénico para teledsteos, ainda se fazem necessarios mais estudos para
elasmobranquios, bem como estudos espécie-especificos, ja que tais respostas também o sdo
(Manire et al., 2001; Skomal & Mandelman, 2012).

Uma das agdes mais promissoras visando a conservagdo dos elasmobranquios ¢ a soltura de
animais vivos a fim de reduzir a mortalidade, especialmente para espécies capturadas de forma
incidental (bycatch) (Wosnick et al., 2022). No entanto, o estresse causado pela captura e manejo,
independente do equipamento empregado, pode ter efeitos danosos no individuo, como ferimentos
corporais internos e externos e consequéncias fisiolégicas (Skomal & Mandelman, 2012; Ellis et
al., 2017; Wosnick et al., 2023). Estes, inclusive, podem ndo causar a morte imediata do animal,
mas levar a um 6bito subsequente, nao observado nem reportado (Hueter et al., 2006; Ellis et al.,
2017). Além disso, efeitos sub-letais podem ocorrer, como redugcdo da fertilidade e
comprometimento do potencial reprodutivo (Wheeler et al., 2020). Assim, ¢ de suma importancia
que saibamos as consequéncias e limiares de letalidade de tais efeitos em elasmobranquios afetados
pelas atividades humanas para que seja possivel melhor direcionar agcdes de conservacao e medidas

mitigatorias de fato efetivas.
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Alguns marcadores fisiologicos sdo comumente empregados para avaliar o estresse causado

pela captura em tubardes, e estes serdo apresentados com mais detalhes abaixo.

1.3.1 Ureia

A ureia ¢ um osmolito sintetizado no figado dos elasmobranquios (Figura 3), principalmente
através do ciclo ornitina-ureia e € o principal soluto envolvido na osmorregulacdo destes animais
(Anderson, 1991; Kirschner, 1993; Ballantyne 1997; Ballantyne, 2016; Abel & Grubbs, 2020).
Tamanha a importancia da ureia para raias ¢ tubardes, que este osmolito ¢ considerado um fator
evolutivo determinante em linhagens de agua doce (Ballantyne & Robinson, 2010). Devido a
importancia deste composto para o equilibrio osmoidnico em elasmobranquios, alteracdes na sua
concentragdo sanguinea podem indicar perturbagdes na capacidade homeostatica do animal

(Wosnick et al., 2017).

A

2 -

Figura 3. Desenho esquematico indicando os 6rgaos relacionados aos marcadores do presente estudo ¢ sua posigdo

relativa em um tubardo: A, coracdo; B, figado; C rim.

1.3.2 Lactato

Quando emalhados na rede, os elasmobranquios tendem a lutar vigorosamente para se soltar
(Wood, 1991; Manire et al., 2001; Skoomal & Mandelman, 2012). Na realizacdo de exercicio
intenso, ha um aumento substancial na demanda energética desses animais, principalmente pela
musculatura (Figura 4) branca responsavel pelo movimento rapido de natagdo (Bone, 1988; Wardle,

1981 apud Smith, 1992; Manire et al., 2001;). Esta demanda ¢ suprida pelo metabolismo anaerobico
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das células destas fibras musculares que produz acido latico que por sua vez, ¢ dissociado em lactato
e H" (Bone, 1988; Botteon, 2012). No entanto, o lactato acumulado nestas células ndo ¢ difundido
rapidamente na corrente sanguinea (Bone, 1988), além disso, estes produtos colaboram para a
acidificacdo tanto do meio intracelular quanto do sangue (Manire et al., 2001). O lactato ¢ o
marcador de estresse mais confidvel para elasmobranquios com grande valida¢do do seu uso na
literatura e, frente ao estresse de captura sua concentragdo ird aumentar (Manire et al., 2001; Skomal

& Mandelman, 2012; Marshall et al., 2012).

Figura 4. Desenho esquematico indicando parte da musculatura longitudinal de um tubarao.

1.3.3 Fosforo

O fosforo ¢ um ion de suma importancia intracelular, envolvido em diversas fungdes como
crescimento e diferenciacdo celular ¢ formagdo das membranas celulares (Wosnick et al., 2017).
Este composto também apresenta participagdo significativa na capacidade de tamponamento das
c¢lulas da musculatura branca de peixes (Okuma & Abe, 1992). Além disto, a concentragdo muito
elevada de fosforo no sangue, hiperfosfatemia, pode comprometer o funcionamento dos rins, causar
calcificacdo vascular e hipertrofia da musculatura cardiaca (Figura 3) (Neves et al., 2004). Altas
concentragdes de fosforo no sangue de elasmobranquios podem ser indicativos de rompimento de
membrana celular, mostrando a eficacia deste marcador para indicagdo fisiologica de estresse de

captura (Wosnick et al., 2017).
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1.3.4 Glicose

Diferente de grande parte dos vertebrados, a glicose ndo ¢ a principal fonte de combustivel
tecidual dos elasmobrianquios, mas sim os corpos cetonicos (Romero & Butler, 2007; Speers-
Roesch & Treberg, 2010; Ballantyne, 2015). Apesar disso, existem estudos de resposta ao estresse
com algumas espécies onde tubardes moribundos ou mortos apresentaram hipoglicemia (e.g.,
Sphyrna tiburo (Linnaeus, 1758), Carcharhinus limbatus (Valenciennes, 1839), C. leucas
(Valenciennes, 1839), Carcharhinus obscurus (Lesueur, 1818), Galeocerdo cuvier (Péron &
Lesueur, 1822) em Cliff & Thurman (1984), Manire et al. (2001) e Wosnick et al. (2017)).
Entretanto, a hiperglicemia também pode indicar resposta ao estresse, visto que a mobilizagdo
energética secundaria deste combustivel metabolico pode ocorrer quando ha esgotamento dos
estoques de corpos cetonicos (Wosnick et al., in prep.). E necesséaria extrema cautela ao utilizar a
glicose como indicador de estresse em elasmobranquios, pois ndo existe padrdo claro na resposta
desde metabodlito frente a estressores. Além disso, a glicose apresenta grande variagdo
interespecifica e at¢ mesmo entre individuos, além da possivel influéncia de diversas outras
variaveis (Manire et al., 2001; Wosnick et al., 2017), configurando um marcador de baixa
confiabilidade, sendo necessario aliar outros marcadores energéticos para elucidar o

comportamento da glicose frente ao estresse imposto.

1.3.5 Colesterol

O colesterol ¢ um lipidio multifuncional de suma importancia. Em elasmobranquios, ¢
obtido principalmente a partir da dieta carnivora (Gallagher et al., 2017; Zampelas & Magriplis,
2019). Ele ¢ necessario na sintese da membrana celular, transporte de outros lipideos e também ¢
um precursor de esterdides (Gallagher et al., 2017). Além disso, ele também estd presente em
grande quantidade na membrana das células epiteliais das branquias dos elasmobranquios (Figura
5), reduzindo a permeabilidade para a ureia sem que se perca a permeabilidade gasosa (Fines et al.,
2001). Além disto, também ¢ uma das principais reservas de energia proveniente de lipidios e que
tem papel energético significativo durante o periodo reprodutivo (Garcia-Garrido et al., 1990;
Pethybridge et al., 2014; Wosnick et al., 2022b). Niveis elevados de colesterol na corrente
sanguinea pode ser um indicativo de catabolismo tecidual (Gallagher et al., 2017), de mobilizagao
de reservas energéticas (Wosnick et al, 2022b) ou de alteragdes nutricionais e metabdlicas

(Wosnick et al., 2021). Adicionalmente, niveis circulantes altos frente a captura podem indicar
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ruptura de membrana celular, especialmente quando associados ao aumento de ions

predominantemente intracelulares na circulacao (e.g., fosforo) (Leite et al., in prep.)

Figura 5. Desenho esquematico indicando a posi¢do das branquias em um tubarao.

1.3.6 Triglicerideos

Uma das principais formas de armazenamento de lipidios em elasmobranquios ¢ a formagao
dos compostos triglicerideos, sintetizados no figado e intestino (Sargent et al., 1972; Ballantyne,
2015) e também obtidos através da alimentagcdo (Gallagher et al., 2014). Estas e as demais formas
sdo primariamente armazenadas no figado destes animais, representando reservas energéticas
capazes de fornecer corpos cetonicos a outros tecidos, além da liberagdo direta deste metabdlito na
corrente sanguinea frente a situacdes de luta ou fuga. Os triglicerideos armazenados no figado
também sdo em parte responsaveis por sua flutuabilidade (Ballantyne 2015). Ainda, altas
concentragdes circulantes em fémeas prenhes parecem estar associadas ao processo de vitelogénese
(Wosnick et al., 2022b). Mesmo que elasmobranquios apresentem concentracdes menores de
triglicerideos na corrente sanguinea do que teledsteos (Larsson, A. & Finge, R., 1977), estudos
sugerem a utilizacdo destes compostos como indicadores de condi¢do corporal, nutricdo e satde

sistémica em elasmobranquios (Gallagher et al., 2014; Gallagher et al., 2017).

1.5 FERRAMENTAS MOLECULARES PARA A CONSERVACAO

Atualmente, estudos voltados a conservacdo incluem em seu escopo a genética (Amos &
Balmford, 2001). Os problemas a nivel molecular, resultantes de declinios populacionais como a

perda de potencial evolutivo e a susceptibilidade a doengas, entre outros, sdo cada vez mais levados
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em consideracdo (Amos & Balmford, 2001). A manuten¢do da variabilidade genética dentro e entre
populagdes ¢ imprescindivel para a perpetuacdo das mesmas e das espécies (Carvalho, 1993;
Kenchington, 2003).

Um estoque pesqueiro ¢ a unidade de manejo para um recurso local que ¢ extraido para
finalidade econdmica. Um manejo pesqueiro efetivo, a curto prazo, deve buscar um meio de fazer
uso do recurso local sem que haja sobreexplotagdo (Carvalho & Hauser, 1994). Ao mesmo tempo
tem de, a longo prazo, preservar a diversidade dos animais que sdao explorados (Carvalho & Hauser,
1994). Parte desta diversidade ¢ intraespecifica: a diversidade genética dentro e entre populacdes
de uma espécie (Féral, 2002). O manejo pesqueiro efetivo, portanto, deve considerar esta
diversidade como parte do estoque (Carvalho & Hauser, 1994). Além da importancia evolutiva, a
distingdo genética de espécies marinhas comumente esta ligada a capacidade de recrutamento e
mortalidade da espécie (Carvalho & Hauser, 1994). Assim, reforga-se a importancia de identificar
as caracteristicas genéticas de um estoque sob intensa explotagao.

Diferentes populacdes ao longo da distribuicio de uma mesma espécie podem estar
separadas em diferentes graus (ou até completamente isoladas) por conta de diversos fatores
(Palumbi, 1994). Estes fatores podem ser barreiras fisicas, climaticas, ambientais ou caracteristicas
biologicas e reprodutivas da espécie em questdo (Hedgecock, 1986; Palumbi, 1994; Clarke et al.,
2015). No entanto, também pode ocorrer o oposto, como € mais comum em espécies maiores, com
maior capacidade de locomog¢ao ou migratorias: a populacdo ¢ a mesma ao longo de toda ou grande
parte da sua distribui¢do (Hauser & Ward, 1998; Castro et al., 2007). Quando a distribui¢do de
determinada populagdo ocorre dentro do territorio (i.e., Zona Econdmica Exclusiva) de diferentes
paises, uma série de entraves para a conservacao podem ocorrer, incluindo diferentes categorias de
ameacas em cada pais. Com o cenario de escassez de recursos/ferramentas voltadas para a
conservacdo das espécies e o constante avango das agdes antropicas que as ameagam, se torna
critica a defini¢do de prioridades (Ryman et al., 1995; Castro et al., 2007; Dulvy et al., 2017).

Neste contexto, a genética da conservagdo se mostra uma ferramenta muito promissora, pois
permite um melhor entendimento da estruturacdo dos estoques pesqueiros, visando criar solucoes
de gerenciamento em micro ou macro escala. De fato, entender a estruturacdo genética de uma
espécie ao longo da sua area de distribuicdo ¢ imperativo, especialmente para espécies com ampla
distribuicdo ou altamente migratorias, pois a manutencdo da diversidade genética através da
cooperagao além de fronteiras politicas pode ser o segredo para o manejo efetivo destes animais.

