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Resumo

A pesca excessiva influencia em mudancas na estratégia de vida das populacdes
dos organismos aquaticos, especialmente dos elasmobranquios (tubardes e raias). O
conhecimento e identificacdo de estoques das populagdes representam um ponto
fundamental para o manejo e conservacao das espécies. A espécie Squalus acanthias é
um tubardo de pequeno porte, pertencente ao género Squalus, popularmente conhecido
como cacgdo-bagre-espinhoso, amplamente distribuido, migrador e susceptivel a
sobrepesca. Na Argentina, ha uma alta ocorréncia de pesca sobre S. acanthias, que
atualmente recebe a classificacdo Vulnerdvel (VU) na lista vermelha da IUCN (Unido
Internacional para Conservacdo da Natureza). Neste contexto, o presente trabalho teve
como objetivos estudar amostras de S. acanthias, procurando rastrear marcadores SNPs
para estudos populacionais e parentesco, estudar a composicdo genética de uma
populacdo e a ocorréncia de paternidade mdaltipla. A biblioteca ddRADSeq foi realizada
com fémeas e seis ninhadas, variando de trés a 12 filhotes/mée, totalizando 40 amostras
de Mar del Plata (n=17) e Puerto de Santa Cruz (n=23), Argentina. Ap6s 0
sequenciamento, foi realizado o rastreio de marcadores, resultando em 4.157 SNPs. Os
indices de diversidade genética foram moderados (para heterosigozidade observada e
heterozigosidade esperada), além disso, o coeficiente de endogamia (Fis) foi negativo
para ambas as localidades analisadas, indicando um excesso de heterozigotos e auséncia
de endogamia. O Fst pairwise foi de 0.042 entre as regides de Mar del Plata e Puerto de
Santa Cruz, demonstrando auséncia de estruturacdo populacional. As analises com 0s
programas STRUCTURE e DAPC indicaram que os individuos analisados estdo
distribuidos em trés clusters genéticos, além disso, foi encontrado um alto fluxo génico
entre os individuos das diferentes localidades, porém apresentando baixo tamanho efetivo
populacional (Ne). As analises de parentesco revelaram individuos bem relacionados
geneticamente. No programa COLONY foram identificadas 35 relacbes de irmé&os
completos, distribuidos em oito grupos que variaram em tamanho de dois a cinco
individuos, e 45 relagcdes de meio-irmaos, e a paternidade multipla foi detectada em trés
das seis ninhadas analisadas. Este € o primeiro estudo que avaliou a diversidade genética,
estruturacdo populacional e paternidade multipla na espécie S. acanthias na costa da
Argentina com marcadores SNPs. Os resultados obtidos apresentam evidéncias da
ocorréncia de uma Unica unidade panmitica na costa da Argentina e ocorréncia de
paternidade mdltipla na espécie, que pode estar auxiliando na manutencdo da

variabilidade genética.



Abstract

Overfishing influences changes in the life strategy of populations of aquatic
organisms, especially elasmobranchs (sharks and rays). The knowledge and identification
of stocks of populations represent a fundamental point for the management and
conservation of the species. The species Squalus acanthias is a small shark, belonging to
the genus Squalus, popularly known as the spiny dogfish, widely distributed, migratory
and susceptible to overfishing. In Argentina, there is a high occurrence of fishing on S.
acanthias, which is currently classified as Vulnerable (VU) on the IUCN (International
Union for Conservation of Nature) red list. In this context, the present work aims to study
samples of S. acanthias, trying to track SNP markers for population and kinship studies,
study the genetic composition of a population and study the occurrence of multiple
paternity. The ddRADSeq library was performed with females and six litters, ranging
from three to 12 pups/mother, totaling 40 samples from Mar del Plata (n=17) and Puerto
de Santa Cruz (n=23), Argentina. After sequencing, marker screening was performed,
resulting in 4.157 SNPs. The genetic diversity indices were moderate (for observed
heterozygosity and expected heterozygosity), in addition, the inbreeding coefficient (Fis)
was negative for both analyzed localities, indicating an excess of heterozygotes and
absence of inbreeding. The pairwise Fst was 0.042 between the regions of Mar del Plata
and Puerto de Santa Cruz, demonstrating the absence of population structure. The
analyzes with the STRUCTURE and DAPC programs indicated that the analyzed
individuals are distributed in three genetic clusters, in addition, a high gene flow was
found between individuals from different locations, with a low effective population size
(Ne). Kinship analyzes revealed genetically well-related individuals. In the COLONY
program, 35 full-sibling relationships were identified, distributed in eight groups that
varied in size from two to five individuals, and 45 half-sibling relationships, and multiple
paternity was detected in three of the six litters analyzed. This is the first study that
evaluated the genetic diversity, population structure and multiple paternity in the S.
acanthias species off the coast of Argentina with SNPs markers. The results obtained
show evidence of the occurrence of a single panmitic unit on the coast of Argentina and
the occurrence of multiple paternity in the species, which may be helping to maintain the

genetic variability.
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1. Introdugéo
1.1 Elasmobranquios

Os elasmobranquios, grupo taxonémico formado pelos peixes cartilaginosos
(tubardes e raias), englobam mais de 1.200 espécies validas (Fricke et al. 2021). Possuem
uma longa historia evolutiva com mais de 400 milhdes de anos, habitando uma variedade
de nichos ecoldgicos (Miller, 2003; Pough, 2013). Sdo amplamente distribuidos e
algumas especies altamente migradoras (Gomes et al. 2019).

Ecologicamente, devido a sua fungdo de predadores ou mesopredadores, 0s
tubardes desempenham o papel de reguladores da cadeia trofica de ecossistemas
marinhos, especialmente nas regides tropicais e subtropicais (Ferretti et al. 2010; Roff et
al. 2016). Formam um grupo de espécies ecologicamente e demograficamente
diversificado, com representantes adaptados aos mais variados ambientes (Weigmann,
2016), reflexo das inumeras adaptacdes evolutivas desses animais (Gomes et al. 2019).

Apesar de sua grande importancia ecologica, os tubardes estdo entre as espécias
marinhas mais ameacadas de extin¢édo, e isto se deve a um conjunto de caracteristicas
bioldgicas que os tornam pouco resilientes a modificagdes causadas no ambiente, como
crescimento lento, maturacéo sexual tardia, longa expectativa de vida, baixa fecundidade
e pouca frequéncia reprodutiva, além de algumas espécies possuirem longos periodos de
gestacdo e grande investimento materno (Cortés, 2000; Dulvy et al. 2014; Dulvy et al.
2021).

As populacdes de algumas espécies de tubardes pelagicos tiveram um declinio de
aproximadamente 71% nos oceanos Pacifico, Atlantico e indico desde o ano de 1970,
indicando o risco de serem extintas em uma ou duas décadas (Pacoureau et al. 2021). Essa
reducdo populacional se da principalmente pela rapida e crescente expansdo das
atividades humanas, como os altos indices de poluicdo nos diferentes ambientes,
principalmente em regifes costeiras, causando degradacdo do habitat de populacdes
naturais, alteracdes climaticas e efeitos da sobrepesca (Dulvy et al. 2021; Osgood et al.
2021).

O risco de extingdo em tubarBes pode ser duas vezes maior do que em peixes
teledsteos (Myers & Worm, 2005), pois as especies de tubarbes necessitariam de decadas
para se recuperar dos efeitos da pesca (Stevens et al. 2000). Neste contexto é considerado
que a reducgdo populacional de tubardes pode causar inUmeras consequéncias negativas,
tanto ecoldgicas quanto econémicas (Grubbs et al. 2016; Simpfendorfer et al. 2021;

Osgood et al. 2021). Portanto, diferentemente de outros organismos aquaticos, 0s



elasmobranquios requerem abordagens distintas daquelas comumente adotadas (Dulvy et
al. 2017; Stein 2018), como por exemplo, o calculo de tamanho efetivo populacional (Ne)
para maior conhecimento sobre aspectos genéticos das populagdes e planejamento de

acoes de conservacdo (Domingues et al. 2018).

1.2 Familia Squalidae, Género Squalus

A familia de tubardes Squalidae (Blainville, 1816) ¢ composta por dois géneros,
Squalus Linnaeus, 1758 (género-tipo) e Cirrhigaleus Tanaka, 1912 (Bigelow &
Schroeder, 1957). Existem mais de 60 espécies dentro desta familia, cujas descrigdes
originais, em sua maioria sdo pouco informativas, ocasionando em casos de identificagéo
equivocados na literatura. Além disso, a perda de hol6tipos ou outros tipos primarios para
classificacdo constituem empecilhos secundarios para a identificagdo dos componentes
desta familia, contribuindo ainda hoje para erros de nomenclatura e utilizacdo de
sindbnimos (Viana et al. 2016; Fricke et al. 2021).

O género Squalus é um dos grupos mais problematicos em questdes taxondmicas
entre as espécies de tubarbes, tendo essa complexidade potencializada pela alta
sobreposicao de caracteres morfoldgicos entre as espécies, ja que a identificacdo das
mesmas se d& muitas vezes por meio de caracteres limitados e insuficientemente
consistentes, como contagem de vértebras e certas medidas corporais (Verissimo et al.
2017; Pfleger et al. 2018). As espécies de Squalus estao divididas em trés “complexos de
espécies” classificados de acordo com a similaridade morfol6gica, denominados
complexo S. acanthias, S. megalops e S. mitsukurii, podendo ou ndo representar grupos
monofiléticos (Bigelow & Schroeder, 1957).

