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Resumo

Recursos pesqueiros compreendem importantes fontes econdmicas e sdo essenciais em muitas
regides, porém, seu acesso ndo regulamentado e insustentdvel pode ocasionar acentuados
declinios populacionais em muitas espécies. O ca¢do-anjo Squatina guggenheim é um tubardo
costeiro e endémico do Atlantico Sudoeste e um dos principais alvos da pesca incidental. Em
decorréncia disso, esses tubardes apresentam fortes sinais de declinio populacional e estéo
atualmente classificados como “Em Perigo” na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da
International Union for Conservation of Nature (IUCN). A partir desse cenério, este estudo
teve como objetivo avaliar os niveis de diversidade genética, estrutura populacional e aspectos
demogréficos de S. guggenheim no Atlantico Sudoeste, utilizando marcadores moleculares
mitocondriais: Regido Controle (RC), Citocromo B (CytB), Citocromo c oxidase subunidade 1
(COIl) e o marcador molecular nuclear: internal transcribed spacer 2 (its-2). Detectamos altos

indices de diversidade genética para os marcadores mitocondriais concatenados em 122
amostras (hrc+coi+cys = 0.838; 7rc+coi+cyte = 0.0017) e uma significativa estruturacédo

populacional para os mesmos marcadores (¢st rc+cor+cyte = 0.2992, p=0.001), enquanto o
marcador nuclear demonstrou auséncia de estruturacdo. A maior divergéncia genética foi
observada entre as populagdes Sudeste do Brasil (SEBR) e Sul do Atlantico Sudoeste (SASO).
As andlises filogenéticas apresentam a presenca de duas linhagens matrilineares simpatricas
para a especie, que divergiram 1,26 milhGes de anos atras (Mia) durante o Pleistoceno. Sinais
de expansdo demografica leve foram detectadas no mesmo periodo geoldgico para ambas as
populacdes, porém ocorridas em eventos glaciais-interglaciais diferentes. Essas descobertas
refletem uma alta fragilidade desta espécie ameacada de tubardo frente aos impactos da pesca
local e fornecem informagdes relevantes para a elaboracéo de planos de conservacéo eficazes

para preservar seu potencial evolutivo, principalmente nas regides mais frageis.



Palavras-chave: Espécie endémica, espécies ameacadas, genética populacional, diversidade

genetica, filogeografia, genética da conservacgédo



Abstract

Fishery resources are essential economic sources and a profitable activity in many regions
however its unregulated and unsustainable access can provide major population declines for
many species. The angel shark Squatina guggenheim is a coastal and endemic shark from the
southwestern Atlantic Ocean and has been the main victims of bycatch fishing. As a result, this
shark set out high signs of population decline and is currently listed as “Endangered” by the
International Union for Conservation of Nature (IUCN). In this view, the present study aimed
to investigate the levels of genetic diversity, population structure and demographic aspects of
S. guggenheim in the Southwest Atlantic using three mitochondrial DNA (mtDNA) molecular
markers: mitochondrial control region (CR), Cytochrome b (CytB), Cytochrome ¢ oxidase
subunit I (COI) and one nuclear molecular marker: internal transcribed spacer 2 (its-2). We

detected high mitochondrial genetic diversity in 122 samples for concatenated mtDNA markers
hcr+cor+cyts = 0.838; mcr+cor+cyts = 0.0017 and significant population genetic structure (¢st

cr+coircyts = 0.2992, p=0.001), whereas no population structure was detected in the nuclear
marker. The highest genetic divergence was observed between two populations: Southeast
Brazil (SEBR) and South-Southwest Atlantic (SASO). Phylogenetics analyses show the
presence of two sympatric matrilineal lineages, which diverged about 1.26 million years ago
during the Pleistocene. Signs of smooth demographic expansion were also detected at the same
geologic period for both populations but occurring during distinct glacial events. These
findings reflect a high fragility for this endangered shark to local fishing impacts and provide
relevant information for the elaboration of effective conservation plans to preserve its

evolutionary potential mostly in the more fragile regions.



