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RESUMO

A estruturagdo genética de espécies marinhas costeiras resulta da interacdo complexa entre fatores
oceanograficos, ecologicos e historicos. Na costa brasileira, barreiras ambientais como a Pluma
Amazonas-Orinoco (PAO), o complexo Vitéria-Trindade, ressurgéncias e sistemas de correntes
marinhas sdo reconhecidas como forgas potencialmente estruturantes da diversidade genética.
Hypanus guttatus ¢ uma espécie de raia amplamente distribuida no Atlantico Ocidental, que
apresenta duas linhagens genéticas na regido da PAO, mas sua estrutura populacional ao longo da
costa brasileira ainda ndo havia sido profundamente investigada com métodos gendmicos e
ecoldgicos integrados. Portanto, este estudo teve como objetivo investigar a estrutura gendmica
populacional de H. guttatus da foz do Rio Amazonas até a ocorréncia mais ao sul da espécie e
identificar areas de habitat inadequado ao longo da costa brasileira que podem servir como barreiras
geograficas ou que restringem a distribui¢do da espécie. Neste estudo, combinamos analises de
modelagem de nicho ecologico (Ecological Niche Modelling - ENM) e dados gendmicos obtidos
via double-digest Restriction Site-Associated DNA (ddRADseq) de 33 individuos de quatro
ecoregioes marinhas brasileiras (Amazonia = 9, Northeastern Brazil = 7, Eastern Brazil = 7 e
Southeastern Brazil = 10) usando marcadores de polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP). A
biblioteca gendmica foi construida usando a metodologia ddRAD e sequenciada pela plataforma
[lluminaa. As leituras paired-end foram filtradas por qualidade e foram alinhadas com o genoma de
referéncia de Hypanus sabinus (acesso ao GenBank: GCA 030144855.1) usando Bowtie 1.3.1.
Apds a genotipagem pelo Stacks 2.65 e as etapas de filtragem de qualidade dos SNPs (i.e.
cobertura), 5,624 SNPs foram retidos para analises subsequentes. Utilizamos varios pacotes do R no
RStudio (i.e. DiveRsity 1.9.90, Genepop 1.2.2, StaMPP 1.6.3) para analisar a diversidade genética e
a diferenciagdo populacional. Para avaliar a estrutura populacional, realizamos uma anélise
discriminante de componentes principais (DAPC) com o pacote adegenet, obtendo as
probabilidades de pertencimento de cada individuo aos grupos genéticos, que foram visualizadas
por graficos de composicdo e mapas de calor. A modelagem indicou uma leve reducdo da
adequabilidade do habitat proxima a foz do Rio Amazonas, mas constante ao longo do restante da
costa. Apesar disso, os dados genéticos revelaram uma estruturagdo populacional clara, com quatro
unidades evolutivas distintas (ESUs) e valores de diferenciacdo populacional (FST) significativos
entre elas (0,078 a 0,382), rejeitando a hipdtese de panmixia. A integracdo da modelagem de nicho
ecologico (ENM) com dados gendmicos (ddRADseq) de H. guttatus revelou isolamento histérico
significativo e fluxo génico limitado entre as populacdes. Embora a ENM tenha mostrado adequada
continuidade de habitat, os dados genéticos indicam forte estrutura¢do populacional, principalmente
entre as regides da Amazonia e do Sudeste brasileiro. Esse padrao é possivelmente explicado por

processos historicos, como o isolamento em refugios costeiros durante o Ultimo Maximo Glacial, e
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por barreiras oceanograficas contemporaneas, incluindo correntes maritimas e ressurgéncias, que
limitam a dispersdo da espécie. A analise demografica aponta que a populacdo do Nordeste
brasileiro apresenta baixa diversidade genética, alta endogamia e reduzido tamanho efetivo
populacional, sinalizando vulnerabilidade, enquanto a populacio da Amazdénia demonstra
estabilidade genética e demografica. O perfil ecologico de H. guttatus, com forte preferéncia por
habitats estuarinos e intertidais, comportamento alimentar generalista e alta fidelidade ao local,
aliado a fatores fisicos e oceanograficos, possivelmente contribui para a manutencao da estruturagao
genética observada. Esses resultados t€ém implicagdes diretas para a conservagdo, indicando a
necessidade de reconhecer e proteger as unidades evolutivas distintas para preservar a diversidade
genética e a funcionalidade ecologica da espécie, especialmente diante da intensa pesca artesanal e

das mudancas ambientais nos ecossistemas costeiros brasileiros.