Atualmente, o0 género é composto por 35 espécies popularmente conhecidos como
“cacOes-bagre”, entre estas, podem ser citadas Squalus acanthias Linnaeus, 1758
(espécie-tipo); S. blainvillei (Risso, 1826); S. suckleyi (Girard, 1854); S. megalops
(Macleay, 1881); S. mitsukurii Jordan & Snyder (1903); S. japonicus Ishikawa, 1908; S.
brevirostris Tanaka, 1912; S. griffini Phillipps, 1931; S. montalbani Whitley, 1931; S.
cubensis Howell-Rivero, 1936; S. melanurus Fourmanoir & Rivaton, 1979; S. rancureli
Fourmanoir & Rivaton, 1979; S. clarkae (Pfleger et al. 2018) e mais 13 espécies
recentemente descritas nos oceanos Indico e Pacifico (Baranes, 2003; Last et al. 2007;
White & Iglésias, 2011). De maneira geral, as espécies de Squalus estdo distribuidas nos
oceanos Atlantico, Pacifico e indico, sendo considerados tubardes de pequeno porte que

podendo atingir até 1,5m de comprimento total (Compagno et al. 2005).
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1.3 Squalus acanthias (Linnaeus, 1758)

Squalus acanthias (Fig. 1) é conhecido popularmente como “cagdo-bagre-
espinhoso”, € considerado um tubardo de pequeno porte (~1,5m), altamente migratério
com distribuicdo mundial, exceto nas regides tropicais e polares (Compagno, 1984) e no
oceano Pacifico Norte, area de ocorréncia e distribuicdo da espécie Squalus suckleyi, em
que andlises genéticas revelaram diferencas entre as duas espécies (Ebert et al. 2010).

Considerada mesopredatoria, possui dieta diversificada, com presas variando desde
invertebrados marinhos até uma grande variedade de peixes bentbnicos e crustaceos
(Murdy et al. 2013). A maturagao sexual ocorre entre 60-70cm CT (comprimento total)
para 0os machos e 75-90cm CT para fémeas (Muus et al. 1999), acompanhado de longos
periodos gestacionais (18 a 24 meses) com média de 1 a 21 filhotes por gestacdo
(Compagno, 1984).

© Andy Murch/Elasmodiver.com

Fig. 1. Em primeiro plano um exemplar de Squalus acanthias. Foto por: Andy Murch

(www.fishbase.se)

Como muitos elasmobranquios, S. acanthias possui caracteristicas K-estrategistas,
com taxas de crescimento lentas, baixa fecundidade e maturacdo sexual tardia
(Compagno, 1984; King et al. 2003; Dell’ Apa et al. 2015), consequentemente é sensivel
a superexploracdo pesqueira (Gracan et al. 2020). Portanto, a recuperagdo completa de
um estoque leva aproximadamente dez anos, que é aproximadamente o periodo
necessario para atingir a maturidade sexual das fémeas (7,5 anos) somado a gestacdo (2
anos) (Bargione et al. 2019).

Globalmente, a espécie esta classificada como VU “Vulneravel” na Lista Vermelha
de espécies ameacadas de extingdo da IUCN (Unido Internacional para Conservagdo da

Natureza) (Finucci et al. 2020). Apesar de estar ameacada de extingdo, € uma espécie com
11
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importancia econémica, utilizada para consumo alimenticio, obtencéo de 6leo de figado,

vitaminas, lixa, couro e fertilizantes (Compagno et al. 1984; Lamb et al. 1986).

1.4 Poliandria

Ao longo da historia evolutiva, os tubardes desenvolveram uma variedade de modos
reprodutivos, como a viviparidade (reproducdo interna), oviparidade (postura de ovos),
partenogénese, acasalamentos monogamicos e poliandricos (Chapman, 2004). Os
acasalamentos poliandricos podem resultar em uma ninhada composta por irméos
completos e meio-irmaos, essa € uma estratégia reprodutiva que recebe o nome de
paternidade multipla (Pratt et al. 2001; Birkhead et al. 1998; Marie et al. 2019; Liu et al.
2020).

A paternidade mdltipla é possivel pela presenca de uma estrutura encontrada em
praticamente todas as fémeas de Chondrichthyes, chamada glandula oviducal (Hamlett et
al. 1998; Hamlett et al. 1999). Essa estrutura possibilita 0 armazenamento e a mistura dos
espermatozdides de diferentes machos, aumentando o potencial de fecundacao dos 6vulos
com diferentes progenitores em uma mesma ninhada. Esse sistema de acasalamento pode
influenciar os niveis populacionais, levando a mudanca nos niveis de variabilidade
genética e endogamia (Frankham, 2005; Lamarca et al. 2020a).

Com a aplicacdo de marcadores moleculares, geralmente microssatélites, para
analisar ninhadas de filhotes ou de embrides, foi demonstrada a ocorréncia de poliandria

em espécies de elasmobrénquios viviparos e oviparos (Tabela 1).

Tabela 1. Ordem, género e espécies de elasmobranquios investigadas em estudos
sobre a ocorréncia de paternidade mdltipla.

Order Family Species Reference

Carcharhinus acronotus
Carcharhinus leucas Pirog et al. (2015)
Carcharhinus leucas Pirog et al. (2019)
Carcharhinus amblyrhynchos Green et al. (2017)

Barker et al. (2019)

Carcharhiniformes

Carcharhinidae

Carcharhinus obscurus
Carcharhinus plumbeus
Carcharhinus plumbeus
Carcharhinus plumbeus
Carcharhinus plumbeus
Carcharhinus altimus
Galeocerdo cuvier
Galeocerdo cuvier
Negaprion acutidens
Negaprion brevirostris
Negaprion brevirostris

Rossouw et al. (2016)
Portnoy et al. (2007)
Daly-Engel et al. (2007)
Daly-Engel et al. (2006)
Marino et al. (2015)
Daly-Engel et al. (2006)
Holmes et al. (2018)
Pirog et al. (2020)
Mourier et al. (2013)
Feldheim et al. (2001)
Feldheim et al. (2004)
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Scyliorhinidae

Sphyrnidae

Triakidae

Negaprion brevirostris

DiBattista et al. (2008)

Scyliorhinus canicular
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna lewini
Sphyrna tiburo
Mustelus mustelus
Mustelus mustelus
Mustelus mustelus
Mustelus punctulatus
Mustelus henlei
Mustelus henlei
Mustelus asterias
Mustelus antarcticus
Mustelus lenticulatus
Galeorhinus galeus
Triakis semifasciata

Griffiths et al. (2011)
Rossouw et al. (2016)
Green et al. (2017)
Marie et al. (2019)
Chapman et al. (2004)
Marino et al. (2015)
Rossouw et al. (2016)
Maduna et al. (2018)
Marino et al. (2015)
Byrne & Avise (2012)
Chabot & Haggin (2014)
Farrell et al. (2014)
Boomer et al. (2013)
Boomer et al. (2013)
Hernandez et al. (2014)
Nosal et al. (2013)

Hexanchiformes Hexanchidae

Hexanchus griseus

Larson et al. (2011)

Lamnidae

Isurus oxyrinchus
Isurus oxyrinchus

Corrigan et al. (2015)
Liu et al. (2020)

Lamniformes
Carchariidae

Carcharias taurus
Carcharias taurus

Chapman et al. (2013)
Townsend et al. (2015)

. Ginglymostomatidae
Orectolobiformes gy

Ginglymostoma cirratum
Ginglymostoma cirratum

Saville et al. (2002)
Heist et al. (2011)

Rhincodontidae

Rhincodon typus

Schmidt et al. (2010)

Squalus albicaudus
Squalus acanthias

Lamarca et al. (2020b)
Lage et al. (2008)

Squaliformes Squalidae Squalus acanthias Verissimo et al. (2011)
Squalus acanthias Craven et al. (2018)
Squalus mitsukurii Daly-Engel et al. (2010)
Rajiformes Rajidae Raja clavata Chevolot et al. (2007)
Myliobatidae Aetobatus narinari Janse et al. (2013)

Myliobatiformes .
y Urotrygonidae

Urobatis halleri

Lyons et al. (2017)

Acreditava-se que os beneficios da poliandria em tubarBes seriam mais ligados ao

sexo masculino e influenciados pelo conflito sexual, visto que tubarfes ndo costumam

formar casais monogamicos e nao fornecem cuidado parental, além do alto custo

energético para as fémeas, devido as mordidas dadas pelos machos no momento da copula
(Pratt et al. 2005; Daly-Engel et al. 2006; Portnoy et al. 2007; DiBattista et al. 2008).
A poliandria com ocorréncia de paternidade multipla pode apresentar varios

beneficios genéticos para a espécie como um todo, como por exemplo, a aptiddo genética

da mae, podendo aumentar a medida que ela produza filhotes capazes de crescer e se

reproduzir, assim, a aptiddo genética dos filhotes tambeém pode melhorar & medida que a

variacdo genetica também aumenta, além disso, 0 aumento da diversidade genética pode
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diminuir ou até mesmo neutralizar os problemas causados por endogamia (Green et al.
2017). Duas hipoteses poderiam explicar a poliandria em animais, a primeira consiste em
beneficios genéticos para machos que geram prole com descendentes vivos e férteis, que
apresentam uma maior contribuicdo para a manutencdo da espécie, a segunda € um
possivel desequilibrio entre as taxas de acasalamento machos x fémeas, que pode levar a

conflitos sexuais, pois as fémeas passam bastante tempo gravidas (Fox et al. 2019).