Keywords: Endemic species, threatened species, population genetics, genetic diversity,

phylogeography, conservation genetics.
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1. Introducéo

1.1. Aspectos gerais dos elasmobranquios

Os tubardes, juntamente com as raias e quimeras, sdo peixes cartilaginosos que
compreendem a classe dos Chondrichthyes, composta por duas subclasses: Elasmobranchii
(tubardes e raias) e Holocephali (quimeras) (Ebert et al., 2013). Esses animais compde uma
linhagem Unica e importante na evolucdo dos vertebrados. No entanto, representam apenas uma
pequena fracdo da fauna moderna de peixes (< 3.0%) (Nelson, Grande & Wilson, 2016;
Weigmann, 2016).

Informacdes atuais relatam a existéncia de aproximadamente 1.188 espécies de peixes
cartilaginosos em todo 0 mundo, sendo a subclasse Elasmobranchii a mais representativa com
509 espécies de tubarbes e 630 de raias (Weigmann, 2016). No entanto, em comparagdo aos
teledsteos marinhos, os elasmobranguios apresentam baixa riqueza de espécies (Domingues et
al., 2018). Apesar de representarem a minoria entre 0s peixes modernos, esses animais
constituem uma das linhagens de vertebrados mais antigas e ecologicamente diversas,
caracterizados por uma rapida radiacdo adaptativa que proporcionou a conquista do papel de
predadores de cadeia (Compagno, 1990; Kriwet, Kiessling & Klug, 2009; Dulvy et al., 2014).
Além disso, esses animais apresentaram caracteristicas adaptativas a diversos ecossistemas
que, consequentemente, garantiram menores taxas de extingdo historica apos diversas pressoes
seletivas (Ferretti et al., 2010; Grogan et al., 2012; Ebert et al., 2013; Domingues et al., 2018).
O papel ecologico desses animais € essencial para a regulacdo de todo o ecossistema, pois,
como predadores de topo de cadeia, sdo capazes de manter as populacdes de diversos niveis
troficos em equilibrio, contribuindo para a manutencgéo da diversidade nos ambientes marinho
(Cambhi et al., 1998).

Mesmo compondo uma das linhagens de vertebrados mais antigas e terem apresentado

potencial evolutivo frente a pressbes seletivas historicas, os elasmobranquios possuem



caracteristicas biologicas Unicas que os tornam intrinsicamente sensiveis a pressdes seletivas
antropicas, como a sobrepesca. Essas caracteristicas bioldgicas influenciam na capacidade de
restabelecimento populacional, pois sdo animais de crescimento lento, maturacdo gonadal
tardia, baixa prole e alta longevidade, caracterizando-os, em sua maioria, como “k-
estrategistas”, que possuem periodos de gestacdo mais longos entre os vertebrados e um dos
mais altos niveis de investimento materno no reino animal (Cortés, 2000; Grogan et al., 2012;
Dulvy et al., 2014). Dessa forma, as populacdes de elasmobranquios sao altamente suscetiveis
a impactos no tamanho, estrutura e abundancia sazonal (Myers & Worm, 2005; Burrows et al.,

2011; Molinos et al., 2016; Ramirez et al., 2017).

1.2. Os impactos da pesca nos elasmobranquios

A pressdo seletiva antrépica que lidera os declinios populacionais de diversas
populages marinhas € a sobrepesca, tanto através da mortalidade de recursos-alvo quanto aos
multiplos efeitos colaterais em espécies ndo-alvo (Crain et al., 2009). A complexidade da
cadeia tréfica explica a influéncia indireta da sobrepesca em todos os niveis, como por
exemplo, a alta exploracdo de um predador que pode acarretar no desbalanceamento em cascata
de todos os niveis troficos (Brander, 2007; Ramirez et al., 2017). Além disso, o impacto da
sobrepesca na diversidade genética deve ser considerado como uma das principais ameacas aos
elasmobranquios, elevando os riscos de extingdo (Olsen et al., 2004; Allendorf, Luikart &
Aitken, 2013).

Em geral, os elasmobranquios sdo frequentemente capturados pela pesca incidental,
porém, o interesse na obtencdo desses animais tem aumentado a medida que as espécies-alvo
(teleosteos de alto valor econdmico) se tornam menos acessiveis e, também, devido ao alto
interesse econémico nas nadadeiras de tubardo (Dulvy et al., 2014). Tendo em vista a estratégia
de vida k-estrategista na maioria das espécies e as caracteristicas biologicas uUnicas, 0s

elasmobranquios sdo um dos principais grupos de peixes ameacados pela sobrepesca,



possuindo baixas taxas de recuperacdo, uma vez que as populacdes sofreram decréscimos
populacionais (Stevens et al., 2000; Musick, 2005; Dulvy et al., 2014; Davidson, Krawchuk &
Dulvy, 2016).