Alguns marcadores genéticos sdo comumente empregados para avaliar a condigdo de

estoques pesqueiros, e estes serdo apresentados com mais detalhes abaixo.
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1.4.1 DNA mitocondrial (mtDNA)

A mitocondria possivelmente por sua origem de uma bactéria simbionte, possui DNA
proprio, diferente da célula da qual faz parte. O DNA mitocondrial (mtDNA) da maioria dos
vertebrados e equinodermos ¢ uma molécula pequena e circular, sendo composta por cerca de 16 a
20 mil pares de bases, altamente compactada, com cerca de 37 genes: 13 codificadores de RNA
mensageiro, 2 de RNA ribossomal e 22 de RNA transportador (Avise, 1987; Wan et al., 2004).
Além destes genes, ha a regido controle, também chamada de “D-loop”, que controla a transcri¢ao
de RNA ¢ a replicagdo do mtDNA (Avise, 1987; Wan et al., 2004). A organizag¢do destes genes no
mtDNA aparenta ser constante dentro de certos niveis e categorias taxondmicas. Porém, a taxa de
evolugdo pode ser até 10 vezes mais rapida do que a do DNA nuclear da célula, com as alteragdes
em sua grande maioria sendo de simples substituigdes de base (Avise, 1987; Wan et al., 2004).

O DNA mitocondrial dos animais possui vantagens, como heranga predominantemente
materna, baixo polimorfismo, auséncia de recombinagdes génicas e baixa taxa de mutagdo, sendo
uma ferramenta eficaz para estudos taxondmicos, filogenéticos e de genética de populagdes (Hebert
et al., 2003; Ward et al., 2005). A partir da sequéncia obtida de uma determinada de espécie, seus
dados sdo armazenados em um banco de vida online, o Barcode of Life Data Systems (BOLD)
(Hebert et al., 2003b) ou na plataforma do GenBank, disponivel no endereco -eletronico

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Com esse banco de dados, ¢ possivel comparar a sequéncia da espécie

que esta sendo investigada com a sua biblioteca. Se caso a sequéncia apresentar uma similaridade
consideravel com a base de dados, pode-se concluir que a espécie foi identificada. Caso contrario,
¢ possivel que esta seja uma nova espécie. A introdu¢do do codigo de barras de DNA ¢ uma adigdo
natural para a era pos-gendmica, em que o genoma completo fornece uma grande quantidade de

informacdes de sequéncia de um numero limitado de espécies (Hajibabaei et al., 2007).

1.4.1.1 Citocromo oxidase I mitocondrial (COI)

O gene citocromo ¢ oxidase I, (COI), faz parte do DNA mitocondrial e ¢ um codificador de
proteinas. Este gene tem sido amplamente utilizado para diferentes tipos de estudos genéticos,
como por exemplo estudos com DNA-barcoding (i.e., Bucklin et al., 2011) e filogeografia (i.e.,
Stelbrink et al., 2010) (Bucklin et al., 2011). Algumas caracteristicas desta regido do mtDNA a
tornam um excelente marcador. Este gene possui primers universais capazes de alinhar com sua
extremidade 5’ para possivelmente todos os filos animais (Hebert et al., 2003), uma alta taxa de

substituicdo de bases nucleotidicas, o que lhe confere uma taxa de evolucao de até trés vezes mais
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rapida do que genes ribossomais (Mardulyn & Whitfield 1999; Hebert et al., 2003), facil
alinhamento e comparagdo devido a rara ocorréncia de insercdes e delecdes (indels) (Mardulyn &
Whitfield 1999; Hebert et al., 2003). Tais caracteristicas, especialmente sua rapida evolugdo e
consequente capacidade de alta resolugdo taxondmica e até mesmo filogeografica intraespecifica
tornaram esse marcador genético uma das principais ferramentas moleculares em estudos de
conservagao (Hebert et al., 2003; Bucklin et al., 2011).

Com o avango e maior implementacao de ferramentas de DNA para estudos de conservagao
com elasmobranquios, barreiras a distribuicdo de espécies antes desconhecidas vém sendo descritas
(Sales et al., 2019). Adicionalmente, cresce o numero de evidéncias que uma espécie anteriormente
explorada como um unico estoque, na verdade compreende mais de uma linhagem evolutiva, tendo
o Brasil, alguns indicios recentemente publicados (Sodré et al., 2012; Pinhal et al., 2012; Petean et
al., 2020; Costa et al., 2022). Desta forma, para espécies que apresentam grandes potenciais
migratérios e sdo extremamente exploradas por atividades antropicas, como [I. oxyrinchus,
investigacdes sobre variabilidade genética e possiveis estruturagdes populacionais sdo essenciais

para o manejo otimizado dos estoques.

1.6 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral:

e Avaliar aspectos fisiologicos e genéticos de tubardes-mako com a finalidade de obter-se
informacgdes que subsidiem futuros estudos e acdes de manejo e conservagao.

Para atingir tal objetivo, também foram delimitados os seguintes objetivos especificos:

e Analisar os niveis de marcadores fisiologicos pré-definidos (fosforo, lactato, ureia,
colesterol total, glicose e triglicerideos) para verificar o estresse de captura frente a pesca
com rede de emalhe;

o Investigar, através da comparagdo do gene mitocondrial COI, os indices de diversidade
genética das populagdes de tubardo-mako, com o intuito de verificar possiveis indices de

estruturagdo genética entre as populagoes.

1.7 JUSTIFICATIVA

Nota-se um crescente entendimento que o manejo pesqueiro necessita de uma abordagem
multidisciplinar, visando aumentar a efetividade das medidas sugeridas. O conhecimento das

caracteristicas da histéria de vida ¢ cada vez mais reconhecido como um critério importante para
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uma gestdo e conservagdo eficazes. Compreender a ligacdo entre fisiologia e historia de vida
(provenientes do gendtipo) ¢ um componente importante desse conhecimento (Young et al., 2006).
Adicionalmente, a compreensdo espécie-especifica sobre as habilidades e tolerancias fisiologicas
pode ajudar a melhorar as avaliagdes dos estoques (Horodysky et al.,, 2015). Assim, € possivel
desenvolver estratégias eficazes de redugdo de capturas acessorias, prever taxas de mortalidade pos-
soltura e prever os efeitos populacionais de exposi¢do a estressores (Horodysky et al., 2015). A
genética também representa uma valiosa ferramenta, visto que estudos de genética populacional t€ém
o poder de informar a situagdo dos estoques (Dudgeon et al., 2012). Ainda, as analises populacionais
baseadas na avaliagdo da variagdo genética neutra e adaptativa permitem a identificagdo e
priorizagdo de unidades de manejo locais (i.e., unit stocks), facilitando o manejo direcionado e planos
de conservacao em nivel de espécie e populagdo.

Uma vez que, segundo o conceito de Bradshaw & Hardwick (1989), estresse pode ser
definido como qualquer alteracdo que reduza o crescimento ou o desempenho, se houver
variabilidade genética apropriada, mudangas evolutivas classicas nas populagdes sdo esperadas em
qualquer situacdo em que o estresse cronico esteja presente. Assim, respostas fenotipicas
especificas, tanto morfologicas quanto fisiologicas, podem ser observadas frente a diferentes
estressores, operando em uma ampla gama de escalas temporais. Esses sistemas de resposta estao
sob controle genético, sendo produtos de processos evolutivos naturais (Arnoldini et al., 2012).
Entretanto, quando ocorre reducdao da variabilidade genética mediada por pressdes antropicas (e.g.,
sobreexplotacdo), sdo esperadas mudangas concomitantes no fenotipo das populagdes afetadas. Por
exemplo, espera-se que as pescarias direcionadas a individuos grandes selecionem a maturacdo
precoce em tamanhos menores, levando a redu¢ao da fecundidade e, portanto, também a redugdo
do rendimento da pesca (Kuparinen & Merild, 2007). Efeitos fisiologicos também sdo esperados,
resultando em maior vulnerabilidade a captura ¢ menores taxas de sobrevivéncia pos-soltura. Tais
mudancgas fenotipicas ja foram observadas em varios estoques de peixes, entretanto, ainda ¢ um
grande desafio comprovar que tais mudancas sao reflexo da reducdo genotipica mediada pela pesca
e nao meras respostas evolutivas a estressores ambientais (Heino, M et al., 2015).

Neste contexto, considerando a pressdo pesqueira exercida sobre o tubardo-mako em nivel
global e as crescentes evidéncias que espécies pelagicas devem ser gerenciadas em micro-escala
com o intuito de preservar material genético unico (Mamoozadeh et al., 2020), esta dissertacao teve
como objetivo avaliar aspectos fisiologicos e genéticos do tubardo-mako, 1. oxyrinchus. A
dissertacdo foi estruturada em dois capitulos. O primeiro capitulo tem como objetivo avaliar a
resposta ao estresse em [ oxyrinchus capturados com redes de emalhe, sendo estes dados inéditos

para a espécie, visto que até o momento, todos os dados disponiveis na literatura sdo de animais
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capturados em espinhel por frotas industriais ou com vara em praticas esportivas. Assim, este
capitulo traz uma abordagem comparativa da resposta ao estresse considerando diferentes aparatos
de pesca, abordagem reconhecidamente promissora para delinear de forma mais efetiva medidas
de manejo baseadas nas peculiaridades de cada modalidade de pesca.

O segundo capitulo objetivou realizar uma inferéncia genética populacional utilizando
sequéncias do gene citocromo oxidase subunidade I (COI) de I. oxyrinchus disponiveis no portal
publico Genbank para uma avaliagdo de indices de variabilidade genética e estruturagdo
populacional a nivel global. Devido a caracteristica pelagica da espécie, sendo capaz de realizar
grandes deslocamentos, a investigacdo de eventuais barreiras ao fluxo génico ¢ vital. Assim, se faz
necessario averiguar a estruturagdo a nivel global e consequentemente a necessidade de um olhar

global para conservagdo desta espécie.
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CAPITULO 1

ANALISE COMPARATIVA DO ESTRESSE DE CAPTURA EM ISURUS OXYRINCHUS
(RAFINESQUE, 1810): EFEITOS DE PESCA ARTESANAL EM UM PREDADOR DE
TOPO PELAGICO E ENDOTERMICO
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RESUMO

Isurus oxyrinchus € uma espécie pelagica de tubardo que costuma habitar aguas mais
oceanicas na sua fase adulta e mais costeiras enquanto ainda ndo atingiu a maturidade sexual. Este
tubardo ¢é regularmente capturado como espécie alvo ou como fauna acompanhante em pescarias
industriais de espinhel, longe da costa. Porém, no Parand, contrariando a tendéncia de exploragao
da espécie, foram capturados com rede de emalhe por pescadores artesanais da comunidade
tradicional local, em uma regido mais proxima da costa. A fim de saber mais sobre os processos
fisiologicos desencadeados pela captura por esse aparato que podem resultar no o6bito dos
individuos desta espécie, foram verificadas as concentragdes sorologicas de marcadores
fisiologicos, assim como as correlagcdes entre os marcadores, dada a auséncia de dados deste tipo
para esta modalidade de captura para a espécie. Em seguida, os valores resultantes foram
comparados com os encontrados em estudos prévios, com a intengdo de contrastar as diferengas
entre as diversas modalidades de pesca nas quais este animal ¢ capturado. A elevada concentracdo
de lactato aqui encontrados indicam uma forte acidose metabolica, derivada de um grande esforgo
muscular em uma situacdo anaerdbia. Somada a isto, valores elevados de fosforo, que também
apresentaram correlagdo positiva com o lactato, sugerem histologico e ruptura das membranas
celulares. Os marcadores energéticos apresentaram resultados cuja causa ndo foi possivel ser
determinada com certeza. Ademais, as concentracoes dos marcadores de estresse lactato, fosforo e
ureia foram mais elevadas neste estudo do que nos estudos comparados, denotando que a captura
por rede de emalhe ¢ substancialmente mais danosa aos sistemas fisiologico destes animais e

potencialmente mais letal.

Palavras chave: Tubardo-mako; fisiologia; post-mortem, rede de emalhe.
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ABSTRACT

Isurus oxyrinchus 1s a pelagic shark species that typically inhabits oceanic waters during its
adult phase and coastal waters before reaching sexual maturity. This species is often caught either
intentionally or incidentally in industrial longline fisheries, which operate far from the coast.
However, in Parana, contrary to the general exploitation pattern, these sharks are caught using gillnets
by local traditional artisanal fishermen in a region closer to the coast. In order to gain a better
understanding of the physiological processes triggered by capture in this gear, which can lead to the
death of individuals, the serum concentrations of physiological markers were examined. Additionally,
correlations between these markers were investigated, as there is a lack of data regarding this capture
method for the species. Subsequently, the resulting values were compared with those from previous
studies, aiming to highlight the differences between various fishing methods employed to catch this
species. The high concentration of lactate observed indicates a significant metabolic acidosis resulting
from intense muscular effort under anaerobic conditions. Moreover, elevated levels of phosphorus,
which exhibited a positive correlation with lactate, suggest histological damage and cell membrane
rupture. The findings related to energy markers did not allow for a definitive cause to be determined.
In conclusion, in addition to the comparative analysis conducted, it was determined that gillnets pose

a potentially more harmful to the species, compared to other capture methods.