1.5 Genética molecular

Abordagens moleculares na pesquisa com espécies de tubardes tém sido usadas para
inferéncias filogenéticas, definicdo de estruturas populacionais, identificacdes espécie-
especifica, analise de transcriptoma (Franco et al. 2012; Pavan-Kumar et al. 2014;
Camargo et al. 2016; Vargas-Caro et al. 2017; Ovenden et al. 2018; Thrasher et al. 2018;
da Silva Ferrete et al. 2019; Domingues et al. 2020) e ainda, marcadores polimorficos
podem ser usados para atribuir parentesco com precisao genética a prole e determinar o
grau de relagcdo genética entre individuos (Green et al. 2017), permitindo assim, uma
maior compreensdo dos sistemas reprodutivos, que sdo frequentemente dificeis de
serem observados na natureza (Feldheim et al. 2001; Chapman et al. 2004; Ovenden et
al. 2018; Wosnick et al. 2019; Marie et al. 2019).

Os avangos das tecnologias NGS (Next-Generation Sequencing), permitiram aos
pesquisadores uma mudanca nas pesquisas genéticas com marcadores tradicionais para
uma abordagem gendmica, trazendo mais informacdes que antes ndo eram possiveis
(Kumar et al. 2017; Kraft et al. 2020; Mamoozadeh et al. 2020). Portanto, o
conhecimento sobre identificacdo e estrutura populacional destas espécies, constitui a
base para acGes de conservacdo e determina quais os métodos mais eficientes que podem
ser aplicados (Domingues et al. 2018; Pacoureau et al. 2021).

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo marcadores amplamente
distribuidos no genoma que podem ser rastreados por abordagens gendmicas, utilizando
sequenciamento de fragmentos de DNA associados a sitios de restricdo (do inglés
Restriction site Associated DNA sequencing, RADseq) (Baird et al. 2008, revisado por
Andrews et al. 2016). A maior vantagem na utilizacdo de SNPs é a possibilidade da
aplicacdo em organismos ‘“ndo-modelo”, detectando regides neutras e adaptativas,
permitindo assim o aumento da robustez para os parametros genéticos populacionais e
identificacdo de processos adaptativos (Allendorf et al. 2010; Kelley et al. 2016).

Essas caracteristicas tornam os SNPs o tipo de marcador ideal para estudos e
conservacao (Funk et al. 2012), de genética populacional e de ecologia em varias espécies

de peixes (Zhang et al. 2015; Cruz et al. 2016; DiBattista et al. 2017; Colloca et al. 2020;
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Cruz et al. 2021), bem como estudos de relacGes de parentesco e multipla paternidade
(Flanagan & Jones 2019; Marie et al. 2019; Bester-van der Merwe et al. 2019; Liu et al.
2020; Duchatelet et al. 2020).

Apesar dos avangos no campo da genémica, os estudos envolvendo espécies de
tubardes, tiveram como foco principal espécies com maior relevancia na area econdémica,
por exemplo espécies pertencentes a familia Carcharhinidae, sendo esses 0s mais citados
na literatura (Pazmino et al. 2017; Johri et al. 2019; Bernard et al. 2021). Entretanto,
quando pesquisas sdo relacionadas e comparadas a outras espécies de tubardes, a familia
Squalidae possui pouca referéncia literaria, demonstrando a auséncia de estudos robustos
a despeito da mesma, assim, destacando a relevante necessidade de estudos genéticos
relacionados a familia (Oleksiak, 2016; Mamoozadeh et al. 2020; Pearce et al. 2021).

1.6 Estudos genéticos em Squalus acanthias

Os estudos genéticos acerca de S. acanthias, em sua maioria sdo com marcadores
microssatélites, como estudos de avaliacdo da estruturacdo genética populacional
(Verissimo et al. 2010), estruturacdo espacial versus temporal (Thorburn et al. 2018),
diversidade e caracterizacdo genética (Gracan et al. 2020). Além de estudos sobre a
biologia reprodutiva como os de Lage et al. (2008) e Verissimo et al. (2011) no oceano
Atlantico Norte, onde evidéncias de poliandria foram detectadas com o uso de marcadores
microssatélites em ambos os estudos. Diante disso, os individuos de Squalus acanthias
nunca tiveram suas populacdes analisadas acerca de diversidade genética e padrbes

reprodutivos com marcadores SNPs na costa da Argentina.

2. Objetivos
O presente estudo teve como principal objetivo caracterizar geneticamente a

espécie S. acanthias, que ocorre no sudoeste do oceano Atlantico, testando a hipdtese
nula de panmixia e ocorréncia de poliandria nessa espécie.

2.1 Objetivos especificos
Analisar a diversidade genética dos individuos de S. acanthias do sudoeste do oceano
Atlantico através de analise molecular em escala genémica.
Investigar a ocorréncia de poliandria, sua frequéncia e, se detectada, verificar o niUmero

de machos participantes da fecundacdo de cada ninhada.
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3. Materiais e métodos

3.1 Obtencao do material gendmico

Para realizacdo do presente estudo foram utilizadas amostras de espécimes de S.
acanthias de duas localidades na costa da Argentina, no Oceano Atlantico. A colegéo de
tecidos do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes (LBP, Unesp, Botucatu-SP)
conta com 92 amostras das espécies em estudo (Tabela suplementar 1).

As amostras foram obtidas por doagOes feitas pelos pesquisadores Dr. Sergio M.
Delpiani e Dra. Gabriela Delpiani (Investigaciones Marinas y Costeras — Argentina),
colaboradores deste projeto.

Um fragmento de tecido muscular foi removido de cada individuo e preservado em
etanol 95% a temperatura de -20°C para estudos moleculares e, posteriormente
depositados na colecdo de tecidos do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes
(LBGP) credenciada no Ministério do Meio Ambiente como Fiel Depositaria de
Amostras do Patriménio Genético. O DNA total foi extraido utilizando o kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, EUA), seguindo instrucfes do fabricante.

Entre os espécimes de S. acanthias, foram extraidos DNAs de 92 amostras,
distribuidas em 11 ninhadas. Para verificar a concentracdo das amostras, o DNA foi
quantificado em um aparelho Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen), com o kit Qubit TM
dsDNA BR Assay Kit, ap6s as quantificacdes, as amostras foram padronizadas para uma
concentracdo de 200ng em volume final de 34ul, resultando em 5.8 ng/ul.

Devido ao tamanho do genoma de Squalus de aproximadamente 6GB, foram
selecionadas 6 ninhadas, variando de 3 a 12 embrides, totalizando 40 amostras. A escolha
foi baseada na qualidade do DNA extraido, sendo elas as ninhadas SQ3 (1 mée e 8
embrides), SQ4 (1 mae e 3 embrides), SQ23 (1 mae e 3 embrides), SQ26 (1 mae e 4
embrides), SQ27 (1 mae e 12 embrides) e SQ30 (1 mae e 4 embrides).

3.2 Elaboracéo da Biblioteca ddRAD para SNPs
Dupla digestéo enzimatica (Double digest)

O protocolo utilizado para a preparacao da biblioteca de Double-Digest Restriction
Site-Associated DNA Sequencing (ddRADseq) descrito por Peterson et al. (2012) e
adaptado em Campos et al. (2017). Para a dupla digestdo enzimatica, foi utilizado 34ul
de DNA, em uma concentracdo de 5.8 ng/ul, 1 pl de cada enzima EcoRI (corte raro) e
Mspl (corte frequente), 4ul buffer (Cut Smart), em um volume final de 40pul, a digestao

foi incubada por trés horas a uma temperatura de 37°C.
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As amostras do material digerido foram purificadas utilizando beads Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Depois
da purificacdo do DNA, realizamos a ligacdo dos adaptadores.

Ligacao dos adaptadores

Um par de adaptadores hibridizados P1 (3 nM) correspondente a enzima EcoRI com
a sequéncia (P11 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG/P1.2
AGCAGCCGTCGCAGTCTACACATATTCTCTGTCTTAA) e P2 (6 nM)
correspondente a enzima Mspl com a sequéncia (P2.1
CGCTGTCTCTTATACGTCCTCTT/P2.2GACAGAGAATATGTGTAGAGGCTCGG
GTGCTCTG) foram ligados aos fragmentos digeridos, com volume de reacédo final de
40ul, constituido de 2,0 pul do adaptador de cada uma das enzimas, 4ul de T4 Ligase
Buffer 1X (Promega), 0,5ul da enzima T4 Ligase (Promega), e 31,5ul do material
digerido. Em seguida, amostras foram incubadas a uma temperatura de 23°C por 30
minutos, 65°C por 10 minutos, 63°C por 90 segundos, no qual, a temperatura diminui
2°C a cada 90 segundos até alcancar 23°C. Apo0s essa etapa, as amostras da reacdo de
ligagdo aos adaptadores foram purificadas novamente, utilizando beads Agencourt

AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do fabricante.

Indexacao

Para reacdo de indexacdo, foram sintetizados primers com os index da Illumina, 15
(501 ao 508) e 17 (701 ao 712). Estes primers foram indexados em cada amostra e
combinados de diferentes formas, nos insertos ligados aos adaptadores. A reacdo de
indexac¢do continha: 15ul do produto de ligagdo, 25ul de Master Mix (GoTaq), Sul de
cada index I5 e 17, para cada amostra apresentando uma combinac&o Unica de index.

