RESSALVA

Atendendo solicitagdao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 28/07/2023.



-
N
'S
“ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Instituto de
Biociéncias
Unesp Botucatu

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
ESTRUTURAL E FUNCIONAL

Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes

Dissertacao de Mestrado

Estrutura genética populacional do tubaréo Squalus albicaudus
(Chondrichthyes: Squaliformes) no oceano Atlantico, com base

em marcadores genéticos moleculares

Aisni Mayumi Corréa de Lima Adachi

Botucatu-SP
2022



.
>
&V‘}’ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Instituto de
Biociéncias
uuuuuuuuuuuuu

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
ESTRUTURAL E FUNCIONAL

Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes

Estrutura genética populacional do tubaréo Squalus albicaudus

(Chondrichthyes: Squaliformes) no oceano Atlantico, com base

em marcadores genéticos moleculares

Aluna: Aisni Mayumi Corréa de Lima Adachi
Orientador: Prof. Dr. Fausto Foresti

Coorientadora: Dra. Vanessa Paes da Cruz

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Zoologia)
do Instituto de Biociéncias de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, como parte dos requisitos para

obtencdo do titulo de Mestre.

Botucatu - SP

2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Adachi, Aisni Mayumi Corréa de Lima.

Estrutura genética populacional do tubardo Squalus
albicaudus (Chondrichthyes: Squaliformes) no oceano Atlantico,
com base em marcadores genéticos moleculares / Aisni Mayumi
Corréa de Lima Adachi. - Botucatu, 2022

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de Botucatu

Orientador: Fausto Foresti

Coorientador: Vanessa Paes da Cruz

Capes: 20406010

1. Elasmobrénquios. 2. Peixe - Populag¢des. 3. Tubardo
(Peixe). 4. Genética populacional. 5. Marcadores genéticos.
6. Polimorfismo de nucleotideo tunico.

Palavras-chave: Elasmobrdnquios; Genética populacional; Peixe;
SNPs.




Dedico a minha mae, que sempre apoia 0s meus sonhos.



Agradecimentos

Agradeco a minha familia que me apoio durante a vida académica, comegando pela
graduacdo, principalmente a minha mée Noemi e minha Tia Roseli, a minha prima Aiesca e aos

meus primos Branco e Ju, que foram meus exemplos para estudar.

Ao meu orientador Fausto Foresti, pelos conselhos, paciéncia e sabedoria ndo apenas
académicos mas também vivéncias e a minha coorientadora VVanessa, que se tornou uma amiga

com os melhores conselhos.

Ao professor Claudio, que apesar de ndo me orientar no papel sempre esteve ao meu lado

dando suporte e auxilio.

A minha amiga Giovana e aos meus amigos Bruno e Pablo, que estdo ao meu lado desde

a graduacdo e fizeram parte da “Equipe dos Ics” e agora para a vida.

E aos meus amigos e amigas do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes: Ailton,
Bia B., Bia D., Fabi, Gabi, Mari, Najila, Nana, Sil e aos agregados do laboratério Ana Ju, Vi,

Ingrid e Helo, se eu cheguei até aqui também foi gracas a vocés também.

Por fim, agradeco ao Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Biologica (Zoologia) da
Unesp de Botucatu, ao Instituto de Biotecnologia (IBETEC- Unesp Botucatu), e ao érgdo de
fomento Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP - Processo
2019/15148-0 ) no qual a minha bolsa de estudo foi concedida, e assim proporcionaram a

realizacdo do meu mestrado.