Keywords: Shortfin mako shark; physiology; post-mortem; gillnet.
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1 INTRODUCAO

Elasmobranquios estdo, indiscutivelmente, entre os animais mais ameagados da atualidade,
com declinios populacionais de até 90% em algumas regidoes para algumas espécies (Dulvy et al.,
2014; Dulvy et al., 2021). Estima-se que cerca de 31,2% das espécies de tubardao e 36% das espécies
de raia atualmente descritas enfrentam algum nivel de ameaga (Dulvy et al., 2021). Devido a sua
historia de vida, os tubardes e as raias sdo particularmente vulneraveis as atividades antropicas,
dentre elas a poluigdo, degradacdo de habitat, e principalmente, a sobre-explotacdo (Dulvy et al.,
2014, 2021; Pacoureau et al., 2021). De acordo com especialistas da ITUCN, 99,6% das espécies
atualmente descritas sdo ameagadas pela sobrepesca, principalmente devido a captura incidental
(bycatch). A pesca em grande escala € a principal ameaga, seja por si s6 (como uma ameaga Unica)
ou em combinagdo com outras pescarias, sendo esta ameaga muitas vezes agravada por capturas
incidentais na pesca de pequena escala (Dulvy et al.,, 2021). O nivel elevado de capturas vem
gerando preocupac¢do em nivel mundial em relagdo a pratica da pesca de elasmobranquios sem que
ocorra um derradeiro esgotamento dos estoques (Dent & Clarke, 2015; Simpfendorfer & Dulvy,
2017). Entretanto, a maioria dos paises que sobreexploram populagdes locais possuem escassos,
com falhas de implementacdo e fiscalizacdo de seu cumprimento, ou nenhum plano de manejo para
o grupo (Dent & Clarke, 2015). Adicionalmente, alguns tubardes possuem comportamento
altamente migratorio, fator que, associado a auséncia de legislacdo e/ou contraditoriedade nas
regulamentagdes entre as areas conectadas, dificulta de forma significativa o aprimoramento dos
planos de manejo para a maioria das espécies (Compagno, 2001; Hammerschlag et al, 2011).
Assim, o manejo dos estoques de tubardes em nivel mundial se torna prioritario, sendo foco de
planos de ac¢do nacionais e internacionais (e.g. PAN-tubardes - ICMBio; [IPOA-sharks — FAO).

A utilizagdo de praticas compensatorias ¢ debatida na maioria dos planos de gerenciamento,
sendo a soltura de animais com vida apontada como uma ferramenta promissora para a reducao dos
impactos da pesca, sobretudo para espécies provindas da captura acessoria, endémicas e/ou
ameacadas de extingdo (IPOA-Sharks; FAO, 2000). Estima-se que cerca de 95% das espécies
comumente capturadas no setor industrial s3o embarcadas ainda com vida (Moyes et al., 2000),
sendo a sobrevivéncia pds-captura extremamente alta (Moyes et al, 2006; Braccini, 2012;
Gallagher et al., 2014), reforcando assim a eficiéncia da soltura imediata. Tal andlise € inexistente
para o setor artesanal. Porém, mesmo para os animais que sdo capturados com vida e imediatamente
liberados, a eficiéncia das praticas compensatorias pode ser reduzida pelas disrupgdes fisiologicas
e/ou injurias provocadas pelo aparato de pesca e manejo feito pelos pescadores, com consequente

elevacdo das taxas de mortalidade e/ou dos efeitos subletais (Davis, 2002; Skomal, 2007; Skomal
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& Mandelman, 2012; Guida et al., 2017; Adams et al., 2018; Rodrigues et al., 2018). Desta forma,
estimativas de mortalidade, sobrevivéncia pos-captura/soltura e determinagdo dos mecanismos
fisiologicos relacionados ao estresse de captura sdo imperativos para a criagdo ¢ aprimoramento de
metas de gestdo e conservacdo para o grupo (Davis, 2002; Parker et al., 2003; Suski & Cooke,
2007).

O uso de ferramentas fisioldogicas permite uma compreensdo mais profunda de como
organismos, populacdes e ecossistemas respondem a mudangas ambientais e estressores, facilitando
desta forma a caracterizagdo de desafios na conservacdo (Cooke et al., 2013). Este ramo cientifico
vai além da descri¢ao de padrdes, tendo como objetivo a compreensdo de mecanismos fisiologicos
letais e/ou subletais que atualmente comprometem os esforgos e a efetividade dos planos de manejo
de espécies selvagens (Stevenson et al., 2005). Uma vez que a influéncia antropica e as alteragdes
ambientais vém crescendo exponencialmente, a compreensdo de quais aspectos desencadeiam
respostas de estresse ¢ imperativa para o desenvolvimento de contramedidas efetivas (Wikelski &
Cooke, 2006; Cooke et al., 2021). Entretanto, estudos dos efeitos fisiolégicos da pesca sdo ainda
escassos para o setor artesanal, configurando uma grande lacuna de conhecimento que impde
barreiras para o aprimoramento das medidas de manejo desta modalidade de pesca tdo
representativa em nosso pais.

O tubardo-mako (Isurus oxyrinchus) ¢ capturado globalmente como alvo e captura
acessoria, principalmente por frotas pelagicas industriais (Camhi et al, 2008). A espécie ¢
geralmente retida pela carne e nadadeiras (Dent & Clarke 2015; Fields et al., 2017). A espécie
também ¢ altamente valorizada por pescadores recreativos e, embora muitos pratiquem o pesque €
solte, a mortalidade pos-soltura pode chegar a 10% (French et al., 2015). Ja4 a mortalidade na pesca
comercial pode chegar a 33% (Campana et al. 2016). E uma espécie endotérmica, com uma das
maiores taxas metabodlicas registradas para qualquer tubardo peldgico (Carlson et al., 2004). Isso
implica em um alto alcance aerdbico, que pode ser uma vantagem quando se trata de distarbios
fisiologicos (Sepulveda et al., 2007), o que poderia explicar as relativamente altas taxas de
sobrevivéncia, mesmo em pescarias comerciais. Adicionalmente, tubardes endotérmicos também
tendem a ter tamanhos corporais maiores do que os tubardes ectotérmicos, tornando-os mais
resilientes aos estressores (Gilman et al., 2022).

A captura de tubardes-mako em areas mais costeiras por frotas artesanais utilizando redes
de emalhe € rara e, at¢ o momento, dados de estresse de captura para a espécie sdo exclusivamente
provindos de pescarias industriais, utilizando espinhel pelagicos (Camhi et al., 2008). Além da

necessidade de estudos de estresse em nivel especie-especifico, se reconhece a urgente necessidade
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de dados mais detalhados, com o intuito de elucidar a influéncia do aparato de pesca, por exemplo,
na resposta observada.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a resposta ao estresse de captura
por redes de emalhe em tubardes-mako visando preencher lacunas com dados necessarios para o
manejo desta espécie baseado na soltura compensatoria por frotas artesanais. Para isso, cinco
perguntas especificas foram feitas: (1) como € a resposta ao estresse nestes animais? (2) como os
marcadores de estresse secundario se comportam frente a captura por redes? (3) como os
marcadores energéticos se comportam frente a captura por redes? (4) existe correlagdo entre os
marcadores analisados, indicando interacdo entre as fungdes fisiologicas? e (5) existe diferenca na

resposta ao estresse entre rede de emalhe, espinhel e pesca de vara?

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

Vinte e oito tubardes-mako capturados de forma incidental pela frota artesanal do Municipio
de Matinhos entre os meses de Novembro de 2021 e Janeiro de 2022 foram desembarcados no
mercado de peixe e amostrados oportunisticamente para este estudo. Os tubardes foram capturados
com redes de emalhe de espera, malhas de 16-22 centimetros entre nds, em campanhas de pesca
que duraram cerca de 24 horas. A identificagdo em nivel de espécie foi feita de acordo com Ebert
et al. (2021).

Apo6s a chegada dos animais no local de desembarque, para avaliar o estresse imposto pela
captura com redes de emalhe, amostras de sangue (2-3 ml) foram obtidas por puncdo venosa caudal
usando seringas (5 ml) equipadas com agulhas de 26,5G e imediatamente transferido para tubos de
microcentrifuga de polipropileno ultrapuro (2 ml). As amostras de sangue foram imediatamente
armazenadas em caixa de isopor com gelo e levadas ao laboratorio. Na chegada, as amostras de
sangue foram centrifugadas por 7 min a temperatura ambiente (20°C) a 2.000 g. As amostras de
soro foram entdo separadas e congeladas a -20°C até a andlise.

A abordagem post-mortem usada no presente estudo teve como objetivo estabelecer limites
letais de captura para fins de controle/referéncia (Wosnick et al.,, 2017). Para evitar grandes
alteragdes nos parametros analisados apd6s a morte dos animais, apenas tubardes mortos
recentemente foram amostrados (Wosnick et al., 2021) (pontuacdo 1 para todas as categorias),
utilizando um indice de frescor, considerando as seguintes varidveis: cor geral das branquias (1

para coloracdo avermelhada e 0 para coloragdo résea ou esbranquigada), nivel de retracdo ocular (1
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para nao retraido e brilhante e 0 para retraido e opaco), coagulagdo do sangue (1 para ndo coagulado
e 0 para parcialmente ou totalmente coagulado) e rigor-mortis (1 para auséncia completa e 0 para
presenca parcial ou completa).

As coletas foram aprovadas pelo Ministério brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA/ICMBio-
SISBIO n° 70981-3). Visto que apenas animais mortos providos da pesca comercial foram utilizados
no presente estudo, a licenca do comité de ética em experimentacdo ¢ manipulagdo animal ndo foi

necessaria.

2.2 ANALISES FISIOLOGICAS

Com o intuito de avaliar a capacidade osmorregulatéria e a manutengdo da homeostase
frente ao estresse imposto pela captura, concentragdes de fosforo e ureia foram determinadas no
soro. Os niveis séricos de lactato foram medidos para avaliar o equilibrio acido-base.

Também foram verificadas as concentragdes de colesterol total, glicose e triglicerideos no
soro, a fim de avaliar a influéncia de marcadores energéticos nas reagdes ao estresse de captura.

Fosforo (catalogo n° 42; comprimento de onda 650 nm), lactato (catalogo n°® 138-1/50;
comprimento de onda 550 nm), ureia (Labtest, Brasil, catalogo n. 27; comprimento de onda 600
nm), colesterol total (catdlogo n. 76; comprimento de onda 500 nm), glicose (catdlogo n°® 113;
comprimento de onda 505 nm) e triglicerideos (catalogo n. 87; comprimento de onda 505 nm),
foram determinados a partir de amostras de soro seguindo rigorosamente o0s protocolos
estabelecidos pelo fabricante (Labtest Diagnostica S.A., Brasil). Todos os marcadores foram

quantificados colorimetricamente (Espectrofotometro Kasuaki IL-120 UV-Vis).

2.3 ANALISES ESTATISTICAS

Com o objetivo de testar se existem correlagdes entre os biomarcadores analisados foram
realizadas correlagdes de Spearman ou Pearson seguindo as premissas de normalidade e
homogeneidade dos dados. Os testes estatisticos foram realizados no ambiente R, com nivel de

significancia p<0,05 (R Development Core Team, 2021).

3 RESULTADOS

3.1 COMPARACAO COM OUTROS ESTUDOS
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Foi elaborada uma tabela compilando os resultados de outros cinco estudos prévios com
fisiologia do estresse de captura em tubardes-mako que utilizaram um ou mais dos marcadores
desta dissertagdo (Tabela 1). Estes estudos apresentaram diferentes métodos de captura fornecendo,

assim, uma base para comparacao entre as técnicas de pesca empregadas.