A reacdo de PCR para indexacao foi realizada de acordo com as seguintes condicdes
de ciclo: 1 ciclo com um passo inicial de 72°C por 3 minutos seguido de 16 ciclos de
desnaturacdo (95°C por 30 segundos e 95°C por 10 segundos), anelamento (55°C por 30
segundos), extensdo (72°C por 30 segundos) e extensao final a 72°C por 5 minutos. Apos
a reacdo de PCR, os fragmentos foram purificados utilizando beads Agencourt AMPure
XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Apds a
purificacdo da indexagdo, o material foi aplicado em um gel de agarose 1% a fim de
verificar se as amostras haviam indexado de acordo com o tamanho esperado.

Posteriormente, as amostras foram quantificadas em um aparelho Qubit 4.0
Fluorometer (Invitrogen), estas apresentaram concentrag@es que variaram de 65,7ng/ul a

40ng/ul, sendo normalizadas a 40ng/ul.
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Pool de amostras

Para a realizacdo do pool de amostras, utilizamos a concentracdo de 40ng/ul de
DNA baseado na quantificacdo anterior, o pool foi composto de 5ul de cada amostra
obtendo um volume final de 200ul, em seguida, realizamos a purificagdo do pool
utilizando beads Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o
protocolo do fabricante. A quantificacdo do pool também foi realizada em um aparelho
Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen) obtendo a concentracao de 147ng/ul.

Size selection e sequenciamento

O size selection foi realizado com o objetivo de selecionar o tamanho dos
fragmentos de interesse, no qual aplicamos o pool em gel de agarose a 1%. Ao final da
eletroforese, cortamos um fragmento do gel com um tamanho entre 300pb e 500pb, em
seguida, foi realizada a purificagdo com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, EUA), seguindo instrucdes do fabricante. Apds a purificacdo do gel,
realizamos a quantificacdo de DNA em um aparelho Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen)
obtendo a concentracdo final de 2,98ng/pl.
Para verificar com preciséo a biblioteca, foi realizado o PCR em tempo real (QPCR),

e, posteriormente, a normalizagdo da mesma. A biblioteca foi sequenciada com leituras de
extremidade Unica (single-end) de 150pb, em uma célula de fluxo (flow cell) High Output,
na plataforma NGS Illumina Nextseqg500, no Laboratorio de Pesquisa em Analise
Genéticas no Instituto de Biotecnologia (IBTEC— UNESP, campus Botucatu/SP), em
colaboragéo com a equipe do Prof. Dr. Paulo Eduardo M. Ribolla.

3.3 Anélises de SNPs

Apdbs a etapa de sequenciamento da biblioteca no Nextseq500, foram obtidas as
leituras das reads. Afim de verificar a acuracia de qualidade das reads Raw Date, dois
programas foram utilizados: o FastQC (Andrews, 2018) (disponivel em
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), o qual verifica diferentes
parametros de qualidade das reads de cada amostra, e 0 MultiQC (Ewels et al. 2016)
(Disponivel em https://github.com/ewels/MultiQC) combina os resultados do FastQC e
aplica para todas as reads das amostras. Os dados obtidos por meio destes programas
ilustram, através de graficos, o grau de qualidade das amostras que sdo: se ha presenca de
sequéncias dos adaptadores usados na construgdo da biblioteca, indices de qualidade
Phred Quality Score, tamanhos das reads em pares de base (pb) e entre outros.

Posteriormente foram realizadas etapas de filtragem utilizando o programa
TRIMMOMATIC v.0.32 (Bolger et al. 2014), no qual eliminamos reads que
apresentaram um Phred Quality Score <Q20. Além disso, foi realizada a digestédo in silico

18



segundo Driller et al. (2020) para remogdo de reads que apresentaram regides de sitios
enzimaticos e, ao final, as reads foram padronizadas com 143pb utilizando novamente o
programa TRIMMOMATIC v.0.32 (Bolger et al., 2014).

Como a espécie estudada nesta pesquisa ndo possui genoma de referéncia, a
montagem do catalogo de marcadores e o rastreio de SNPs foram realizados utilizando a
abordagem de novo e posteriormente o refmap, ambos com o uso da pipeline STACKS
(Catchen et al. 2011). A montagem do catalogo de marcadores em S. acanthias foi
desenvolvida com individuos selecionados que apresentaram o maior nimero de reads,
ou seja, os individuos com melhor representatividade dentro de cada amostragem. Para o
rastreio de SNPs foi utilizado o pardmetro M=2, que controla o numero de
incompatibilidades permitidas entre os dois alelos de um determinado loci e o0 parametro
m=6, que controla o nimero de leituras idénticas minimas necessérias para iniciar um
possivel alelo.

Apbs a montagem do catdlogo de marcadores, foi construida a referéncia
utilizando o software Bowtie2 (v2.2.4) e em seguida utilizamos a pipeline Refmap do
STACKS. Ao final, utilizamos o programa Populations, implementado do STACKS para
a aplicagéo de filtros de SNPs, dessa forma, primeiramente foram selecionados SNPs que
genotiparam em pelo menos 80% dos individuos de cada populacdo (r= 0,80), e em
seguida foi aplicado um filtro com o qual foram excluidos SNPs que apresentaram valor

de MAF (Minor allele frequency) <0,05.

3.4 Diversidade genética

O coeficiente de endogamia para investigacdo da diversidade genética foi
calculado utilizando o programa GENEPOP v4.1.0 (Rousset, 2008). O software
Populations 1.2.30 (Langella 1999) foi utilizado para calcular o ndmero de alelos
privados (Na). A Heterozigosidade esperada (He), a Heterozigosidade observada (Ho) e
a estimativa de diversidade nucleotidica (x) foram calculadas no ARLEQUIN v3.5.2.2
(Excoffier et al. 2010).

O tamanho efetivo populacional (Ne) foi estimado utilizando um conjunto de
dados reduzidos de 377 SNPs, os valores foram estimados através do programa
NeESTIMATOR v2 (Do et al. 2014), utilizando o desequilibrio de ligagdo com 95%

intervalo de confianca (Cl) baseado nos dados de SNPs.

3.5 Estruturacgdo genética

Com a finalidade de analisar a diferenciacdo genética entre as popula¢Ges foram
calculados os valores de Fst pairwise, no programa ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier et
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al. 2010). A andlise bayesiana do software STRUCTURE (Pritchard et al. 2000), foi
utilizada para estimar o nimero de clusters genéticos (k) na espécie, testamos k=1 a k=4,
com 500.000 de MCMC e 10% de burn-in, com 10 interagdes para cada K. A
identificacdo do “melhor” Kk foi feita através do método Evanno (AK) (Evanno et al. 2005)
utilizando o Structure Selector (Li & Liu, 2018). Os graficos foram visualizados no
CLUMPAK (Kopelman et al. 2015).

Adicionalmente, foi realizada uma andlise discriminante de componentes
principais (Discriminant Analysis of Principal Components - DAPC) (Jombart & Ahmed
2011) também para estimar os numeros de clusters genéticos. Esta andlise foi
implementada no pacote adegenet do R (Jombart, Ahmed, 2011) e o nimero apropriado
de clusters geneéticos foi determinado utilizando critérios de informacdo bayesiana
(Bayesian Information Criterion - BIC).

Ao final, as estimativas do fluxo génico foram obtidas com base no nimero de
migrantes (Nm), usando a funcdo do divMigrate (Sundqvist et al., 2016) no pacote R
diveRsity (Keenan et al. 2013), fornecendo ainda, as estimativas da direcao e a magnitude

da migracéo entre os locais de amostragem.

3.6 Analises de relacionamento

As analises de relacionamento foram realizadas com um conjunto reduzido de marcadores,
totalizando 377 SNPs. Para facilitar a compreensdo, as amostras foram renomeadas como

demonstrado na Tabela 2.

20



Tabela 2. Identificagdo das amostras de Squalus acanthias dividido em ninhadas (1 a 6), as mées
(FM) e os filhotes (F) de cada ninhada.

Ninhada 1

Mae FM1

Filhotes F11 F12 F13 Fl14 F15 Fl6 F17 F18
Ninhada 2

Mae FM2

Filhotes F21 F22 F23

Ninhada 3

Mae FM3

Filhotes F31 F32 F33

Ninhada 4

Mae FM4

Filhotes F41 F42 F43 F44

Ninhada 5

Mae FM5

Filhotes F51 F52 F53 F54 F55 F56 F57 F58 F59 F510 F511 F512
Ninhada 6

Mae FM6

Filhotes F61 F62 F63 F64

As estimativas de parentesco genético sao calculadas com base nos padrbes de
identidade-por-descendéncia (IBD — Identity by Descent), onde dois alelos sdo idénticos
quando descendem recentemente de um mesmo alelo ancestral (Queller & Goodnight,
1989). A caracterizacdo do grau de parentesco genético entre dois individuos baseia-se,
entdo, na probabilidade de que seus os alelos sejam IBD, fator também chamado de
“coeficiente de coancestralidade” (Weir et al. 2006). Para estimar a relagdo entre todos
0s 40 individuos, foi calculada a probabilidade de dois alelos serem idénticos por
descendéncia (IBD), utilizando o coeficiente de parentesco ¢ (Manichaikul et al. 2010)
com a funcio “Relatedness2” do vcftools (Danecek et al. 2011). Um dendrograma foi
entdo criado seguindo 0 script relatedness R
(https://github.com/davemcg/R_play/blob/master/relatedness.R) em R.