Segundo a revisdo recente efetuada por Okes & Sant (2019), referente aos dados da
Organizacdo das NacOGes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO) para
elasmobranquios da Ultima década completa (2007 a 2017), o Brasil foi elencado dentro dos
top 20 paises com maior indices de captura reportada, ocupando a 9° posicdo mundial, com
19,877 toneladas (t) por ano. De forma geral, quase 80% das capturas recentes foram relatadas
no Oceano Atlantico e em mares adjacentes, destacando a vulnerabilidade da diversidade de
elasmobranquios exclusiva dessa regido. Neste contexto, um total de 153 espécies de tubardes
e outros 28 grupos taxondémicos de espécies de tubardes, raias e quimeras foram registrados
como capturados pelas pescarias internacionais em todo o mundo (FAO, 2019; Okes & Sant,
2019).

Dentre os impactos pesqueiros em elasmobranquios, o comércio internacional de
barbatanas € a atividade pesqueira mais alarmante e divulgada, tendo os tubardes como foco

principal (Clarke et al., 2013; Dulvy et al., 2014). A alta demanda das barbatanas de tubardo

advém do mercado asiatico para a producdo das sopas de barbatanas, considerada uma iguaria
gastrondmica cultural chinesa (Dulvy et al., 2014). Durante muitos anos, o Brasil foi um dos
principais lideres de exportagdo de barbatanas para o mercado asiatico, refletindo em um
declinio populacional forte de muitas espécies endémicas da América do Sul e da costa
brasileira (Okes & Sant, 2019). Além disso, 0 processamento desses produtos, como a secagem
das nadadeiras, prejudica os diagnosticos de identificagdo através de caracteristicas
morfoldgicas, comprometendo a aplicacdo de efetivas leis de fiscalizacdo e protegcdo de
espécies ameacadas (Fields et al., 2018, Ferrette et al., 2019b). No entanto, apesar da existéncia

de acOes de manejo e conservacgdo, pesquisas atuais demonstram que muitos desembarques



pesqueiros nao sdo reportados pelos 6rgaos regulamentadores, principalmente quando se trata
de dados de pescas artesanais de pequena escala e pescas incidentais, tais quais ainda refletem
a pesca de espécies protegidas (De-Franco et al., 2012; Zeller et al., 2015; Almeron-Souza et
al., 2018; Bunholi et al., 2018; Ferrette et al., 2019b).

A pesca incidental também apresenta forte impacto nas espécies de elasmobranquios,
causada principalmente por alguns artefatos de pesca em que o recurso-alvo sao peixes adultos
e camardes (redes de emalhe e arrasto de fundo) que frequentemente capturam altos percentuais
de espécies ndo-alvo sem valor comercial ou exemplares-alvo de pequeno tamanho, que
influenciam negativamente o ciclo de vida e a recomposicdo natural do estoque (Chaves &
Silva, 2019). Estima-se que essas espécies ndo-alvo compreendam 50% do total desembarcado
no arrasto dirigido a peixes e de 70 a 90% no arrasto dirigido a camardes (Klippel et al., 2005).
Algumas estimativas globais sugerem que até 39,5 milhdes de toneladas de peixe podem ser
capturadas como captura incidental a cada ano (Davies et al., 2009). Uma grande parcela das
espécies capturadas é vendida ou devolvida ao mar (vivas ou mortas), e caracterizam
principalmente espécies ameacadas de extin¢do ou protegidas por lei (Gray & Kennelly, 2018;
Ferrette et al., 2019a). A pesca incidental também afeta uma variedade de outros tdxons, como
aves marinhas, tartarugas marinhas, peixes e mamiferos marinhos (Lewison et al., 2014). Além
disso, a comercializacdo dos elasmobranquios em paises em desenvolvimento é geralmente
efetuada por meio do nome popular, sem a identificacdo adequada da espécie. No Brasil, esses
animais sdo vendidos como “cag@o”, e grande parte dos consumidores ndo tem conhecimento
de que essa denominacao se refere a qualquer espécie de tubardo, o que sustenta o comércio de
diversas espécies ameacgadas de extingdo (Bornatowski et al., 2013).