Paraniatoi Capturados Capturados Vivos Moribundos Vivos Moribundos Capturados com Vivos capturados Vives capturados
Avaliados com rede e com linha e capturados capturados com capturados capturados com  monofilamento e com vara e com vara e molinete,
emalhe anzol * com espinhel espinhel ® com espmhel  espmhel (n=3) © anzol ¢ molinete com aparente lesdo
b 5 renal 4
Fésforo 17,23 5 = = = - = 3 10,6
(mmol/L)
Lactato 68,93 13 18 20 16,7 343 84 272 444
(mmol/L)
Ureia 373.83 322 - - - - 3531 360 325
(mmol/L)
Colesterol 0,63 2 - - - - - 0.8 3
(mmol/L})
Glicose 1,34 7.8 2 5 6.7 = 6 35 2.1
(mmol/L}
Triglicerideos 0,91 = = 5 = = R 0,5 0,6
(mmol/L)

Tabela 1. Marcadores de sangue avaliados no presente estudo, juntamente com dados publicados
anteriormente sobre Isurus oxyrinchus. * Wells et al. 1986; ® Hight et al. 2007; © Marshall et al. 2012. ¢ French et al.
2015; ¢ Otway 2020.

3.2 FOSFORO, LACTATO E UREIA

As concentragdes de fosforo variaram de 2,07 até¢ 52,57 mmol/L (média 17,23 mmol/L). As
concentracdes de lactato no soro variaram de 34,03 até 114,26 mmol/L (média 68,93 mmol/L). Ja
as concentragdes de ureia circulante, variaram de 170,78 at¢ 655,10 mmol/L (média 373,83

mmol/L) (Figura 1).
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Figura 1. Concentracdes medianas de fosforo, lactato e ureia no soro de tubardes-mako capturados com redes

de emalhe por frotas artesanais.

3.3 COLESTEROL TOTAL, GLICOSE E TRIGLICERIDEOS

As concentragdes de colesterol total variaram de ndo detectavel até 5,04 mmol/L (média
0,63 mmol/L). As concentracdes de glicose no soro variaram de 0,39 até 7,05 mmol/L (média 1,34
mmol/L). J& as concentragdes de triglicerideos circulantes, variaram de 0,1 até 1,81 mmol/L (média

0,91 mmol/L) (Figura 2).
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Figura 2. Concentra¢cdes medianas de colesterol total, glicose e triglicerideos no soro de tubardes-mako

capturados com redes de emalhe por frotas artesanais.

3.4 CORRELACOES ENTRE OS MARCADORES ANALISADOS

Foi verificada uma correlacao negativa (R* = -0,40 e p = 0,03) entre o lactato e o colesterol

total. Quanto maiores os valores de lactato, menores sdo os valores de colesterol total (Figura 3).

Lactato Vs. Colesterol total
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Figura 3. Correlagdo entre o biomarcador lactato e o biomarcador energético colesterol total para a espécie

Isurus oxyrinchus. Coeficiente de correlagdo representado por R2.
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Também foi evidenciada uma correlagdo positiva (R? = 0,62 e p = 0,004) entre o lactato e a
glicose (Figura 4), indicando que frente ao aumento dos niveis circulantes de lactato, um aumento

concomitante nas concentragdes de glicose foi observado.

Lactato Vs. Glicose

Glicose (mmol/L)

50 75 100
Lactato (mmol/L)

Figura 4. Correlacgdo entre o biomarcador lactato e o biomarcador energético glicose para a espécie Isurus

oxyrinchus. Coeficiente de correlacdo representado por R2.

Uma correlagdo positiva (R = 0,48 e p = 0,009) entre o fosforo e triglicerideos foi
evidenciada (Figura 5). Conforme os niveis de concentracdo de fosforo foram aumentando, os

niveis de triglicerideos também se elevavam.
Fosforo Vs. Triglicerideos
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Figura 5. Correlag@o entre o biomarcador fésforo e o biomarcador energético triglicerideos para a espécie

Isurus oxyrinchus. Coeficiente de correlagdo representado por R2.
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4 DISCUSSAQO

O foésforo desempenha um papel importante nos processos metabdlicos e atua como buffer
na dinamica osmorregulatoria (Ferreira & Baldisserotto, 2007), tornando-se um marcador
promissor quando s3o observados aumentos nos niveis circulantes, indicando sobrecarga alostatica
e/ou ruptura de membranas celulares (Wosnick et al., 2017; 2020). Os tubardes sdo ureotélicos e a
uréia desempenha um papel fundamental na osmorregulacao (Ballantyne & Robinson, 2010).
Quando ocorre sobrecarga alostatica e perda do equilibrio homeostatico, observam-se alteragdes
nas concentragdes de uréia (Wosnick et al., 2017). Consequentemente, este osmolito torna-se uma
ferramenta valiosa para avaliar os efeitos fisiologicos de estressores extrinsecos. A acidose lactica
¢ uma condig¢do fisioldgica na qual o excesso de lactato circulante causa uma redugdo significativa
no pH plasmatico (Skomal & Bernal, 2010). Esta condi¢ao est4 relacionada a redugdes na oferta de
oxigénio e/ou absor¢do e pode indicar niveis alarmantes de estresse metabolico (Robergs et al.,
2004).

O colesterol desempenha um papel crucial no metabolismo de vertebrados e na sintese de
hormonios esterdides (Gallagher et al., 2017). Portanto, o aumento das concentragdes circulantes
sao importantes indicativos de alteragcdes nutricionais e metabolicas (Wosnick et al., 2017). A
glicose é 0 monossacarideo mais abundante em seres vivos, sendo armazenada como glicogénio. E
uma fonte onipresente de energia que alimenta a respiracdo celular aerObica e anaerdbica em
invertebrados e vertebrados (Gerich, 2000). Entretanto, ¢ importante enfatizar que seu papel como
combustivel metabdlico em tubardes ainda ndo esta claro, sendo necessario cautela nas conclusoes
desenhadas, bem como em sua utilizacio como marcador energético unico. Por fim, os
triglicerideos sdo uma importante fonte de energia metabdlica e indicativo de condi¢do nutricional

e saude sistémica em tubardes (Gallagher et al., 2017; Wosnick et al., 2021).

4.1 FOSFORO, LACTATO E UREIA

Em nossas analises, as concentracdes de fosforo no soro dos tubardes-mako capturados por
redes de emalhe variaram entre 2,07 até 52,57 mmol/L, com uma média de 17,23 mmol/L. Wells
et al. (1986) investigaram diversos parametros fisiologicos de estresse, dentre eles, o fosforo, na
pesca com linha e anzol (Tabela 1). Nos individuos de /. oxyrinchus capturados, a concentragao
média de fosforo circulante foi de 5 mmol/L e, apesar de um numero amostral baixo (n=2), os
autores discutiram que os valores de fosforo para todas as espécies foram elevados em relagdo ao

esperado de animais ndo estressados. Otway (2020) analisou varios marcadores bioquimicos de
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tubardes-mako capturados com vara e molinete na pesca esportiva, analisando separadamente
aqueles que se apresentaram saudaveis de individuos que aparentavam dano renal (i.e., urina
escurecida, marrom-avermelhada) (Tabela 1). As concentracdes de fosforo em individuos
saudaveis (média de 6 mmol/L) oscilaram entre valores normais ¢ acima do valor de referéncia
proposto pelo autor (entre 1,7 € 2,0 mmol/L). J& para individuos com lesdo renal, a média foi de
10,6 mmol/L, valores que, segundo o autor, configuram hiperfosfatemia.

As concentragoes de fosforo dos tubardes-mako do presente estudo sdo, em geral, entre 1,5
a 3 vezes maiores do que de outros trabalhos publicados (Wells et al, 1986; Otway, 2020),
indicando dano ao equilibrio id6nico compativel com sobrecarga alostatica. De fato, em tubardes
presos em aparato de pesca que apresentam comportamento de luta e fuga muito intenso, aumentos
nos niveis circulantes de fosforo também podem indicar ruptura de membranas celulares (Wosnick
et al.,, 2017). Considerando que as concentragdes apresentadas por animais mortos capturados em
redes de emalhe foram mais altas que em animais vivos capturados na pesca esportiva, ¢ possivel
hipotetizar que houve uma grande reagdo de ruptura da membrana nas células destes animais, e que
isto seria uma das causas do oObito destes animais.

A concentragdo média de lactato em 1. oxyrinchus capturados por rede de emalhe foi de
68,93 mmol/L, com valor minimo de 34,03 e maximo de 114,26 mmol/L. Alguns estudos prévios
também analisaram as concentragdes de lactato no sangue de individuos capturados em diferentes
modalidades de pesca (Tabela 1). No trabalho de Wells et al. (1986), a concentragdo média de
lactato em 1. oxyrinchus vivos capturados com linha e anzol foi de 13 mmol/L. Hight et al. (2007)
analisaram as concentragdes em tubardes-mako vivos e moribundos capturados em espinhel de
deriva, com valores médios de 18 ¢ 20 mmol/L, respectivamente. Os autores discutem que estes
valores sdo elevados, especialmente considerando que os individuos se mostraram “aparentemente
bem” apds a captura. Marshall et al. (2012) examinaram as concentragdes de lactato em 1.
oxyrinchus capturados por espinhel. Neste estudo, a média da concentragdo de lactato em tubardes-
mako tidos como “em boas condi¢des” ao serem trazidos a bordo foi de 16,7 mmol/ L, enquanto
para animais moribundos foi de 34,3 mmol/L. Ja French et al. (2015) investigaram os niveis de
lactato para tubardes-mako capturados na pesca esportiva com linha e anzol, encontrando uma
média de 8,4 mmol/L, com valores individuais variando de 0,6 até 33,8 mmol/L. Otway (2020),
encontrou uma concentragdo média de 27,2 mmol/L em individuos tidos como saudaveis e 44,4
mmol/L nos individuos com dano renal.

E possivel perceber que os demais estudos realizados encontraram concentracdes mais

baixas de lactato do que as observadas no presente estudo, que encontrou valores quase dobrados.

Isso levanta a hipotese de que animais capturados neste aparato realizam uma atividade muscular
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muito mais intensa ao tentar se desvencilhar do que aqueles capturados por aparatos com linha e
anzois (e.g., vara e molinete, espinhéis). Esta atividade exacerbada, além de dano tecidual, gera um
grande acumulo de lactato nas células musculares que, eventualmente, ¢ difundido na corrente
sanguinea, resultando em acidose celular e sanguinea (Moyes et al., 2006). Assim, torna-se claro
que a captura em redes ¢ muito mais danosa para a espécie, possivelmente reduzindo de forma
muito significativa as chances de sobrevivéncia, mesmo nos casos onde os individuos sao
capturados de forma incidental e sdo liberados. E importante enfatizar que os tubardes-mako sdo
RAM-ventiladores, ¢ por este motivo precisam nadar constantemente para manter taxas
ventilatorias adequadas. Assim, qualquer situacdo que contenha a natagdo tem o potencial de se
tornar rapidamente letal.

Quanto a ureia, o valor minimo foi de 170,78 ¢ o maximo de 655,10 mmol/L, com uma
média de 373,83 mmol/L. Wells et al. (1986) indicam uma concentragdo média de ureia 322
mmol/L em tubardes-mako capturados com vara e anzol, valor médio semelhante ao observado no
presente estudo (Tabela 1). O valor elevado deste componente organico se deve particularmente ao
perfil osmorregulatorio dos elasmobranquios, configurando a ureia como principal osmolito
(Anderson, 1991; Kirschner, 1993; Ballantyne 1997; Ballantyne, 2016; Abel & Grubbs, 2020).
French et al., (2015) encontraram um nivel médio de ureia plasmatica de 353,10 mmol/L. Valores
observados semelhantes ao de Wells et al. (1986), ambos analisando tubardes-mako capturados na
pesca com anzol e linha (Tabela 1). Em ambos os casos, nenhuma correlagdo entre este osmolito e
o estresse imposto pela captura foi notado. No estudo realizado por Otway (2020), os animais tidos
como saudaveis exibiram, concentragdes médias de 360 mmol/L, ao passo que os tubardes com
lesdo renal, 325 mmol/L (Tabela 1). A diferenca entre os dois grupos foi significativa, assim, os
autores associaram esta queda nos niveis de ureia plasmatica com a existéncia de lesdo renal.