O Programa COLONY v.2.0.6.2 (Jones & Wang, 2010) foi utilizado para estimar
relacfes de parentesco, bem como identificar o nimero mais provavel de machos (pais)
envolvidos em cada ninhada analisada. Para realizar essa analise, 0 COLONY utiliza

uma abordagem de méaxima verossimilhanca para atribuir individuos a agrupamentos com
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base no relacionamento da prole, categorizados como irméos completos, meio-irméos ou
ndo relacionados. Essa abordagem produz agrupamentos de filhotes de irméos completos
que compartilham ambos os pais e meio-irmédos que compartilham pelo menos um dos
pais com outro individuo do agrupamento. Para tanto, para cada ninhada, realizamos dez
corridas longas para determinar a consisténcia das analises utilizando os seguintes
parametros: método de verossimilhanca total, sem atualizacdo das frequéncias alélicas,

parentesco fraco a priori e alta precisao assumindo poligamia para ambos 0s sexos.

4. Resultados

The ddRAD library for 40 samples of Squalus acanthias results in 94.308.943
reads raw data (Fig. 1A), ranged from 1.082.597 to 3.124.731 reads per sample (Table
S2). After the quality filtering, 51.582.038 reads (Fig. 1B), ranged from 594.373 to
1.873.556 were kept. All reads were standardized with 143 bp. At the end of the filtering
steps, the library resulted in a number of reads above 541.427 with 143 bp for each

sample.

(A) DNA sequencing

— m Raw data
\ m 94.308.943
Squalus acanthias F

DNA sequencing Bioinformatics
Library preparation lllumina Nextseq500 analysis

40 samples

(B) Bioinformatic NGS

i i r=0,8 10.745 StaCkS 51.582.038 QUj:i;};;“bter
MAF 0,05 SNP's de novo; Refmap reads 050
i e MZimne In silico Digestion

143pb

(C) Genetic diversity and structuring (D) Kinship analysis
o &1 [T
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Genepop Migrate ROpUistom
DivMigrate MAF 0.05
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COLONY Vcftools

Fig 1. Methodological approach for sequencing and data analyses ddRAD in Squalus
acanthias. (A) DNA sequencing, an outline of the construction of genomic library. (B)
Bioinformatic NGS, with quality filter NGS and identification of SNPs. (C) Genetic
diversity and structuring, using 4.157 SNPs. (D) Kinship analysis, using 377 SNPs.

22



4.1 Genetical diversity and population structure

Genetic information was obtained using 4.157 SNPs (Fig. 1C) which was used in
all calculations, with only 11.7% of missing data (Fig. 2). Among which 2.732 transitions
and 1.425 transversions were detected (Fig. S1). These markers were subjected to
statistical analysis in 40 samples of S. acanthias, distributed in the localities of Mar del
Plata and Puerto de Santa Cruz, Argentina.

08
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1.36 675_1 1411_6 2203_67 3042_2 3783_4 4479 6

Locus

Fig. 2. Allele polymorphisms after the application of the matrix to the final dataset of the
analyses, based on <12% of missing data.

The number of alleles detected are between 4.157 SNPs, for each group the
number of alleles was very similar, being for 7.283 in Mar del Plata and 7.296 alleles in
Puerto de Santa Cruz. The number of private alleles (Ap) in each location was calculated,
with results that revealed 346 for Mar del Plata and 487 for Puerto de Santa Cruz. For
both locations, the observed heterozygosity (Ho) presented a higher value than the
expected heterozygosity (He), and these values were H0=0.293 and He=0.250 for Mar
del Plata and to Puerto de Santa Cruz, Ho=0.281 and He=0.258, as shown in Table 1.
Considering the two sampling locations, differences between the variances of observed
and expected heterozygosity are statistically significant (Bartlett’s K-squared = 1101.8,
d.f.=1, P-value < 2.2e-16), where Ho (overall Ho=0.291) is statistically different from He
(overall He=0.250), suggesting an initial excess heterozygote, wich the global population
departs from HWE.

The fixation index or inbreeding coefficient (Fis) values were predominat negative
for the sampled locations, indicating the absence of inbreeding in this group. The region

of Mar del Plata the Fis value was -0.171 and Puerto de Santa Cruz was -0.128, these
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negative values corresponding an excessive heterozygosity. The values for effective size
of population estimates raging from 50.8 (42.4-62.8 CI) in Mar del Plata to 120.3 (88.0-
186.4 CI) in Puerto de Santa Cruz. The nucleotide diversity was 0.103%0.05 for Mar del
Plata and 0.109+0.05 for Puerto de Santa Cruz.

Table 1. Statistics of genetic diversity values found for Squalus acanthias using 4.157
SNPs. N: number of individuals per location; Ap: number of private alleles; Ho: observed
heterozygosity; He: expected heterozygosity; Fis: inbreeding coefficient; Ne: effective
population size based on the molecular linkage disequilibrium; 95% CI: Single standard
deviation with 95% confidence interval; 7: Nucleotide diversity.

Localities N Ap Ho He Fis Ne 95%CI T
Mar del Plata 17 346 0.293 0250 -0.171 50.8 42.4-62.8  0.103(+/-0.05)

Puerto de Santa 23 487 0.281 0.258 -0.128 120.3 88.0-186.4  0.109(+/-0.05)
Cruz

The pairwise analysis based on genetic differentiation values (Fst) between the
two locations revealed a low value of 0.042 (P-value<0.050), indicating an absence
population genetic structure. The Bayesian analysis performed in the STRUCTURE
program (Fig. 3A) based on cluster data (K=1-4), demonstrated that the highest
probability of three clusters (k=3) distributed between two locations according to the
estimate of the method of Evannno (delta k=20608.48993) (Fig. S2).

Another inference of genetic clusters realized with DAPC, identified three clusters
in S. acanthias distributed in the localities of Mar del Plata and Puerto de Santa Cruz (Fig.
3B). In the membership probability analysis, based on the data generated in the DAPC
analysis and with optimal k equal to three (Fig. S3), again three groups were observed,
with cluster 1 (blue) represented by litters 1, 4 and 5, cluster 2 (green) by the litters 1 and
2, and cluster 3 (red) by the 3, 5 and 6 litters (Fig. 3C), in which it is possible to observe

that there was no mixing between the clusters.
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Fig. 3. Cluster analysis performed with 4.157 SNPs in Squalus acanthias. (A)
STRUCTURE result with values of k=3 considering the locations Mar del Plata and
Puerto de Santa Cruz. (B) DAPC graphic demonstrating the three clusters, indicated
according to the colors and symbols in the legend, was performed adopting an optimum
number of principal components (PC = 32) calculated using the a-score function of the
Adegenet software. (C) Graphical representation of membership assignment probabilities
(y-axis) for 40 individuals (x-axis) as calculated via DAPC analysis.

Migration rates based on estimates of the number of migrants (Nm) between the
analyzed regions demonstrated the existence of high gene flow between the two locations
(Fig. 4). Between Mar del Plata and Puerto de Santa Cruz, a gene flow value of 0.83
migrants from MP to PSC and 1.0 from migrants from PSC to MP was verified.
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Fig. 4. Relative migration network between the locations covered in the study of samples
of Squalus acanthias collected in different locations coast of Argentine. The arrows
indicate the direction of migration, while the numbers and color of the black arrows

indicate the relative rates of migration. Higher numbers and thicker lines signify the
intensity of the migration process. MP: Mar del Plata; PSC: Puerto de Santa Cruz.

4.2 Kinship analyses

We applied two methods to examine relatedness in the samples, namely genotype
score correlation, using 377 SNPs with 100% of individuals genotyped (Fig. 1D). First,
using the parwise kinship coefficient ¢ (Manichaikul et al. 2010) the probability of two
alleles being identical by descent (IBD), estimated relatedness among all 40 individuals
using the vcftools' relatedness2 function (Danecek et al. 2011).

We found a high relatedness among embryos on the basis of Manichaikul et al.
(2010) statistic @, between embryos from litter 1 (FM1) ranging from ¢ = 0.393-0.417,
between embryos from litter 2 (FM2) ranging from ¢ = 0.369-0.394, between embryos
from litter 3 (FM3) ¢ = 0.340-0.359, among embryos from litter 4 (FM4) ¢ = 0.336-0.384,
and from litter 6 (FM6) ¢ = 0.344-0.405. Only embryos from litter 5 (FM5) showed a
greater variation, between ¢ =0.235-0.363.

The clustering tree (Fig. 5) built on the basis of statistic ®, when plotted, identified
7 groups, distributed in six litters, represented by the colors gray (litter 1), orange (litter
2), dark gray (litter 3), blue (litter 4), green (litter 5) and purple (litter 6). Almost all
embryos were llocated according to litter belonging, except for litter 5, in which

individuals were allocated into two separate groups.
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The COLONY program runs were performed with a reduced dataset with 377
SNPs. In total, 35 supposed full-sibling relationships were identified, distributed in 8
groups that ranged in size from two to five individuals, and 45 supposedly half-sibling
relationships (Table S3). Full-sib and half-sib relationships are illustrated in Figure 6.
Among the five litters analyzed, three presented only full-sib relationships (litters 2, 4 and
6) indicating the absence of polyandry. In the other three litters it was possible to identify
the occurrence of polyandry, as they presented half-sib relationships in litters 1, 3 and 5.