Resumo

A pesca excessiva acarretam mudancas na estratégia de vida das popula¢bes dos
organismos, especialmente com rela¢éo aos tubardes e raias, organismos que compdem 0
grupo dos elasmobrénquios. Assim, compreender a estrutura das populacées torna-se uma
importante ferramenta de conservacao e manejo dos estoques de peixes. O género Squalus
(familia Squalidae) é atualmente composto por 35 espécies de tubarBes que sao
popularmente chamados de cacao-bagre. Este género constitui um dos grupos de tubardes
mais problematicos taxonomicamente devido a grande similaridade morfoldgica entre as
suas espécies. No oceano Atlantico existem cerca de 11 espécies do género Squalus;
contudo, no litoral brasileiro essas espécies nunca tiveram suas populacdes analisadas. Em
decorréncia desses fatores e da escassez de dados sobre a espécie Squalus albicaudus que
ocorre na regido Nordeste e Sudeste do Brasil, estdo atualmente classificados como “dados
deficientes” na Lista Vermelha da IUCN (International Union for Conservation of Nature).
Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo principal rastrear marcadores do tipo
SNPs (Polimorfismo de Nucleotideo Unico) para avaliar a diversidade genética e a
estrutura populacional da espécie S. albicaudus de ocorréncia nas regibes Nordeste e
Sudeste do Brasil . Uma biblioteca de ddRADSeq foi gerada a partir de 31 amostras de S.
albicaudus obtidas em localidades do litoral de Pernambuco (n=14), Rio de Janeiro (n=4)
e Sdo Paulo (n=13). O rastreio dos marcadores foi realizado apds o sequenciamento, sendo
obtidos 455 SNPs. Os indices de diversidade genética foram baixos, tanto para a
heterozigosidade observada quanto para a heterozigosidade esperada e o coeficiente de
endogamia (Fis) foi negativo em todas as localidades analisadas, indicando um excesso de
heterozigotos; o Fst pairwise variou de 0.0365 (Rio de Janeiro x S&o Paulo) a 0,0157
(Pernambuco x S&o Paulo), demonstrando auséncia de estruturacdo populacional. As
andlises de STRUCTURE e DAPC indicaram que os individuos pertecem a um
agrupamento genético que estdo distribuidos nas mesmas proporc¢des entre as localidades
e gue estdo relacionados; sendo que um alto fluxo génico foi detectado entre os individuos,
calculado pela estimativa do nimero de migrantes. O tamanho efetivo populacional (Ne)
foi baixo. Neste primeiro estudo de avaliacdo da diversidade genética e da estruturacdo
populacional da espécie S. albicaudus, os resultados obtidos apresentam evidéncias da
ocorréncia de panmixia para as localidades analisadas. Considera-se, pois, as informac6es
obtidas essenciais para o conhecimento do estoque desta espécie, além de ressaltar a

necessidade de estudos para 0 manejo adequado e sua conservagéo.



Abstract

Overfishing causes changes in the life strategy of populations of organisms, especially in
relation to sharks and rays, organisms that make up the group of elasmobranchs. Thus,
understanding the structure of populations becomes an important tool for the conservation
and management of fish stocks. The genus Squalus (family Squalidae) is currently
composed of 35 species of sharks that are popularly called dogfish. This genus constitutes
one of the most taxonomically problematic groups of sharks due to the great morphological
similarity between their species. Besides the fact in the Atlantic Ocean there are about 11
species of the genus Squalus; however, these species of this group have never had their
populations analyzed in the Brazilian coast. As a result of these factors and the scarcity of
data on the species Squalus albicadus that occurs in the Northeast and Southeast regions
of Brazil, they are currently classified as ‘“data deficient” on the ITUCN Red List
(International Union for Conservation of Nature). In this context, the main objective of the
present study is to track SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) markers to assess the
genetic diversity and population structure of the species S. albicaudus occurring in the
Northeast and Southeast regions of Brazil. A ddRADSeq library was generated from 31
samples of S. albicaudus obtained from coastal locations in Pernambuco (n=14), Rio de
Janeiro (n=4) and S&o Paulo (n=13). Marker screening was performed after sequencing,
and 455 SNPs were obtained. The genetic diversity indices were low for both observed and
expected heterozygosity and the inbreeding coefficient (FIS) was negative in all analyzed
locations, indicating an excess of heterozygotes; the pairwise FST ranged from 0.0365 (Rio
de Janeiro x Sao Paulo) to 0.0157 (Pernambuco x S&o Paulo), demonstrating the absence
of population structuring. The STRUCTURE and DAPC analyzes indicated that the
individuals belong to a genetic grouping that are distributed in the same proportions among
the localities and that they are related; and a high gene flow was detected between
individuals, calculated by estimating the number of migrants. The effective population size
(Ne) was low. In this first study to evaluate the genetic diversity and population structure
of the species S. albicaudus, the results obtained show evidence of the occurrence of
panmixia for the analyzed localities. Therefore, the information obtained is considered
essential for the knowledge of the stock of this species, in addition to emphasizing the need

for studies for proper management and conservation.
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A diversidade genética encontrada em S. albicaudus e a auséncia de estruturacéo
entre os grupos amostrados, com as evidéncias da existéncia de uma populagdo panmitica,
bem como suas caracteristicas k estrategista dos elasmobranquios e o Ne baixo, é
preocupante tendo em vista que os valores de Ne nos indicam um potencial evolutivo
limitado de longo prazo, entdo, sera necessario uma acdo eficaz de manejo e conservacdo
de S. albicaudus. Além disso, a alta conectividade genética entre as localidades
demonstraram que essas caracteristicas podem estarem atribuidas ao alto potencial de
dispersdo e as estratégias de vida relacionada ao seu processo de reproducéo.
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APENDICE 1
Tabela. Sumério do sequenciamento ddRAD e processamento das filtragens das reads em

individuos da espécie Squalus albicaudus das localidades Pernambuco, Rio de Janeiro e

Séao Paulo.