O valor médio da concentragdo de ureia encontrado nos tubardes-mako capturados em rede
de emalhe no presente estudo foi um pouco mais elevado do que as concentragdes previamente
descritas na literatura. Além disso, ¢ notavel a ocorréncia de individuos com concentragdes acima
de 400 mmol/L, chegando a até 655,10 mmol/L. Aparentemente, ndo hd um padrdo claro das
concentracdes de ureia frente ao estresse de captura, no entanto, estas concentragdes bem elevadas
(acima de 400 mmol/L) podem ajudar a indicar niveis incompativeis com a homeostasia. Visto que
valores do presente estudo divergem dos encontrados na literatura para individuos vivos capturados
por outras modalidades de pesca, ¢ seguro afirmar que a captura por redes de emalhe gere
sobrecarga alostatica e subsequente perda da capacidade de regulagdo da uréia. E também possivel
que as altas concentragdes observadas sejam um reflexo de falha/disrupgdo renal e branquial,

principais orgdos de regulacdo desta molécula (Wosnick et al., 2017).
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4.2 COLESTEROL TOTAL, GLICOSE E TRIGLICERIDEOS

No presente trabalho, a média do colesterol no soro foi de 0,63 mmol/L. Wells et al. (1986)
encontraram uma média de 2 mmol/L em dois individuos de 7 oxyrinchus, porém, os autores nao
relacionam este valor a nenhum fator ou ao estresse de captura (Tabela 1). No trabalho de Otway
et al. (2020), foram encontrados valores similares em individuos saudaveis e individuos com
problemas renais: 0,8 ¢ 1,0 mmol/L, respectivamente (Tabela 1).

A média do colesterol circulante no presente estudo foi mais baixa do que nos estudos
disponiveis para a espécie. Visto que o colesterol possui diversas fungdes fisiologicas, sua
associacao com o estresse de captura ainda ¢ incerta. Entretanto, ¢ esperado um aumento dos niveis
circulantes considerando seu papel de molécula carreadora de lipideos, além da sua presenca nas
membranas celulares (Leite et al., in prep.). Assim, em situagdes de luta ou fuga, um aumento nas
concentragcdes pode indicar maior mobilizacdo energética para tentar sobreviver, ou dano as
membranas celulares causados pela luta. No presente estudo, visto que as concentragdes foram
baixas, ¢ possivel que a mobilizacdo tenha sido insuficiente, resultando em oObito. Entretanto,
considerando que o colesterol ¢ um precursor de hormonios esterdides (Anderson, 2012), ¢ também
possivel que as concentragdes baixas sejam um reflexo do estagio de vida dos tubardes analisados
(todos juvenis) (Otway, 2020).

As concentracdes de glicose no soro dos animais do presente estudo variaram de 0,39 a 7,05
mmol/L, com uma média de 1,34 mmol/L. Na andlise realizada por Wells et al. (1986), os dois
individuos amostrados apresentaram uma concentracdo média de glicose de 7,8 mmol/L (Tabela
1). Este estudo corrobora a afirmagdo de Cliff & Thurman (1984), de que ha um aumento da
glicemia como resposta inicial ao estresse. Essa mobilizacdo de glicose na corrente sanguinea seria
estimulada pelo aumento do nivel de catecolaminas no sangue dos animais (deRoos & deRoos,
1978). Marshall et al. (2012), por sua vez, encontraram uma concentragdo média de glicose de 6,7
mmol/L nos tubardes-mako capturados por espinhel trazidos a bordo vivos (Tabela 1). O estudo de
French et al. (2015) também analisou os niveis de glicose no sangue de /. oxyrinchus, com uma
concentracao média de 6,0 mmol/L (Tabela 1). Estes valores podem estar relacionados com fatores
ambientais, com a glicemia aumentando conforme mais alta a temperatura da superficie da agua.
O estudo realizado por Otway (2020) verificou concentragdes médias de 3,5 mmol/ L para os
animais saudaveis, e 2,1 mmol/L nos animais com aparente lesdo renal (Tabela 1). O valor médio
dos individuos com urina marrom-avermelhada foi significativamente menor, podendo indicar uma

possivel hipoglicemia causada pelo estresse constante e grande esfor¢o ao passar muito tempo
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lutando ao ser fisgado na pesca, o que pode levar a morte do animal (Cliff & Thurman, 1984;
Manire et al., 2001). No entanto, também ha grande variacdo nos valores de glicemia destes animais
a nivel individual, o que o leva a afirmar que a glicose pode ndo ser um indicador de estresse tao
eficaz em elasmobranquios, corroborando a afirmagao de Wosnick et al. (2016).

A concentragdo média de glicose sanguinea encontrada no presente estudo foi inferior aos
valores encontrados nos estudos prévios citados acima. Levando em consideragao que os individuos
aqui amostrados estavam mortos quando o sangue foi coletado, é possivel que a hipoglicemia tenha
relagdo com o exercicio exaustivo, causando deple¢do completa dos estoques deste metabdlito
seguida de obito. Apesar de estudos relatarem uma elevagao nos niveis de glicose frente ao estresse
de captura (Cliff & Thurman, 1984; Wells et al., 1986; Marshall et al., 2012; Otway 2020), o
estresse cronico ou eventos de hiperatividade podem resultar em concentragdes reduzidas,
possivelmente causando hipoglicemia aguda e levando o animal a 6bito (Cliff & Thurman, 1984;
Manire et al., 2001). Assim, considerando o comportamento imprevisivel deste marcador, aliado as
grandes variagdes intraespecificas frente ao estresse de captura, muita cautela ao delinear
conclusdes ¢ necessaria (Wosnick et al., 2017; Otway, 2020), sendo imperativa a analise de outros
marcadores energéticos em conjunto.

Nos tubardes-mako do presente estudo, os niveis circulantes de triglicerideos variaram de
0,1 mmol/L a 1,81 mmol/L, com média de 0,91 mmol/L. Otway (2020) encontrou concentracdes
médias de 0,5 mmol/L para os animais saudéaveis e de 0,6 mmol/L para os animais com dano renal
(Tabela 1). O autor constatou que ndo houve diferenga significativa entre os valores médios dos
dois grupos. Ele ainda ressaltara que a variagdo individual do nivel de triglicerideos na corrente
sanguinea pode se dar por diferentes razdes, como estagio de vida, periodo reprodutivo, sexo ou
estado nutricional dos animais. Como atestado por Otway (2020), ¢ possivel que as variacdes

observadas no presente estudo também tenham sido influenciadas por outros fatores.

4.3 CORRELACOES ENTRE OS MARCADORES

Este estudo constatou uma correlagdo positiva (R? = 0,48 e p = 0,009) entre os valores de
fosforo e triglicerideos circulantes, o que significa que o aumento nas concentragdes de fosforo ¢é
acompanhado de um aumento nas concentragdes de triglicerideos. Como citado anteriormente,
elevacdo de niveis plasmaticos de fosforo pode ser um indicativo de ruptura de membrana celular

(Wosnick et al., 2017). Considerando os demais indicativos, a captura por rede de emalhe ¢ uma
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situacdo de estresse elevado para os elasmobranquios capturados. Os niveis de triglicerideos aqui
encontrados também foram relativamente elevados, porém variados e sem possivel explicagdo
unica, como em Otway (2020). Gallagher et al. (2014b), concluiram que valores elevados de
triglicerideos estdo relacionados a boa condi¢do corporal em tubardes-tigre (Galeocerdo cuvier
(Péron & Lesueur, 1822)). Em um experimento com ratos de laboratorio, Tanaka et al. (2013)
encontraram uma correlagdo negativa entre fosfato inorganico e os niveis de outro lip idio, o
colesterol. Estudando humanos com hipotireoidismo, Al-Tonsi et al. (2004) traz a hiperfosfatemia
como possivel acompanhante de distirbios na regulacdo de lipidios, podendo levar a niveis
preocupantemente elevados de lipidios na corrente sanguinea. A auséncia de estudos prévios que
tratem da correlagdo encontrada no presente trabalho somada a resultados variados em estudos com
mamiferos e as diversas possiveis causas exogenas ou endogenas de variagdo no nivel de
triglicerideos em elasmobranquios tornam dificil que se chegue a uma possivel explicacdo para este
resultado. E possivel que tal correlagdo seja um resultado do dano celular e mobilizagdo de reservas
lipidicas de energia como resposta ao estresse de captura. No entanto, a impossibilidade de sexagem
metodologica e verificagdo do conteudo estomacal dos individuos impossibilitam que se chegue a
uma conclusdo concreta e mais estudos sdo necessarios para avaliar esta correlagdo.

Foi verificada uma correlagdo negativa (R? = -0,40 e p = 0,03) entre o lactato e o colesterol
total. Mais especificamente, quanto maiores os valores de lactato, menores foram os valores de
colesterol total. At¢ o momento, ndo existem estudos que correlacionem as concentracdes séricas
de lactato e colesterol em animais. Entretanto, em um estudo realizado com humanos, notou-se a
correlacdo negativa entre estes marcadores, com niveis circulantes altos de lactato concomitantes a
niveis baixos de colesterol como preditores de mortalidade por faléncia cardiaca (Desmoulin et al.,
2013). Obviamente, conclusdes a partir de estudos com humanos para tubardes devem ser feitas
com cautela, entretanto, considerando a natureza altamente conservativa de ambas as moléculas
entre as linhagens de vertebrados, ¢ possivel inferir que a correlagdo observada no presente estudo
possa ser um indicativo de acidose latica causando alteracdes cardiacas que podem ter causado a
morte dos animais analisados.

Também foi observada uma correlacdo positiva (R*> = 0,62 e p = 0,004) entre as
concentracdes de lactato e glicose no soro dos tubardes-mako capturados com rede de emalhe.
Como dito anteriormente, o acimulo excessivo de lactato ¢ um grande indicador de exercicio fisico
intenso. No caso de animais capturados, ¢ fruto do comportamento de Iluta ou fuga. Esta correlagdo
pode ser explicada pelo fato de que, frente a esta situagdo de luta ou fuga, ha uma demanda de
mobilizacdo das reservas energéticas, resultando em uma descarga elevada de glicose na corrente

sanguinea (deRoos & deRoos, 1978; Romero & Butler, 2007). Apesar do aumento de glicose frente
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ao estresse de captura ndo ser observado em todas as espécies, ou mesmo em todos os individuos
expostos a0 mesmo estressor, a correlagdo positiva entre estes metabolitos pode indicar que o
aumento da glicose circulante ocorre apenas quando o metabolismo anaerébico ¢ ativado, e nao
como uma resposta primaria padrao imediata como comumente disseminado.
Até o momento nenhuma andlise estatistica para testar as possiveis correlagdes entre os
marcadores fisiologicos de estresse em tubardes-mako foi realizada, o que pode ter mascarado
resultados importantes para o entendimento do estresse na espécie. De fato, a abordagem estatistica
utilizada no presente estudo visando esclarecer correlagdes entre marcadores fisiologicos € recente
(Leite et al., in prep), e tem grande potencial em elucidar aspectos criticos para 0 manejo pesqueiro.
Em suma, considerando as perguntas especificas feitas, a resposta ao estresse nos tubardes-
mako capturados com redes segue o padrao ja descrito para outras modalidades de pesca, entretanto,
com alteragdes fisiologicas exacerbadas quando comparadas a outros aparatos de pesca. No caso
da captura por redes de emalhe, ¢ observado aumento de grande magnitude do lactato circulante,
compativel com acidose latica causada por exercicio intenso durante comportamento de luta e fuga;
¢ observado aumento significativo nas concentragdes circulantes de fosforo, indicando ruptura de
membranas e/ou desfosforilacdo da creatina muscular, como esperado para situagdes de exercicio
intenso em vertebrados; as concentragdes de ureia circulante também foram mais altas quando
comparadas com tubardes-makos capturados por outros aparatos de pesca, podendo indicar perda
do equilibrio homeostatico frente ao estresse imposto pela captura. Em relagdo aos marcadores
energéticos, notou-se uma mobilizacdo frente ao estresse, porém, possivelmente insuficiente para
que a sobrecarga alostatica fosse evitada, resultando na mortalidade dos animais antes que a
utilizacdo dos combustiveis energéticos pudesse ser satisfatoria para reverter os danos deletérios
aos processos fisiologicos vitais. Correlacdes muito interessantes foram observadas, indicando o
papel primario do aumento do lactato em processos deletérios em tubardes-mako, e enfatizando a
importancia desta abordagem em estudos futuros.