In the first litter (Fig. 6A) two groups of full brothers and 24 half-sibling
relationships were identified, with polyandrous behavior being identified with the
occurrence of multiple paternity, with at least three males related to this litter. Litter 2
showed only full-sib relationships (Fig. 6B). Litter 3 presented three half-sibling
relationships (Fig. 6C), with the possibility of at least two males (fathers) participating in
this litter. Litter 4 showed only full-sib relationships (Fig. 6D). Litter 5 identified three
groups of full-siblings and 20 half-sibling relationships (Fig. 6E), with the possibility of
at least three males (fathers) involved in this litter. In litter 6 (Fig. 6F) they only had full-
sib relationships. In this way, it was possible to detect multiple paternity in 3 of the 6
litters analyzed.
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5. Discussion
5.1 Genetic diversity

Based on data obtained from SNPs markers, the observed levels of heterozygosity
(H0=0.281-0.293) in S. acanthias that are comparable to other widely distributed sharks
such as the bull shark (Carcharhinus leucas) (Ho=0.128-0.214) (Glau et al. 2020), the
gray reef shark (Carcharhinus amblyrhynchos) (H0=0.139-0.312) (Momigliano et al.
2017) and the galapagos shark (C. galapagensis) (H0=0.188-0.193) (Pazmifio et al.
2017). In this study, the observed heterozygosity was greater than the expected
heterozygosity, these values associated with negative inbreeding values (Fs) indicate the
absence of inbreeding in the population analyzed.

The effective population number (Ne) was recently estimated for wildlife
populations due to availability and refinement of genetic estimators (Waples, 2016). The
estimates observed in this study were low: 50.8 (42.4-62.8 CI) in Mar del Plata and 120.3
(88.0-186.4 CI) in Puerto de Santa Cruz, compared to other studies with sharks such as
the lemon shark Negaprion brevirostris (Posteire et al. 2021), which varied between the
localities studied from 11.5 (95% CI: 10.30-12.70) to 674.20 (95% CI: 157.30- «), the
author justifies that the lower Ne value was probably because of the smaller sample size
and collected at different times, compared to the other regions and the scalloped
hammerhead Sphyrna lewini (Marie et al. 2019), which obtained a Ne= 191 (CI 95%:
149.0 — 241) and Ne = 343.6 (Cl1 95% : 343.0 — 344.3) in 104 unrelated individuals. The
criterion proposed by Frankham et al. (2014) suggests that the minimum Ne necessary
to maintain an evolutionary potential is Ne>100 is required to limit inbreeding depression
to 10% over 5 generation and Ne>>1000 is required for retaining evolutionary potential.

We cannot fail to mention that the value of Ne found in this study may have its
reliability affected by being genetically related individuals, but these values provide us
with an estimate for an initial state of conservation, which can be informative for

management decisions and species management.

5.2 Population genetic structure and migration

The Fst index found between S. acanthias samples indicates low genetic
structuring (0.042), corroborated by the Bayesian structuring analysis. This is expected
for widely distributed and migratory species such as the silk shark (Carcharhinus
falciformis) (Derek et al. 2020), tiger shark (Galeocerdo cuvier) (Bernard et al. 2021)
and pale shark (Sphyrna tiburo) (Diaz-Jaimes et al. 2021).
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The migratory habit of individuals can contribute to low structuring, when the
gene flow is reduced, indicates that a population who suffers off overfishing, it may not
be replenished by immigrants from nearby populations, in this study we found a high
gene flow through the analysis based on the number of migrants between locations,
demonstrating high connectivity, with the number of individuals who immigrate to Mar
del Plata being more prominent, compared to individuals who emigrate to Puerto de Santa
Cruz. It is for this reason that the genetic management of stocks is essential for the
maintenance of species exploited by fisheries, whether intentional or unintentional
(Tallmon et al. 2010).

Some patterns and characteristics of sharks may explain the maintenance of gene
flow in the species. During evolutionary history, sharks have developed a variety of
reproductive modes, such as viviparity, oviparity, parthenogenesis, and monogamous and
polyandrous mating behavior, with polyandrous matings occurring more frequently
(Green et al. 2017; Marie et al. 2019; Liu et al. 2020). At least seven orders of
elasmobranchs  exhibit  polyandry  behavior, namely:  Carcharhiniformes,
Hexanchiformes, Lamniformes, Orectolobiformes, Squaliformes, Rajiformes and
Myliobatiformes (Rossouw et al. 2016).

This behavior is possible by the presence of a structure called the oviducal gland
present in the female of practically all living Chondrichthyes, which allows the storage
and mixing of sperm from different males (Hamlett et al. 1998; Hamlett et al. 1999). The
polyandrous mating system can influence processes at population levels, leading to
changes in the levels of genetic variability and inbreeding (Lamarca et al. 2020a), in
addition to determining and increasing the number of viable offspring in a single litter
(Newcomer et al. 1999).

The discovery of a single panmitic unit on the coast of Argentina provides a

foundation for management and conservation actions for the area.

5.3 Relationship and kinship

The fecundity observed in this study was moderate, with a variation of three to six
offspring per litter, since the species can produce from one to 21 offspring per gestation
cycle (Compagno, 1984), different than congeners Squalus megalops, which can develop
three to six pups per pregnancy, and the species S. blaivillei, which develops an average
of three to four pups per litter (Ebert et al. 2013).

The number of offspring per litter is usually related to the size of the females, as
already highlighted by Colonello et al. (2016), however, in this study, we do not have

accurate information on their size. However, we found that the probability of having
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higher rates of polyandry is higher in litters with a greater number of pups, among the
three litters that we detected polyandry, two had a number of embryos that varied from
nine to twelve. The same was also observed in the study by Lage et al. (2008) where 10
litters of S. acanthias were analyzed, and multiple paternity was detected in 3 litters,
which were the largest. The correlation of female size x litter size was found by Verissimo
etal. (2011) with 29 litters analyzed, 5 of them presented polyandry, however the litter
size was similar for polyandrous and monandrous females.

Females of S. acanthias present sexual dimorphism in relation to males of the
same species and, it is suggested that female size is directly related to fertility (Lombardi,
1998), this shows that females become sexually mature with a longer period than males.
Furthermore, S. acanthias has an occurrence of bathymetric variation between the sexes,
that is, males and females are distributed at different depths, in which males are often
captured in deep waters, and females in smaller depths, usually in a state of maturation or
pregnant, suffering even more from the population decline caused by fishing (Shepherd
et al. 2002; Lamarca et al. 2020b).

It is already known that throughout the Atlantic Ocean, S. acanthias is fished as a
by-catch by the main industrial fisheries, but is normally discarded at sea (Cedrola et al.
2012). This fishing exploitation can decrease the reproduction rates of potential mates,
due to decreased abundance or changes in the sex ratio of mature individuals (Daly-Engel
et al. 2006).

Many sharks and rays have already become extinct, about a third of the species
have already been lost due to human pressures, and fishing was responsible for the
extinction of 67.3% of these species (Dulvy et al. 2021). Given the importance of
maintaining genetic variability for the existence of a species, the findings of this study
emphasize the need for management policies and management of species exploited by
fisheries, especially in sharks, which have complex life characteristics and have a history
of low replacement of stocks.

The occurrence of multiple paternity can maintain the gene flow and genetic
diversity of a population, while producing a greater number of offspring in a single litter
(Hoekert et al. 2002; Newcomer et al. 1999), in addition to helping the reduction of
infertility (Schimidt et al. 2010). For this reason, multiple matings with the occurrence of

multiple paternity may be essential in support genetic diversity within this species.
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6. List of Supplementary Material

Tabela S1. Lista das amostras disponiveis para estudo de Squalus acanthias,

provenientes da Argentina. MP: Mar del Plata / PSC: Puerto de Santa Cruz

Espécie

Localidade | Voucher

O N[OOI WINF-

Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias
Squalus acanthias

MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina
MP/Argentina

SQ1-1
SQ1-2
SQ1-3
SQ1-4
SQ1-5
SQ1-6
SQ1-7
SQ1-8
SQ1-9

SQ1-10

SQ1-11
SQ2-1
SQ2-2
SQ2-3
SQ2-4
SQ2-5
SQ2-6
SQ2-7
SQ2-8
SQ2-9

SQ2-10

SQ2-11

SQ2-12
SQ3-1
SQ3-2
SQ3-3
SQ3-4
SQ3-5
SQ3-6
SQ3-7
SQ3-8
SQ3-9
SQ4-1
SQ4-2
SQ4-3
SQ4-4
SQ7-1
SQ7-2
SQ7-3
SQ7-4
SQ7-5
SQ7-6
SQ7-7
SQ7-8
SQ7-9

SQ7-10
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47 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ7-11
48 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ7-12
49 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ7-13
50 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ15-1
51 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ15-2
52 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ15-3
53 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ15-4
54 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ15-5
55 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ15-6
56 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ15-7
57 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ15-8
58 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ16-1
59 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ16-2
60 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ16-3
61 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ16-4
62 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ16-5
63 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ16-6
64 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ16-7
65 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ23-1
66 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ23-2
67 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ23-3
67 | Squalus acanthias MP/Argentina SQ23-4
68 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ26-1
69 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ26-2
70 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ26-3
71 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ26-4
72 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ26-5
73 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-1
74 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-2
75 | Squalus acanthias PSC/Argentina ~ SQ27-3
76 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-4
77 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-5
78 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-6
79 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-7
80 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-8
81 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-9
82 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-10
83 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-11
84 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-12
85 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-13
86 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ27-14
87 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ30-1
88 | Squalus acanthias PSC/Argentina SQ30-2
89 | Squalus acanthias PSC/Argentina  SQ30-3
90 | Squalus acanthias PSC/Argentina SQ30-4
91 | Squalus acanthias PSC/Argentina SQ30-5
92 | Squalus acanthias PSC/Argentina ~ SQ30-6
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Table S2. Summary of ddRAD sequencing and processing of reads filtering in
individuals of the species Squalus acanthias from Mar del Plata and Puerto de Santa Cruz.
ID: identification for samples in this study.