Vouchers Localidade Raw data Q20 Digestdo in silico %
100355 PE 1.242.053 1.237.622 *1.176.658 95%
100356 PE 2.006.439  1.993.560 1.028.208 51%
100336 PE 1.010.388  1.004.609 902.671 89%
100337 PE 969.158 962.274 860.154 89%
100338 PE 788.342 784.025 726.406 92%
100350 PE 1.165.363  1.143.825 855.955 73%
100351 PE 2.307.040  2.300.457 *1.280.595 56%
100352 PE 1.535.453  1.520.674 1.038.731 68%
100353 PE 1.657.569  1.637.048 1.041.918 63%
100354 PE 1.707.531  1.682.046 1.172.896 69%
100340 PE 1.548.720  1.548.720 1.036.009 67%
100339 PE 1.011.833  1.004.049 923.755 91%
100358 PE 1.306.547  1.300.659 894.268 68%
100349 PE 942.206 933.236 821.021 87%
89912 RJ 305683 292683 260644 85%
89914 RJ 759.479 754.405 719.310 95%
89915 RJ 1.159.086  1.151.077 *1.082.387 93%
89916 RJ 943.839 929.441 746.569 79%
104187 SP 2.635.595  2.595.521 *1.407.947 53%
104188 SP 2.696.970  2.632.154 *1.623.506 60%
104189 SP 1.428.049  1.396.095 775.995 54%
104190 SP 1.450.698  1.429.946 866.574 60%
104191 SP 1.281.242  1.268.132 1.112.014 87%
104192 SP 942.539 939.093 860.456 91%
104193 SP 1.197.674  1.186.028 856.752 72%
104194 SP 1.193.337  1.183.267 881.094 74%
104195 SP 1.125.552  1.113.678 756.609 67%
104196 SP 1.168.810  1.157.902 803.785 69%
104197 SP 958.066 936.082 769.329 80%
104198 SP 1.304.754  1.283.972 829.896 64%
104199 SP 874.759 864.614 761.362 87%

Total reads 41.401.332 40.945.165 29.612.986

Raw date: nimero de reads obtidas apds o sequenciamento; Q20: Phred Quality < 20, reads com
qualidade abaixo de Q20 foram removidas; Digestéo in silico: remocéo de reads que apresentam regites
de sitios enzimaticos; %: porcentagem de aproveitamento das reads filtradas em relacdo ao Raw Date e
(*) individuos que foram selecionados de acordo com o nimero de reads, para a montagem do catalogo
(de novo).
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APENDICE 2

b) d)

Figura 3. Graficos das sequéncias obtidas ndo sequenciamento NGS, que foram
verificadas no MULTIQC (a-d). Para a-b antes das filtragens, c-d apds as filtragens.
Mean Quality Scores (Qualidade das sequéncias por base) (a-c) e (b-d) Per Sequence

Quality Scores (Frequéncia de qualidade média das reads).
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APENDICE 3

Mean LnP(K) + Stdev
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Figura. Estimativa do método de Evano, que demonstrou a maior propabilidade de
clusters de k =3 ((In (P) D) —26085 + 0.07344).
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Figura. Estimativa do método de Puchmaille, demonstrando a maior probabilidade de

clusters de k=3.
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APENDICE 4

=1
PE RJ SP
PE RJ SP
PE RJ SP
=5

Figura. Resultado do STRUCTURE visualizados pelo programa CLUMPACK. Os
gréaficos representam os teste de agrupamentos de K (1-5), sendo as localidades PE (

Pernambuco), RJ (Rio de Janeiro) e SP (Séo Paulo); *O melhor valor de K=1.
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APENDICE 5

Value of BIC
versus number of clusters
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Figura. Numero ideal de cluster k =1 identificado utilizando o Bayesian Information

Criterion (BIC), para a Analise de DAPC.
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APENDICE 6

Tabela. Taxas de migracdo relativa por divMigrate com base nos Numero de Migrantes
(Nm), entre as localidades do estudo em Squalus albicaudus. PE (Pernambuco); SP (S&o
Paulo); RJ (Rio de Janeiro).

PE SP RJ
PE 0.830 0.330
SP 1.000 0.363

RJ 0.772 0.441
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