Palavras chave: Elasmobranchii, Hypanus, evolucao, marcador molecular, reftigio costeiro.



ABSTRACT

The genetic structuring of coastal marine species results from the complex interaction of
oceanographic, ecological, and historical factors. Along the Brazilian coast, environmental barriers
such as the Amazon-Orinoco Plume (PAO), the Vitoria-Trindade seamount chain, upwelling
systems, and marine currents are recognized as potential drivers of genetic diversity. Hypanus
guttatus is a widely distributed stingray species in the Western Atlantic, which shows two genetic
lineages in the PAO region. However, its population structure along the Brazilian coast had not yet
been thoroughly investigated using integrated genomic and ecological methods. Therefore, this
study aimed to investigate the genomic population structure of H. guttatus from the Amazon River
mouth to the southernmost limit of its distribution and to identify areas of unsuitable habitat that
may act as geographic or ecological barriers to its range. We combined ecological niche modeling
(ENM) and genomic data obtained via double-digest Restriction Site-Associated DNA sequencing
(ddRADseq) for 33 individuals from four Brazilian marine ecoregions (Amazonia = 9, Northeastern
Brazil = 7, Eastern Brazil = 7, and Southeastern Brazil = 10), using single nucleotide polymorphism
(SNP) markers. The genomic library was constructed using the ddRAD protocol and sequenced on
the [llumina platform. Paired-end reads were quality filtered and aligned to the H. sabinus reference
genome (GenBank accession: GCA 030144855.1) using Bowtie 1.3.1. After genotyping with
Stacks 2.65 and filtering steps (e.g., coverage), 5,624 high-quality SNPs were retained for
downstream analyses. We used several R packages in RStudio (e.g., DiveRsity 1.9.90, Genepop
1.2.2, StaMPP 1.6.3) to assess genetic diversity and population differentiation. To investigate
population structure, we performed a Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC)
using the adegenet package, obtaining individual assignment probabilities, which were visualized
using composition plots and heatmaps. ENM results revealed a slight reduction in habitat suitability
near the Amazon River outflow, but consistently high suitability along the remainder of the coast.
Nevertheless, genetic data revealed clear population structuring, with four distinct Evolutionarily
Significant Units (ESUs) and significant population differentiation (FST = 0.078 to 0.382), rejecting
the hypothesis of panmixia. The integration of ENM and genomic data revealed evidence of
significant historical isolation and limited gene flow among H. guttatus populations. Although
ENM suggested continuous suitable habitat, genetic data indicate strong structure, especially
between the Amazonia and Southeastern Brazil regions. This pattern may be explained by historical
processes such as coastal isolation during the Last Glacial Maximum, and by contemporary
oceanographic barriers including marine currents and upwelling systems, which limit dispersal.
Demographic analyses show that the Northeastern Brazil population has low genetic diversity, high
inbreeding, and a critically reduced effective population size, indicating vulnerability. In contrast,

the Amazonia population appears genetically and demographically stable. The ecological profile of
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H. guttatus, with strong preferences for estuarine and intertidal habitats, generalist feeding behavior,
and high site fidelity, combined with physical and oceanographic factors, possibly contributes to the
maintenance of the observed genetic structuring. These findings have direct conservation
implications, highlighting the need to recognize and protect distinct evolutionary units to preserve
the species’ genetic diversity and ecological function, especially in light of intense artisanal fishing

pressure and ongoing environmental changes in Brazilian coastal ecosystems.