Voucher ID Voucher Location RawData Quality Lenght 135pb  Quality Filtering 20 Digest 143pb
*3SQ31 FM1 MP/Argentina 2.409.454 1.317.718 1.316.361 1.250.233 1.131.669
SQ32 F11 MP/Argentina 2.225.154 1.287.308 1.285.946 1.220.403 1.107.996
SQ33 F12 MP/Argentina 2.595.289 1.437.826 1.436.371 1.364.838 1.236.358
SQ34 F13 MP/Argentina 3.447.616 1.972.807 1.970.973 1.873.556 1.701.036
SQ35 F14 MP/Argentina 2.661.341 1.558.481 1.557.199 1.478.492 1.345.300
SQ36 F15 MP/Argentina 1.966.165 1.239.790 1.238.643 1.177.495 1.071.874
SQ37 F16 MP/Argentina 2.247.754 1.486.584 1.485.017 1.416.181 1.295.068
SQ38 F17 MP/Argentina 1.761.139 1.299.940 1.298.959 1.228.150 1.140.035
SQ39 F18 MP/Argentina 2.722.878 1.472.889 1.471.112 1.393.700 1.264.730
*SQ41 FM2 MP/Argentina 2.635.520 1.488.260 1.486.319 1.404.455 1.277.589
SQ42 F21 MP/Argentina 2.215.224 1.319.692 1.317.980 1.248.830 1.135.566
SQ43 F22 MP/Argentina 2.279.136 1.265.672 1.264.289 1.198.779 1.087.173
SQ44 F23 MP/Argentina 1.327.398 761.635 760.880 723.657 656.813
*SQ231 FM3 MP/Argentina 2.140.982 1.236.841 1.235.387 1.170.443 1.066.252
SQ232 F31 MP/Argentina 1.714.486 943.757 942.361 891.321 808.349
SQ233 F32 MP/Argentina 2.297.156 1.372.439 1.371.050 1.298.897 1.180.004
SQ234 F33 MP/Argentina 2.304.334 1.447.853 1.446.177 1.378.297 1.256.529
*SQ261 FM4 PSC/Argentina 1.817.923 1.002.082 1.000.672 947.261 859.345
SQ262 F41 PSC/Argentina 1.979.518 1.114.825 1.113.434 1.055.568 964.436
SQ263 F42 PSC/Argentina 2.131.274 1.041.946 1.040.611 985.073 887.470
SQ264 F43 PSC/Argentina 2.600.901 1.344.717 1.343.264 1.274.425 1.146.768
SQ265 FA44 PSC/Argentina 3.006.625 1.431.545 1.429.798 1.352.112 1.214.970
*SQ271 FM5 PSC/Argentina 2.420.747 1.367.697 1.365.836 1.295.567 1.174.841
SQ272 F51 PSC/Argentina 1.082.597 639.792 638.844 594.373 541.427
SQ273 F52 PSC/Argentina 2.547.519 1.538.536 1.536.807 1.463.935 1.335.102
SQ274 F53 PSC/Argentina 2.560.784 1.384.799 1.383.091 1.278.603 1.156.564
SQ275 F54 PSC/Argentina 2.640.081 1.522.506 1.520.619 1.438.887 1.309.306
SQ276 F55 PSC/Argentina 2.572.571 1.343.975 1.342.512 1.268.775 1.151.486
SQ278 F56 PSC/Argentina 2.678.957 1.673.108 1.671.627 1.561.319 1.427.219
SQ279 F57 PSC/Argentina 2.093.257 1.551.888 1.550.402 1.472.527 1.365.734
SQ2710 F58 PSC/Argentina 2.400.524 1.235.787 1.233.934 1.143.086 1.033.641
SQ2711 F59 PSC/Argentina 2.180.316 1.345.459 1.344.135 1.273.116 1.159.222
SQ2712 F510 PSC/Argentina 2.727.283 1.675.426 1.673.649 1.583.476 1.446.120
SQ2713 F511 PSC/Argentina 2.527.244 1.656.320 1.654.696 1.552.727 1.418.287
SQ2714 F512 PSC/Argentina 2.439.703 1.263.975 1.262.419 1.191.386 1.079.665
*SQ301 FM6 PSC/Argentina 3.124.731 1.837.582 1.835.726 1.739.983 1.585.072
SQ302 F61 PSC/Argentina 2.978.525 1.617.902 1.616.385 1.536.488 1.392.157
SQ303 F62 PSC/Argentina 2.740.117 1.654.079 1.652.435 1.569.384 1.429.175
SQ304 F63 PSC/Argentina 2.534.038 1.447.672 1.445.796 1.366.632 1.246.671
SQ305 F64 PSC/Argentina 1.572.685 975.107 974.144 919.895 838.038
TOTAL 94.308.943 54.576.217 54.515.860 51.582.038
Mean " 2.357.724 1.364.405 1.362.897

Raw date: number of reads obtained after sequencing; Quality lenght: reads smaller than 135bp have been
removed; Phred Quality < 20: reads with quality below Q20 have been removed; In silico digestion:
removal of reads that have regions of enzymatic sites; 143bp: Standardization of reads to 143bp for tracking
SNPs in the STACKS pipeline; (*): individuals who were selected according to the number of reads, for
the assembly of the catalog (de novo).
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Table S3. Full sib assignments results obtained using COLONY.

Fullsib family Memberl Member2 Member3 Member4 Member5
1 F11 F13
2 F15 F17 F18
3 F21 F22 F23
4 F41 F42 F43
5 F51 F52 F53
6 F54 F55 F56 F57
7 F58 F59 F510 F511 F512
8 F61 F62 F63 F64

For each full siblingship family, the identification’s number of each individual is provided.
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Fig S1. Identification of transitions (orange) and transversions (purple) distributed in a
set of 4.157 SNPs characterized in Squalus acanthias.
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8. Producéo bibliogréafica e cientifica, desenvolvida durante o mestrado
Premiacéo

Mencdao honrosa ao prémio Horacio Schneider na area de Genética Animal no 66°
Congresso Brasileiro de Genética, com o trabalho intitulado “A part of the story of spiny
dogfish (Squalus) told by molecular SNPs markers” realizado nos dias 13 a 16 de
setembro de 2021.

Livro

Beatriz Rochitti Boza, Ailton Amarante Ariza, Vanessa Paes da Cruz, Matheus

Marcos Rotundo, Fausto Foresti e Claudio Oliveira. Tubardes e raias: um mergulho no
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conhecimento/Beatriz Rochitti Boza. 12 edi¢do, Botucatu, 2021. ISBN: 978-65-89398-
10-3.

Capitulos de livro

Beatriz Rochitti Boza, Vanessa Paes da Cruz, Bruno de Campos Souza e Claudio

Oliveira. As raias chicote. Capitulo do livro Encontros e Desencontros com tubardes e
raias: uma historia ndo contada por pesquisadores brasileiros/Hugo Bornatowski. 12
edicdo. P4g. 69-71. Blumenau, 2021. ISBN: 978-65-00-15764-2.

Bruno de Campos Souza, Beatriz Rochitti Boza, Vanessa Paes da Cruz e Fausto

Foresti. As raias ticonhas. Capitulo do livro Encontros e Desencontros com tubardes e
raias: uma historia ndo contada por pesquisadores brasileiros/Hugo Bornatowski. 12
edicdo. P4g. 84-87. Blumenau, 2021. ISBN: 978-65-00-15764-2.

Artigos publicados

Johnatas Adelir Alves, Daphne Spier, Leonardo Francisco Machado, Beatriz

Rochitti Boza, Humberto Luiz Nadolny Gerum, Henry Louis Spach, Claudio Oliveira.
Plectorhinchus macrolepis Boulenger, 1899 (Actinopterygii: Haemulidae) in the
Western Atlantic. Publicado em Journal of Fish Biology, em agosto/2019.

Artigos publicados sem fator de impacto

Beatriz Rochitti Boza, Aisni Mayumi Corréa de Lima Adachi, Giovana da Silva

Ribeiro, Bruno Campos Souza, Ailton Amarante Ariza, Matheus Marcos Rotundo,
Fausto Foresti, Vanessa Paes da Cruz e Claudio Oliveira. Hypanus guttatus (Bloch e
Schneider, 1801) foi publicado no Boletim da Sociedade Brasileira de Ictiologia, na
edicdo 132 — ISSN 1808-1436 de Junho/2020.

Ailton Amarante Ariza, Beatriz Rochitti Boza, Matheus Marcos Rotundo, VVanessa

Paes da Cruz, Claudio Oliveira. Eucinostomus argenteus (Baird & Girard, 1855).
Publicado em Boletim SBI — Sociedade Brasileira de Ictiologia, ISSN: 1808-1436,
Edicdo n°133, em setembro/2020.

Bruno Campos Souza, Giovana da Silva Ribeiro, Aisni Mayumi Corréa de Lima
Adachi, Beatriz Rochitti Boza, Matheus Marcos Rotundo, Claudio Oliveira, Vanessa

Paes da Cruz e Fausto Foresti. Rioraja agassizii (Muller & Henle, 1841). Publicado em
Boletim SBI — Sociedade Brasileira de Ictiologia, ISSN: 1808-1436, Edicdo n°133, em
setembro/2020.

Aisni Mayumi Corréa de Lima Adachi, Giovana da Silva Ribeiro, Beatriz Rochitti

Boza, Bruno Campos Souza, Yghor Gloscof, Pablo Henrique de Oliveira, Matheus
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Marcos Rotundo, Claudio Oliveira, Vanessa Paes da Cruz, Fausto Foresti. Aetobatus
narinari (Euphrasen, 1790). Publicado em Boletim SBI — Sociedade Brasileira de
Ictiologia, ISSN: 1808-1436, Edicdo n°135, em margo/2021.