Apesar de terem sido obtidos dados e resultados relevantes, ¢ necessaria reflexdo quanto as
limitagdes do presente trabalho. Por conta da amostragem totalmente dependente da pesca, onde
muitas vezes a amostragem tinha de ser feita da maneira mais rapida possivel, muitos dados
relevantes como sexo e estdgio de vida foram perdidos. Assim, andlises mais detalhadas sobre o
estresse imposto pela captura em ambos os sexos ou diferentes fases de vida ndo foram realizadas.
Desta forma, estudos futuros devem se concentrar em preencher essas lacunas, visando responder
se existem diferencgas nas respostas ao estresse entre machos e fémeas, fases de vida ou até mesmo
entre 0 mesmo sexo mas em periodos de vida diferentes (e.g., dentro e fora do periodo reprodutivo).

O numero amostral do presente estudo também foi relativamente baixo, nos impedindo de realizar
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analises estatisticas mais robustas. Assim, estudos futuros podem se beneficiar se um maior nimero
de individuos e possivelmente individuos capturados em diferentes épocas do ano, forem
coletados.

Também nao foi possivel avaliar o contetido estomacal dos individuos analisados, o que
seria importante para melhor elucidar alguns dos resultados obtidos, principalmente em relagcdo aos
marcadores energéticos (colesterol total, triglicerideos e glicose). Ademais, este estudo contou
apenas com amostras provindas de tubardes mortos, impossibilitando a comparagdo da resposta ao
estresse de uma forma mais abrangente (grupo controle com animais capturados com vida) para a
modalidade de pesca avaliada. No entanto, refor¢a-se a importancia de estudos post-mortem a fim
de se obter informagdes de valores letais que podem ser utilizados como controle negativo
(Wosnick et al., 2017). Assim, estudos futuros podem se beneficiar se animais vivos capturados
com redes de emalhe forem amostrados, permitindo um entendimento mais amplo dos processos

fisiologicos de estresse nesta modalidade de pesca.

5 CONCLUSAO

Tomados juntos, os resultados do presente estudo indicam que a captura por redes de emalhe
parece ser mais danosa aos tubardes-mako do que outras modalidades de pesca previamente
estudadas. Assim, ¢ possivel que medidas de manejo baseadas na soltura sejam menos eficientes
nestes casos, dado que o desemalhe dos animais ¢ comumente feito, no minimo, ap6s 12 horas da
rede ser posta na agua e os danos fisioloégicos sd@o potencialmente letais em resposta ao estresse da
captura.

Frente as limitagdes encontradas por este estudo, se tornam necessarios estudos continuos
com esta espécie e modalidade de pesca para que se possa obter novas informacgdes.
Adicionalmente, estudos de sobrevivéncia pos-captura para redes de emalhe sdo urgentes, visando
direcionar medidas de manejo baseadas na soltura de tubardes capturados de forma incidental. Por
fim, ¢ imprescindivel a participacdo dos pescadores artesanais nos estudos e acdes de manejo para
a espécie, especialmente considerando o cenario peculiar e oportunidades Unicas de estudo da
captura de tubardes-mako por frotas artesanais proximo a costa. Além disso, a participagcdo dos
pescadores ¢ essencial para que se tenha um melhor acordo entre as partes envolvidas e que medidas
mitigatorias como a soltura de animais vivos comecem a ser adotadas e difundidas na comunidade,
bem como a elaboracdo de um manual de boas praticas que englobe agdes especificas para a espécie

e a realidade da pesca artesanal.
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ESTRUTURACAO POPULACIONAL DE UM PREDADOR DE TOPO COM
AMPLA DISTRIBUICAO E ALTA CAPACIDADE DE DESLOCAMENTO: ISURUS
OXYRINCHUS RAFINESQUE, 1810, UM UNICO ESTOQUE?
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RESUMO

Grandes animais marinhos pelagicos, capazes de realizarem deslocamentos por enormes
distancias tendem a ter menor diferenciacdo evolutiva dentro de sua area de ocorréncia no Oceano.
O tubardo-mako (Isurus oxyrinchus) é um peixe que possui estas caracteristicas. Esta espécie
também ¢ altamente explorada pela pesca industrial oceanica e artesanal mais localizada, com
enormes declinios populacionais ocorrendo desde as ultimas décadas e que, em muitas regides,
continuam a ocorrer. Para que se possa melhor realizar o manejo das populagdes de animais
explorados, ¢ fundamental que os estoques sejam bem definidos, sendo assim tratados como uma
unidade. Tratando-se de um animal pelagico e muito mével, a populacdo global do tubardo-mako
potencialmente compreende uma unica populacdo panmitica. Com a finalidade de fornecer
informagdes relevantes quanto a estruturacdo populacional desta espécie ao longo de toda sua
distribuicdo, foram utilizadas 145 sequéncias do gene citocromo oxidase subunidade I (COI)
disponiveis no banco de dados Genbank, de diversas regides dentro da extensa area de ocorréncia
da espécie, para realizar analises de diversidade genética e filogeografia. Os resultados mostraram
uma diversidade haplotipica relativamente alta (0,855) e uma diversidade nucleotidica dentro do
esperado (0,006) para espécies similares de animais marinhos. Além disso, também verificou-se a
auséncia de estruturacdo populacional entre as regides amostradas, e a Andlise de Variancia
Molecular (AMOVA) mostrou que a maior parte da varidncia encontrada ¢ advinda
majoritariamente de dentro das populagdes (85,47%). Apesar de aparentar tratar-se de uma tUnica
populagdo global, algumas poucas regides apresentaram possiveis indicios de uma limitada
estruturagdo. Sendo assim, pode-se concluir que a fim de se conservar o tubardo-mako, sdo
necessarios empenhos multinacionais, como também medidas de manejo a nivel de pescarias locais.

Palavras chave: Tubardo-mako; estruturagdo genética; conservacao, panmixia.
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ABSTRACT

Large pelagic marine animals, capable of moving over enormous distances, tend to have
less evolutionary differentiation within their area of occurrence in the ocean. The shortfin mako
shark (Isurus oxyrinchus) is a fish that exhibits these characteristics. However, this species is
highly exploited by industrial oceanic fisheries and localized artisanal fishing. Consequently,
there have been significant population declines over the past few decades, with ongoing declines
in many regions. To effectively manage populations of exploited animals, it is crucial to establish
well-defined stocks and treat them as a unit. As a pelagic and highly mobile animal, the global
population of shortfin mako sharks potentially forms a single panmictic population. To gain
insights into the population structure of this species across its entire distribution, we analyzed
145 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene sequences from shortfin mako sharks available in
the Genbank database. These sequences were obtained from different regions within the species'
extensive range. The analysis of genetic diversity and phylogeography revealed a relatively high
haplotype diversity (0.855) and nucleotide diversity within the expected range (0.006) for similar
marine species. Furthermore, we found no evidence of population structure among the sampled
regions. The Molecular Variance Analysis (AMOVA) indicated that most of the observed
variance originates from within the populations (85.47%). Although the shortfin mako shark
population appears to be a single global population, there were some indications of limited
structure in a few regions. In conclusion, conserving the shortfin mako shark requires
multinational efforts and management measures at the local fisheries level. While the species
demonstrates a high degree of genetic connectivity, a few regions show potential signs of
distinctiveness. Therefore, a comprehensive conservation approach is necessary to protect this

species effectively.

Keywords: Shortfin mako shark; genetic structuration; conservation; panmixia.
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1 INTRODUCAO

Tubardes pelagicos apresentam declinios populacionais alarmantes resultantes da
sobreexplotagdo por frotas pesqueiras industriais em todos os oceanos (Dulvy et al., 2008;
Pacoureau et al., 2021). Como resultado, atualmente, cerca de 75% das espécies de
elasmobranquios ocednicos encontram-se listados em alguma categoria de ameaga de
extingdo (Pacoureau et al., 2021), configurando um imenso desafio para a conservagao
deste grupo em particular. Diferente das frotas de pequeno e médio porte, as pescarias
realizadas por frotas industriais capturam um numero muito expressivo de individuos por
operagdo de pesca, em sua maioria adultos sexualmente ativos (Musyl & Gilman 2018;
Wosnick et al., 2022). A retirada de biomassa parental em grandes volumes torna-se um
grande desafio para o manejo adequado de espécies com caracteristicas biologicas K-
estrategistas, como ¢ o caso dos tubardes.

Desta forma, medidas de manejo efetivo devem considerar uma abordagem
holistica, na qual ferramentas de diferentes areas de conhecimento sdo empregadas com
o intuito de otimizar estratégias de conservacdo em médio e longo prazo. Por muitos anos
(entre as décadas de 60 e 70), tubardes oceanicos foram capturados por frotas atuneiras
em mar aberto de forma incidental, sem nenhum interesse oficialmente declarado em seu
comércio (Barreto et al., 2016). Entretanto, com o crescente interesse do mercado asiatico
nas nadadeiras destes animais, capturas antes incidentais passaram lentamente a ser o
foco, especialmente considerando os declinios concomitantes observados para os atuns e
outros peixes Osseos de grande valor comercial (Cambhi et al., 2008; Dulvy et al., 2008;
Pacoureau et al., 2021). Neste momento, diversas frotas direcionaram suas atividades para
a captura de tubardes, com foco especial na retirada das barbatanas e pouco ou nenhum
aproveitamento de outros subprodutos (Clarke et al., 2007; Cambhi et al., 2008; Pacoureau
et al., 2021).

Com o passar dos anos, por volta dos anos 80, e a concomitante reducdo das
capturas em detrimento do esforco de pesca crescente, a comunidade académica e
governos passam a se preocupar com a sustentabilidade da pesca e comercializacdo de
tubardes (Thorson, 1987). Isso se deu pelos fortes indicios de declinios populacionais
para muitas espécies, enfatizando a necessidade de medidas de manejo direcionadas para
estes animais. Diante deste cendrio, as organizacOes regionais para o ordenamento
pesqueiro passaram a regular também as capturas comerciais de tubardes oceanicos,

representando um importante avango para espécies de interesse comercial. Dentre os
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desafios para a gestdo pesqueira de espécies de interesse comercial, esta o fato de que a
constante pressdo de pesca pode selecionar artificialmente certas caracteristicas
fenotipicas da populacdo explotada (Kuparinen & Merild, 2007; Heino et al., 2015). A
retirada exacerbada de individuos de uma populacdo também pode reduzir drasticamente
sua variabilidade genética, além de extinguir certos alelos, genes ou até mesmo linhagens
evolutivas (Ryman et al., 1995; Amos & Balmford, 2001; Pinsky & Palumbi, 2013).
Deste modo, a exploracdo predatoria das espécies tidas como recurso pesqueiro pode
extirpar ndo somente a diversidade de espécies, como também a diversidade genética-
evolutiva intraespecifica (Ryman et al., 1995; Pinsky & Palumbi, 2013).

Nos tultimos anos, o avango da identificagdo a nivel molecular das espécies vem
auxiliando a taxonomia de grupos problematicos, permitindo a identificagdo de espécies
novas de elasmobranquios (Pinhal et al., 2012; Ruocco et al., 2012; Arlyza et al., 2013;
White et al., 2013). Tradicionalmente, a descricdo e a identificagdo das espécies sao feitas
com base em tracos morfologicos e sdo restritas a uma pequena parcela de pesquisadores
(Palmeira et al., 2013). Além disso, estes especialistas muitas vezes estdo presentes em
numero insuficiente dada a grande diversidade de espécies, especialmente para regides
mega-diversas como o Atlantico Sul Ocidental (Palmeira et al., 2013). No entanto, apenas
a abordagem morfoldgica muitas vezes ndo consegue chegar a uma descri¢do precisa de
determinada espécie, € por haverem certas limitacdes que ocultam a real posi¢ao
sistematica das espécies (e.g. complexos de espécies), a acdo dos taxonomos pode ser
limitada (Hajibabaei et al., 2007).

Uma outra aplicagdo das ferramentas de DNA envolve a observacdo e descricdo
da variabilidade genética de estoques pesqueiros, para geracdo de dados importantes para
nortear politicas de espécies-alvo. O entendimento de que os haplotipos de mtDNA de
populagdes de muitas espécies t€m sua distribuicdo limitada geograficamente introduziu
uma dimensao filogenética nas discussdes sobre a estrutura das populacdes, levando a
proposicdo do termo “filogeografia” (Avise et al. 1987). Desse modo, com base na
distribuicdo geografica dos haplotipos de mtDNA e no grau de divergéncia de sequéncias
entre eles, Avise (2000) propoe e discute categorias filogeograficas. Estas categorias
podem caracterizar areas de ocupacao, distribui¢do de populagdes, existéncia de barreiras
ao fluxo génico ou extingdo de gendtipos intermediarios, ocorréncia de zonas hibridas,
taxas de migracao e inferéncias cladisticas.