Keywords: Elasmobranchii, Hypanus, evolution, molecular marker, coastal refugium.
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1. Introducao Geral

Compreender os processos que determinam a diferenciacdo genética de espécies marinhas ¢
um dos principais desafios da biologia evolutiva, especialmente em ambientes costeiros € oceanicos
onde ndo ha barreiras fisicas evidentes entre populacdes (Pampoulie ef al., 2004; Johannesson et al.,
2020). Nestes ambientes, estruturas oceanograficas como correntes, gradientes de temperatura,
salinidade, estudrios e aspectos geomorfoldgicos do litoral funcionam como barreiras ecologicas ou
filtros seletivos, influenciando a dispersao e a conectividade das espécies (Da Silva et al., 2015;
Martins et al., 2022; Legrand et al., 2024).

A costa brasileira apresenta exemplos classicos de tais barreiras. A Pluma Amazonas-Orinoco
(PAO), formada pela descarga massiva de agua doce e sedimentos dos rios Amazonas e Orinoco,
modifica significativamente as propriedades fisicas da agua e funciona como divisdria entre faunas
marinhas do norte do Brasil e do Caribe (Rocha, 2003; Floeter et al., 2008). Embora parcialmente
permedvel as espécies mais tolerantes, essa pluma ¢ uma importante forga estruturante, gerando
padrdes de endemismo e divergéncia genética (Rodrigues Filho et al., 2020). Outras regides, como
a foz do rio Sdo Francisco e a ecorregido Sudeste, também funcionam como barreiras potenciais,
devido a combinagdo de influéncias fluviais, ressurgéncias e topografia submarina (Pinheiro et al.,
2018; Costa et al., 2022).

Além das barreiras costeiras, as correntes oceanicas também possuem papel fundamental na
dindmica populacional dos componentes biologicos, uma vez que apresentam diferentes
caracteristicas fisico-quimicas que podem selecionar espécies com diferentes capacidades de
adaptacdo a essas caracteristicas, constituindo-se como fatores de diferenciagdo e de especiacdo. No
Brasil, segundo Silveira et al. (2000), “a Corrente do Brasil (CB) ¢ a corrente marinha de contorno
oeste, associada ao Giro Subtropical do Atlantico Sul. Origina-se na regido onde o ramo mais ao sul
da Corrente Sul Equatorial (CSE) se bifurca ao sul (10°S), formando também a Corrente do Norte
do Brasil (CNB). A CB entdo flui para sul, bordejando o continente sul-americano até a regido da
Convergéncia Subtropical (33-38°S), onde conflui com a Corrente das Malvinas e se separa da
costa”. Além desse sistema, temos ainda no Brasil a influéncia da Corrente das Malvinas ou
Falklands, que ¢ uma corrente oceanica fria proveniente da regido das Ilhas Malvinas, que banha
toda a costa da Argentina, Uruguai e Sudeste e Sul do Brasil (Remeslo ef al., 2004). Embora ainda
faltem estudos conclusivos, ¢ extensivamente reconhecido que existe uma fauna marinha endémica
da regido subtropical do Atlantico Ocidental conhecida como Provincia Argentina, vivendo na
regido de influéncia da Corrente das Malvinas (Caires, 2014).

A ecorregido Sudeste caracteriza-se por aguas com salinidade reduzida, resultante da
interacdo entre a Corrente do Brasil e as dguas costeiras continentais, somada a ressurgéncia da

Agua Central do Atlantico Sul — que contribui com temperaturas e salinidades mais baixas
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(Rossi-Wongtshchowski ef al., 2006). Uma caracteristica importante desta ecorregido ¢ o complexo
de Vitoria-Trindade com a cadeia de montes submarinos e os recifes de corais de Abrolhos (Martins
& Coutinho, 1981). Estes elementos formam uma barreira topografica que modifica a direcao e
velocidade da Corrente do Brasil e contribui para uma série de fendmenos fisicos, como os vortices
Vitéria e Sao Tomé, bem como de ressurgéncia, como ocorre na regido de Cabo Frio
(Valentin, 2001), o que torna a hidrografia da regido extremamente complexa (Castro & Miranda,
1998). Essas barreiras fisicas e dinamicas criam cenarios ecoldgicos diversos ao longo da costa
brasileira, com implicagdes diretas na forma como a diversidade genética se organiza entre as

populagcdes marinhas (Rocha, 2003; Floeter et al., 2008).
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