Beatriz_Rochitti Boza, Aisni M. C. L. Adachi, Ailton Amarante Ariza, Bruno

Campos Souza, Giovana da Silva Ribeiro, Matheus Marcos Rotundo, Vanessa Paes da
Cruz, Fausto Foresti e Claudio Oliveira. Squalus albicaudus Viana, Carvalho, Gomes,
2016. Publicado em Boletim SBI — Sociedade Brasileira de Ictiologia, ISSN: 1808-1436,
Edicdo n°137, em setembro/2021.

Beatriz Rochitti Boza, Ailton Amarante Ariza, Vanessa Paes da Cruz, Fausto

Foresti e Claudio Oliveira. Potamotrygon falkneri Castex, Maciel, 1963. Publicado em
Boletim SBI — Sociedade Brasileira de Ictiologia, ISSN: 1808-1436, Edicdo n°138, em
dezembro/2021.

Artigos submetidos

Beatriz Rochitti Boza, Vanessa Paes da Cruz, Gustavo Stabile, Matheus Marcos

Rotundo, Fausto Foresti, Claudio Oliveira. DNA mini-barcodes revealed the foraging
ecology of the largehead hairtail Trichiurus lepturus Linnaeus, 1758 from Séo Paulo,
Brazil. Submetido em Neotropical Ichthiology, dezembro/2021.
Resumos apresentados em eventos internacionais e nacionais
Autoria no trabalho intitulado “A part of the story of spiny dogfish (Squalus) told by
molecular SNP markers” no evento 66° Brazilian Congresso of Genetics, no periodo de

13 a 16 de setembro de 2021. Autores: Beatriz Rochitti Boza, Aisni Mayumi Corréa de

Lima Adachi, Giovana da Silva Ribeiro, Ailton Amarante Ariza, Fausto Foresti- Vanessa
Paes da Cruz e Claudio Oliveira

Coautoria no trabalho intitulado “Amplificagdo do DNA mitocondrial completo de
peixes de oceano profundo” no evento XVI Semana Tematica de Oceanografia, no
periodo de 30 de agosto a 03 de setembro de 2021. Autores: Mariana Kuranaka, Beatriz
Rochitti Boza, Beatriz Ferreira Dorini, Marcelo Roberto Souto de Melo, Fausto Foresti
e Claudio Oliveira.

Coautoria no trabalho intitulado “DNA mini-barcodes revealed the foraging ecology
of the largehead hairtail Trichiurus lepturus from Sao Paulo, Brazil” no evento 66°
Brazilian Congresso of Genetics, no periodo de 13 a 16 de setembro de 2021. Autores:

Mariana Kuranaka, Beatriz Rochitti Boza, Fausto Foresti, Vanessa Paes da Cruz e

Claudio Oliveira.
Coautoria no trabalho intitulado “Identification of sharks of the genus Carcharhinus

(Carcharhiniformes, Carcharhinidae) trough barcode DNA” no evento 66° Brazilian
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Congresso of Genetics, no periodo de 13 a 16 de setembro de 2021. Autores: Giovana

da Silva Ribeiro, Aisni Mayumi Corréa de Lima Adachi, Beatriz Rochitti Boza, Ailton

Amarante Ariza, Claudio Oliveira, Vanessa Paes da Cruz e Fausto Foresti.

Coautoria no trabalho intitulado “One for all, all for one: unsderstanding the Squalus
albicaudus shark population” no evento 66° Brazilian Congresso of Genetics, no periodo
de 13 a4 16 de setembro de 2021. Autores: Aisni Mayumi Corréa de Lima Adachi, Beatriz

Rochitti Boza, Pollyana C. G. Roque, Marcelo Vianna, Matheus Marcos Rotundo,

Giovana da Silva Ribeiro, Claudio Oliveira, Vanessa Paes da Cruz e Fausto Foresti.
Coautoria no trabalho intitulado “DNA metabarcoding protocol enhancement

applied to extensive studies of ichthyoplankton” no evento 66° Brazilian Congresso of

Genetics, no periodo de 13 a 16 de setembro de 2021. Autores: Gabriela Omura da Costa,

André Batista Nobile, Bruno Cesar Rossini, Aline Teixeira, Beatriz Rochitti Boza,

Fausto Foresti e Claudio Oliveira.

Autoria no trabalho intitulado “Investigando a diversidade genética do tubardo
cacdo-bagre-espinhoso (Squalidae, Chondrichthyes) com SNPs, na costa da Argentina”
no evento Il ELASMulheres, no periodo de 06 a 12 de novembro de 2021. Autores:
Beatriz Rochitti Boza, Aisni Mayumi C. L. Adachi, Giovana da Silva Ribeiro, Ailton

Amarante Ariza, Fausto Foresti, Vanessa Paes da Cruz e Claudio Oliveira.
Autoria no trabalho intitulado “Estudo dos elementos repetitivos no genoma de raias
viola brasileiras Pseudobatos (Batoidea, Rhinobatidae)” no evento Il ELASMulheres, no

periodo de 06 a 12 de novembro de 2021. Autores: Beatriz Rochitti Boza, Francisco J.

Ruiz Ruano, Fausto Foresti, Vanessa Paes da Cruz e Claudio Oliveira.

Coautoria no trabalho intitulado “Delimitagio de espécies de cagdo-bagre
(Squalidae: Squalus) através do DNA barcode” no evento Il ELASMulheres, no periodo
de 06 a 12 de novembro de 2021. Autores: Ailton Amarante Ariza, Aisni Mayumi C. L.
Adachi, Beatriz Rochitti Boza, Pollyana Christine Gomes Roque, Fabio Hissa Vieira

Hazin, Marcelo Vianna, Sergio Matias Delpiani, Juan Martin Diaz de Astarloa, Fausto
Foresti, Vanessa Paes da Cruz e Claudio Oliveira.

Coautoria no trabalho intitulado “ldentificacdo molecular e delimitacdo de espécies
em raias do género Hypanus e Dasyatis” no evento Il ELASMulheres, no periodo de 06

a 12 de novembro de 2021. Autores: Mariana Kuranaka, Beatriz Rochitti Boza,

Tathiana S. Dorini, Ailton Amarante Ariza, Matheus Marcos Rotundo, Alexandre Pires
Marceniuk, Marcelo Vianna, Fausto Foresti, Vanessa Paes da Cruz e Claudio Oliveira.
Coautoria no trabalho intitulado “Identificacdo molecular de tubardes da familia

Carcharhinidae (Elasmobranchii, Carcharhiniformes)” no evento II ELASMulheres, no
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periodo de 06 a 12 de novembro de 2021. Autores: Giovana da Silva Ribeiro, Aisni

Mayumi C. L. Adachi, Beatriz Rochitti Boza, Najila C. Dantas Cerqueira, Ailton

Amarante Ariza, Beatriz Ferreira Dorini, Claudio Oliveira, Vanessa Paes da Cruz e
Fausto Foresti.

Coautoria no trabalho intitulado “Analise do status genético de espécies de tubardes
martelo, género Sphyrna (Elasmobranchii, Sphyrnidae)” no evento II ELASMulheres,
no periodo de 06 a 12 de novembro de 2021. Autores: Giovana da Silva Ribeiro, Aisni

Mayumi C. L. Adachi, Beatriz Rochitti Boza, Najila C. Dantas Cerqueira, Ailton

Amarante Ariza, Claudio Oliveira, Vanessa Paes da Cruz e Fausto Foresti.

9. Outras atividades académicas
Representacdo discente

Realizado no periodo 11/2019 - 11/2020. Desenvolvimento de atividade de
representacdo discente do Programa de Po6s Graduacdo em Ciéncias Biologicas
(Genética), participando em reuniGes mensais junto ao Conselho do Programa, com
estudo e resolucdo das questBes discentes e promovendo 0s repasses aos alunos.

Organizacao de eventos

Presidente da Comissdo Organizadora do “XX Workshop de Genética” que,
inicialmente, seria realizado no periodo de 3 a 5 de Abril de 2020, na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Botucatu, porém devido a
Pandemia do novo Coronavirus, houve a necessidade de cancelar o evento.

Membro da Comissdo Organizadora do XI Simpdsio de Pés Graduagdo em Ciéncias
Bioldgicas — Genética, do Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, realizado nos dias
5 e 6 de Novembro de 2020, de maneira remota, totalizando 12 horas.

Membro da Comissdo Organizadora da 1* edicdo do evento “WG week” realizado

no periodo de 20 a 23 de Julho de 2021, de maneira remota, totalizando 40 horas.

Projetos de extensao

Projeto cascudinho: Conservacdo da Fauna Aquética nos Riachos de Botucatu,
realizado no periodo de 01/03/2019 a 31/12/2019, na cidade de Botucatu/SP, com as
escolas EMEF Prof.2 Nair Amaral e EE Manoel Patricio do Nascimento. O presente
projeto foi desenvolvido na regido de Botucatu-SP, onde se encontra uma vasta rede de
rios e riachos com ocorréncia de espécies endémicas e visa realizar um programa de
educacdo ambiental direcionado as jovens do ensino fundamental, visando & troca de
saberes entre os alunos da UNESP e jovens das comunidades, afim de que estes
conhecam melhor os recursos naturais da cidade, bem como o0s organismos que neles
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habitam e sua relacdo com o ambiente. Foram desenvolvidas atividades praticas com
alunos do ensino fundamental de escolas publicas em riachos do municipio com o intuito
de que estes se aproximassem dos recursos naturais da regido conhecendo 0s organismos

que neles vivem e sua importancia para as comunidades locais.
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