A caracterizag¢do de unidades evolutivas relativamente distintas, € um dos fatores

que garante aos estoques pesqueiros a manuten¢do da sua variabilidade genética (Avise,
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2000). Estas unidades evolutivas distintas, muitas vezes podem ser encontradas ao longo
de ambientes heterogéneos, os quais propiciam caracteristicas ecologicas distintas, como
disponibilidade de presas, ou até mesmo menor pressdo pesqueira. Tubardes com ampla
distribui¢ao podem, ao longo do seus ciclos de vida habitar diferentes ambientes, como
regides mais costeiras e posteriormente, com inicio da maturagdo sexual, migrarem para
areas mais oceanicas atravessando assim, diferentes condigdes ecologicas ¢ ambientais
(Feldheim et al., 2001; Castro et al., 2007). Quaisquer caracteristicas geofisicas que
impecam ou tornem a migragdo destas espécies mais dificil, podem propiciar uma quebra
de fluxo génico, o que consequentemente podem ocasionar diferengas na estrutura
genética populacional de uma dada espécie (Chabot et al., 2015; Clark et al., 2015; Carmo
et al., 2019). Dispersao, e subsequente reprodugdo sdo fatores que sustentam a troca e
manuten¢do da variabilidade genética entre populagdes de uma espécie, fazendo com que
esta consiga sobreviver ao longo do tempo (Slatkin, 1987).

O tubardo-mako ¢ uma espécie de distribui¢do circunglobal de dguas tropicais a
subpolares (Stevens, 2008; Ebert et al., 2021), majoritariamente oceanica e peldgica,
especialmente na fase adulta (Stevens, 2008). Na sua fase adulta, esse animal ¢ vulneravel
principalmente a pesca oceanica de espinhel (Stevens, 2008). Ja os neonatos e juvenis sao
vulneraveis a modalidades de pesca realizadas mais proximas da costa e plataforma
continental (Stevens, 2008; Kabasakal, 2015). Esta espécie também possui capacidade de
deslocar-se por grandes distancias (Heist et al., 1996; Stevens, 2008; Ebert et al., 2021).
Desta maneira, ¢ esperado que nao haja grande estruturagdo populacional regional, mas
sim uma grande conectividade como ¢ o caso de outros grandes peldgicos (i.e.: tubardo-
peregrino Cetorhinus maximus (Gunnerus, 1765) e tubardo-baleia Rhincodon typus
Smith, 1828 (Rus Hoezel et al., 2006; Castro et al., 2007). No entanto, ¢ importante
ressaltar que por ndo possuir um estdgio larval planctonico, a dispersdao dos
elasmobranquios depende da movimentacdo ativa de individuos adultos e juvenis
(Whitney et al., 2012; Chabot et al., 2015; Domingues et al., 2018). Assim, além de
barreiras naturais, a retirada de possiveis migrantes da natureza pode ter impacto
significativo na conectividade entre as regides de distribuicdo de uma espécie (Chapman
et al., 2012).

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo fornecer evidéncias genéticas
sobre o atual status da variabilidade genética das populagdes de 1. oxyrinchus através das
sequéncias disponiveis na literatura do gene citocromo oxidase subunidade I (COI)

fornecendo assim dados para conservagdo e manejo dos estoques genéticos da espécie.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 CONSTRUCAO DO BANCO DE DADOS

Com o intuito de verificar possiveis estruturacdes nas populagdes de [
oxyrhinchus, foram baixadas todas as sequéncias disponiveis desta espécie para o gene
COI na plataforma Genbank. Este banco total, teve um nimero final de 145 sequéncias
provenientes de varias regides do mundo (tabela suplementar 1). As sequéncias foram
alinhadas automaticamente utilizando-se a ferramenta ClustalW (Thompson et al., 1997)
implementada no programa BioEdit v. 7.0.4 (Hall, 1999). Posteriormente, o alinhamento

foi verificado de forma visual para correcdo de eventuais erros de alinhamento.

2.2 ANALISES MOLECULARES

O melhor modelo evolutivo que se adeque as taxas de evolugdo do fragmento do
gene COI utilizado, foi inferido no programa jModelTest 2 (Darriba et al., 2012). Este
modelo foi utilizado na constru¢do da rede de haplotipos no programa Haploviewer
(Salzburger et al., 2011). Os indices de diversidade genética como niimero de haplotipos
(Hap), diversidade de haplotipos (H) e diversidade nucleotidica (z) foram estimados
utilizando-se o programa Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2005). Um teste de neutralidade
foi realizado para detec¢do de possiveis sinais de expansdo populacional, utilizando os
indices de D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) com os seus respectivos
valos de P baseados em 1000 simulagdes de coalescéncia. Os indices de de Fst (Weir &
Cockerham, 1984) e Analise de Variancia Molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992)
também foram implementados para testar a diferenciagdo genética entre as populagdes de
areas diferentes. Ambos os indices também foram estimados no programa Arlequin 3.01

(Excoffier et al., 2005).

3 RESULTADOS

Do total de 145 amostras, foram encontrados 30 haplotipos (Hap) diferentes
(Figura 1) ao longo de 18 regides (Figura 2). A rede de haplotipos gerada no presente
estudo indicou um formato do tipo "estrela", sendo o haplétipo 8 o mais frequente (48
sequéncias), estando ausente apenas em populagdes da América do Norte e da Nova
Zelandia. Adicionalmente, a populacdo da India apresentou a maior quantidade de

haplotipos unicos, em relagdo ao N populacional utilizado para a criagdo da rede de
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haplotipos (Figura 1, Letra K). Adicionalmente, a rede de haplotipos ndo sugere nenhum
particionamento ou estruturacao geografica dentro das populagdes analisadas.

A diversidade total de haplotipos (H) foi de 0,855 (Tabela 1). As regides com
maior nimero de haplotipos unicos foram Indonésia (Hap = 11), seguida do Peru (Hap =
9). Estas regides também apresentaram alta diversidade haplotipica 0,911 (sd = 0,042) e
0,978 (sd = 0,054), respectivamente (Tabela 1). J& a regido do Oma apresentou a menor
diversidade haplotipica (0,340), bem como a menor diversidade nucleotidica, 0,003 (sd =
0,000), embora seja uma das areas com maior numero de sequéncias disponiveis,
possuindo apenas 4 haplotipos. Adicionalmente, considerando os valores dos testes de
neutralidade das populagdes inferidas, destacamos os valores de Fs significativos para as

populagdes do Peru e Indonésia, indicando expansdo populacional (Tabela 1).
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Figura 1. Rede de haplétipos construida a partir de uma por¢do do gene COI com base em uma
arvore de maxima verossimilhanga gerada utilizando-se o modelo evolutivo de K80+G. As cores
representando cada localidade utilizada no presente estudo bem como a propor¢ao de cada haplotipo é
indicada na imagem. As letras correspondem as seguintes populagdes. A: Atlantico Norte (EUA)+Canada;
B: México; C: Cabo Verde; D: Africa do Sul; E: Para; F: Sdo Paulo; G: Santa Catarina; H: Rio Grande do
Sul; I: Peru; J: Oma; K: Indonésia; L: India; M: Taiwan; N: Turquia; O: Malta; P: Italia; Q: Australia; R:

Nova Zelandia.
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Figura 2. Mapa de locais onde foram amostradas as sequéncias utilizadas neste trabalho (pontos

vermelhos). Pontos em terra quando ndo especificado onde no pais ou cidade, ou, quando a amostra foi

retirada de algum ponto comercial em terra. Brasil em destaque (verde). Mapa elaborado utilizando o

programa QGIS (QGIS Development Team, 2023).

Populacio N Hap (H) (sd) (1) (sd) D TajimaP FsFuP
Atlantico Norte 6 4 0,867(0,129) 0,006 (0,001) -0,415 0,600
México 4 3 0,833 (0,222) 0,005 (0,001) 0,179 0,888
Cabo Verde 1 - - - - -
Africa do Sul 4 3 0,900 (0,161) 0,007 (0,002) -1,199 0,286
Para 5 4 0,900 (0,163) 0,003 (0,001) -0,561 -0,848
Sao Paulo 6 6 0,933(0,122) 0,004 (0,001) -1,408 -1,515
Santa Catarina 2 2 1,000 (0,500) 0,006 (0,003) - -
Rio Grande do Sul 5 5 1,000 (0,126) 0,008 (0,001) 0,000 -1,411
Peru 10 9 0,978 (0,054) 0,007 (0,001) -0,020 -4,180
Oma 36 4 0,340 (0,093) 0,003 (0,000) -0,507 2,347
Indonésia 20 11 0,911 (0,042) 0,008 (0,000) -0,234 -1,906
India 7 2 0,476 (0,171) 0,004 (0,001) 0,825 3,754
Taiwan 4 3 0,833 (0,222) 0,007 (0,002) 0,686 1,399
Turquia 3 3 1,000 (0,272) 0,010 (0,004) - -
Malta 14 5 0,802 (0,069) 0,006 (0,000) 0,115 1,616
Italia 10 6 0,778 (0,137) 0,008 (0,002) -0,885 0,461
Australia 7 6 0,952 (0,096) 0,009 (0,001) -0,021 -1,019
Nova Zelandia 1 - - - - -
Total 145 30 0,855(0,000) 0,006 (0,000) -1,235 -10,411

Tabela 1. Indices de diversidade genética de uma porgdo do gene mitocondrial COI de Isurus

oxyrinchus para cada regido amostrada e total: N, nimero de amostras de cada regido; Hap, nimero de

haplotipos presentes em cada regido; H, diversidade de haplotipos; sd, desvio padrdo; =, diversidade

nucleotidica; D de Tajima (Tajima, 1989); Fs de Fu (Fu, 1997). Valor de significancia P<0.05.

Tendo em vista que, o banco de dados utilizado no presente estudo possui

sequéncias provenientes de 5 regides distintas e bem demarcadas, para a geragdao dos

indices de AMOVA, ®st, as populagdes foram configuradas como: 1 -

América

(Atlantico Norte + Canada + México + Para + S@o Paulo + Santa Catarina + Rio Grande
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do Sul + Peru), 2 - Africa (Africa do Sul + Cabo Verde), 3 - Mediterraneo (Malta + Italia
+ Turquia), 4 - Indo-Asia (Omi + Indonésia + India + Taiwan) e 5-Oceania (Australia +
Nova Zelandia).

As andlises genéticas de Fst entre as populagdes indicaram que ndo ha uma
estruturacdo significativa aparente entre a maioria das populagdes investigadas. Porém,
resultados significativos foram encontrados quando comparadas as populagdes do
Atlantico Ocidental e Asia (Fst = 0.000 e 0.002 para Atlantico Norte x Oma e México x
Oma, respectivamente), Atlantico Ocidental e Mediterraneo (Fst=0.002 e 0.006 para Para
X Malta e Para x Italia, respectivamente), Pacifico Sul X Asia (Fst=0.000 Peru x Oma),
Pacifico Sul e Mediterraneo (Fst=0.003 e 0.006 para Peru X Malta ¢ Peru X Italia,
respectivamente), dentro da Asia (Fst=0.002 para Oma x Indonésia), entre Asia e
Mediterraneo (Fst= 0.008, 0.000 e 0.002 para Oma X Turquia/Malta/Italia,
respectivamente) ¢ finalmente, dentro do Atlantico Ocidental (Fst=0.007 entre Para e

Meéxico) (Tabela 2).
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Os resultados da Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (Tabela 3)
mostraram que a % da variacdo encontrada provém majoritariamente de dentro das
populagoes (85,47%), enquanto a variagdo entre as populacdes foi extremamente baixa
(0,84%). O baixo valor da estatistica ®ST encontrado (PST = 0.14529) também aponta

para uma baixa estruturagdo populacional.

Fonte da variacdo % da Variagio D,
Entre Populagdes 0,84 0,14529
Entre Populagdes dentro de grupos 13,69

Dentro de Populacdes 85,47

Tabela 3. Valor de AMOVA das populacdes de Isurus oxyrinchus, referentes as 18 localidades

disponiveis no Genbank.

4 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, algumas revisdes moleculares investigando a estrutura
populacional de [ oxyrinchus foram realizadas (Schrey & Heist, 2003; Taguchi et
al., 2011; Corrigan et al., 2018). Porém, nenhuma destas havia incluido amostras de
representantes populacionais do Brasil. A priori, a auséncia de estruturagdo entre as
populagdes inferidas no presente estudo, poderia ter como provavel causa a utilizagdo de
uma por¢ao do gene COI. Porém, este ndo ¢ o caso. Estudos anteriores utilizando
marcadores microssatélites, que sdo muito mais informativos para inferéncias
populacionais, ja haviam demonstrado estruturacdo fraca entre populacdes do Atlantico
Norte e Norte do Pacifico bem como, auséncia de estruturacdo ao longo da extensdo do
Pacifico, além da regido da Australasia (Schrey & Heist, 2003; Taguchi et al., 2011;
Corrigan et al., 2018). Desta forma, o presente estudo fornece evidéncias que o estoque
desta espécie ¢ formado por apenas uma Unica populacdo global. Assim, os dados aqui
obtidos estdo de acordo com estudos anteriores realizados para a mesma espécie, o quais
apontam uma unica linhagem evolutiva contida em I oxyrinchus (Ward et al., 2008).
Dentre as populagdes analisadas, hd indicios de consideravel variabilidade molecular,
especialmente o indice de diversidade haplotipica, resultado este, também ja recuperado
para a espécie previamente (Heist et al., 1996; Michaud et al., 2011; Taguchi et al., 2011).
Baixos indices de diversidade nucleotidicas s3o relativamente comuns para estudos
realizados com DNA mitocondrial de espécies de tubardes pelagicos como Carcharias
taurus, Rafinesque, 1810, Galeorhinus galeus (Linnaeus, 1758) e Carcharhinus limbatus,

o que confirma hipdteses anteriores sobre tubardes pelagicos apresentarem baixos indices
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de diversidade nucleotidica em relagdo a espécies costeiras (Keeney & Heist, 2006;
Ahonen et al., 2009; Chabot & Allen, 2009; Morales , 2012; Corrigan et al., 2018).

Mesmo havendo resultados de Fst significativos entre algumas popula¢des no
presente estudo, a relevancia biologica do significado dos indices de fixacdo deve ser
interpretada de forma cautelosa, devido a magnitude do tamanho amostral discrepante
entre as populagdes inferidas. O Fst fornece uma estimativa do efeito do fluxo génico em
relacdo a diferenciagdo populacional, sendo influenciado tanto pelo tamanho
populacional, quanto pela taxa de migracdo (Weir & Cockerham 1984). Os valores de Fst
decaem de forma ndo linear com aumento da taxa de migragdo, ocasionando desta forma
indices ndo relevantes ou de fraca intensidade de estruturagdo gerados com base em sinais
moleculares de panmixia (Avise, 2000). O mesmo ocorre quando a populagdo de uma
determinada espécie ¢ grande mas suficientemente independente para garantir manejo de
forma independente (Waples & Gaggiotti, 2006; Waples et al., 2008; Gagnaire et al.,
2015), como ¢ o caso de /. oxyrinchus.

A rede de haplotipos contendo as sequéncias das populacdes analisadas apontam
um padrao em estrela, sugerindo um de evento de gargalo de garrafa (bottleneck) recente.
Um dos eventos mais relacionados a ocorréncia de gargalos de garrafa em peixes
marinhos correspondem as glaciagdes do Pleistoceno, tendo suas influéncias na
estruturagdo populacional e rapida expansdo populacional, também ja descritas para
espécies de elasmobranquios (Beheregaray et al., 2002; Grunwald et al., 2002; Richards
et al., 2009; Sodr¢ et al 2012; Sales et al., 2019; Richards et al., 2018).

Mesmo que os dados indiquem que /. oxyrinchus apresenta apenas um grande
estoque populacional, o manejo pesqueiro ndo pode ser feito de forma unica. O
compartilhamento de haplotipos entre todas as populagdes amostradas nos cinco
continentes, sugere, em se tratando de DNA mitocondrial, a existéncia de subpopulagdes
de origem materna como indicado pelos valores de Fst entre o Atlantico Americano ¢ a
Asia. Isso indica que, embora a espécie consiga realizar migragdes trans-equatoriais, estas
ndo ocorrem com alta frequéncia. De fato, tal padrdo de movimentagdo e uso de habitat
jé foi descrito através de estudos de telemetria, assim como a permanéncia temporaria
dentro de aguas sob jurisdi¢do de um Unico pais (Corrigan et al., 2018). Dado que existe
um grande compartilhamento global de haplétipos dentro da espécie, € possivel inferir
que os individuos sdo expostos a uma grande variedade de condigdes abiodticas e bidticas
(e.g., distintos gradientes de salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido, disponibilidade

de presas e competi¢do). Neste sentido, diferentemente da deriva genética, a selegao
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natural age como forca balanceadora em relagdo ao efeito de homogeneizacdo do fluxo
génico de forma mais eficiente em populacdes grandes, como ¢ o caso do tubardo-mako
(Mayr, 1942; Avise, 2000). Ademais, os indicios da existéncia de subpopulagdes, fornece
elementos para que o manejo dos estoques nestas subpopulacdes também seja coordenado
de forma independente, mesmo para casos onde hajam populagdo com niveis elevados de
conectividade genética (Allendorf et al., 2015; Jost et al 2017).

Considerando a distribuigdo e conectividade global de I oxyrinchus, se ressalta a
necessidade de um olhar visando a conservacdo em macroescala. Felizmente, algumas
iniciativas com este objetivo ja vém entrando em agdo. A CITES (Convengao Sobre
Comércio Internacional de Espécies Selvagens de Fauna e Flora Ameagadas) listou a
espécie em seu anexo II (CITES, 2023). Este anexo se refere a espécies que podem ainda
ndo estar necessariamente ameagadas, mas podem vir a se tornar caso sua exploragdo nao
seja regulamentada (CITES, [s.d.]). Também se torna necessaria uma licenca especifica
para o comércio e exportacdo das espécies listadas (CITES, [s.d.]). A Comissao
Internacional para a Conserva¢do do Atum Atlantico (ICCAT) ja possuia recomendagdes
que visam a conservagdo do tubardo-mako, como a devolu¢do de individuos a agua,
presenca de um observador de bordo para embarcagdes grandes (maiores de 12 metros),
e o requerimento de que as empresas informem o numero de individuos capturados e
descartados mortos ¢ descartados vivos (ICCAT, 2014). Em 2022, a ICCAT trouxe novas
resolugdes visando a conservagdo do tubardo-mako no Atlantico Sul, onde as
recomendagdes de 2014 para o Atlantico Norte passam a valer também, para a regido Sul
(ICCAT, 2022). Ademais, para o Atlantico Norte, j4 havia entrado em vigéncia a
proibicdo temporaria da retengdo de individuos desta espécie, assim como uma redugdo
significativa, entre 40% a 60% dependendo da cotagdo prévia do pais, da cota de
desembarque permitido para esta espécie (ICCAT, 2019). Em 2022, a Comissao decidiu
adotar a proposta submetida pela Unido Europeia e Reino Unido, onde as normas vigentes
para o Atlantico Norte passaram a valer, do mesmo modo, para o Atlantico Sul (ICCAT,
2022. A excegio foi do banimento de retengdo que foi objetado pela Namibia e Africa do
Sul (Shark Project, 2022; Shark Trust, 2022). Estas iniciativas, ainda que haja obstaculos
e seja necessaria uma forte fiscalizagdo do seu cumprimento, sdo importantes passos para
um empenho mundial na conservagao do tubarao-mako.

Por outro lado, como citado anteriormente, ¢ imprescindivel que haja
concomitantemente um esfor¢o regional para conservacdo da espécie. O certo nivel de

estruturagdo populacional em algumas regides de ocorréncia, a possibilidade de
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ocorréncia de subpopulacdes maternas e possiveis regides de bercario e o padrio de
permanéncia em Zonas Economicamente Exclusivas (EEZ) demonstram que ¢ essencial
um manejo em microescala (Corrigan et al.,, 2018). A Administracdo Nacional Oceanica
e Atmosférica (NOAA) dos Estados Unidos, por exemplo, possui regulamentacdes
diferentes para a conservagdo de diferentes estoques do tubardo-mako (Pacifico Norte e
Atlantico Norte), levando em consideragdo o status de exploracdo e ameaga de extingdo
especifico de cada regiao (NOAA Fisheries, 2023; 2023b). No Brasil, até pouco tempo
atras ndo havia dados sobre o status de ameaca desta espécie. Somente em dezembro de
2022 a espécie foi listada na Lista Nacional de Espécies Ameagadas de Extingao,
categorizada como “Criticamente em Perigo”, evidenciando a falta de manejo pesqueiro
e estratégias para a conservacgdo no pais (Brasil, 2022). Isso demonstra a importancia e
necessidade do estudo e delimitacdo de estoques regionais, para que seja possivel a
realizacdo de um manejo efetivo em microescala, a fim de se proteger efetivamente as

subpopulagdes locais e a abundancia e diversidade intraespecifica da populagao global.

5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo trazem mais evidéncias de que ha conectividade
genética dentro de toda a distribuicdo global de I oxyrinchus, corroborando estudos
pretéritos quanto a estruturagdo populacional desta espécie. Porém, também ressaltam a
possibilidade de estruturagdo a certo nivel regional. A situacdo de I. oxyrinchus ¢ um
exemplo claro da necessidade de um manejo efetivo tanto a grande quanto pequena
escala. Isto para se preservar a abundancia e diversidade intrinseca das populacdes e para
que também seja possibilite a manutenc¢do e recuperagdo da espécie a longo prazo. Além
disso, ¢ importante que ndo se perda a variabilidade genética, relativamente elevada para
uma espécie pelagica de elasmobranquio.

Os exemplos aqui citados de instituicdes regulamentadoras da pesca a nivel
nacional e internacional nos mostram o potencial de medidas efetivas, contanto que
devidamente fiscalizadas. No entanto, no Brasil, at¢ o final do ano passado a espécie
estava negligenciada, sem ter uma avaliacdo de status de ameaga. A ICCAT, que atua no
Atlantico, também nao tinha uma regulamentacdo em efeito para o Atlantico Sul até por
volta do mesmo periodo, com restricdes mais fortes sendo barradas por paises da regiao,
neste caso, Africa do Sul e Namibia. Isso evidencia a urgéncia de mais estudos que

informem a situagdo do tubardo-mako na regido Sul do Atlantico e que se desenvolva



uma regulamentagdo conservadora para as diversas e variadas modalidades de pesca desta

espécie ao longo de sua distribuigao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Como visto ao longo deste trabalho, a literatura reforca a aplicabilidade ¢ a
importancia da fisiologia e da genética na conservacdo de elasmobranquios. Através do
uso dessas ferramentas, podemos responder perguntas importantes para o manejo destes
animais como até¢ onde uma populac¢do ainda ¢ a mesma ¢ as consequéncias da captura
por diferentes técnicas de pesca, podendo tornar medidas adotadas mais bem direcionadas
e efetivas.

O tubardo-mako (Isurus oxyrinchus (Rafinesque, 1810)) é uma espécie que
necessita urgentemente de mais estudos. Atualmente a espécie esta sendo sobrexplotada
potencialmente a niveis irreversiveis, tornando impreterivel que se conhegca mais o0s
impactos das diversas modalidades de pesca que capturam a espécie, assim como
informagdes ecologicas importantes para sua conservacdo, como zonas de bergario,
agregacoes reprodutivas e padrdoes migratorios.

Vale ressaltar que a captura de tubardes-mako pela pesca artesanal no Parana nado
¢ comum. O ano de 2021 foi atipico pois houve esta ocorréncia de mais de 20 individuos
sendo capturados. Isto mostra que, ainda que incomum na regido, esta espécie pode estar
sujeita a captura pela pesca de pequena escala.

Os resultados do presente estudo reportaram que a captura em pequena escala,
mais proxima da costa, pode ser danosa aos estoques desta espécie, pois quase em
totalidade apenas individuos imaturos, prejudicando o recrutamento de novos individuos
e potenciais migrantes e reprodutores. Além disso, a captura por rede de emalhe torna
ainda mais dificil que medidas para reduzir a mortalidade da espécie, como a soltura de
individuos, sejam aplicadas, dado que foi evidenciado que o dano fisioldgico do estresse
de captura por esse aparato ¢ potencialmente letal para os individuos. Ademais, este
trabalho também corrobora estudos pretéritos quanto a existéncia de uma unica populagao
global de tubardes-mako conectada geneticamente, mas que grandes migracdes entre
hemisférios ndo ¢ algo comum, e, em algumas regides, pode estar iniciando-se o processo
de estruturacdo populacional. Tais resultados levantam a demanda de esforgos
multinacionais/regionais juntamente com medidas locais para a protecdo e conservagao

desta tdo ameacada espécie.
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