Os impactos pesqueiros mencionados juntamente as caracteristicas bioldgicas dos
elasmobrénquios, refletem os indices de espécies ameacadas de extincdo atualmente

observados, que podem ser visualizado em numeros por meio da analise efetuada pelo Grupo



de Especialistas em Tubardes da International Union for Conservation of Nature (IUCN),
mostrando que 24% das espécies de Chondrichthyes estdo ameacadas de extincao, dentro das
categorias de Criticamente Ameacadas, Em Perigo ou Vulneraveis (Dulvy et al., 2014). Esse
grupo diverso possui membros considerados espécies-alvo e também espécies nao-alvo, e em
sua maioria, possuem caracteristicas que os enquadram dentro dos peixes com alto potencial

de colapsos populacionais devido a sobrepesca.

1.3. O cacdo-anjo Squatina guggenheim

Dentre os elasmobranquios, ha um grupo de tubarbes tdo diferenciado que foi
necessario criar uma divisdo taxonémica exclusiva: a ordem Squatiniformes (de Buen, 1926),
com a Unica familia Squatinidae (Bonaparte, 1838) e Unico género Squatina (Dumeril, 1806).
Esses animais possuem o corpo achatado dorso ventralmente, duas nadadeiras dorsais, duas
nadadeiras pélvicas e a nadadeira caudal, com auséncia de nadadeira anal. As nadadeiras
peitorais sdo grandes em propor¢do com o resto do corpo e estendem-se para frente e para tras
aos lados da cabeca e do abdémen. As extensdes da nadadeira peitoral ndo sdo fixas a cabeca
nem ao abddmen, e as cinco fendas branquiais séo situadas na face lateral da cabeca. (\Vooren
& Klippel, 2005). Os cagdes-anjo, como sdo comumente conhecidos no Brasil, diferem-se dos
demais tubardes na forma corporal, no modo de vida e em sua biologia e consistem em um
grupo de tubarBes extremamente antigo, com idade paleontoldgica de 120 milhGes de anos e
sem alteracGes estruturais desde o periodo Jurassico (Cappetta, 1987).

A familia Squatinidae (Bonaparte, 1838) possui um unico género formado por 22
espécies (Ebert et al., 2013) em que 3 sdo endémicas do Atlantico Sudoeste: o cagdo-anjo-
espinhoso Squatina guggenheim (Marini, 1936), o cacdo-anjo-de-asa-curta Squatina occulta
(Vooren & Silva, 1991) e o cagdo-anjo-de-asa-longa Squatina argentina (Marini, 1930). As
espécies de cacdes-anjo sdo visivelmente dificeis de identificar e as capturas sdao em grande

parte reportadas em nivel genérico, principalmente devido a sobreposi¢do da distribuicao



geografica das trés espécies no Atlantico Sudoeste e a alta semelhanca morfolégica (Bunholi
et al., 2018). Especificamente para os cagdes-anjo do Atlantico Sudoeste, as diferencas
morfoldgicas entre as 3 espécies sao pequenas (Figura 1), se baseando na conformacédo da
nadadeira peitoral, na presenca ou auséncia de uma fileira de espinhos ou tubérculos entre a
cabeca e a 12 nadadeira dorsal e nos tamanhos do neonato e do adulto (Vooren & Klippel,

2005).

Figura 1 - Exemplares dos cagdes-anjo endémicos do Atlantico Sudoeste. A — Exemplar de Squatina
guggenheim; B — Exemplar de Squatina occulta; C — Exemplar de Squatina argentina. Fonte: Gadig, Otto

Bismarck Fazzano (11.12.01) fishbase.org

Squatina guggenheim (Figura 2) é um pequeno tubardo demersal endémico que atinge
um comprimento corporal total (CT) maximo de 95 centimetros (cm) e idade méaxima de 12
anos, sendo consideravelmente de menor tamanho e tempo de vida em comparagao aos outros
cacOes-anjo do Atlantico Sudoeste (Ebert et al., 2013). A espécie habita substratos de areia ou
lamosos da plataforma continental e do talude, desde &guas costeiras rasas de 10 a 100 metros
(m) (habitat mais comum) até a profundidades de 1300 m (Vooren & Klippel, 2005),

distribuidos entre o Rio de Janeiro (24°S) e norte da Patagonia (42°S) (Figura 3) (Awruch et
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al., 2008), podendo variar de acordo com mudancas sazonais relacionadas ao ciclo reprodutivo

da espécie (Vooren & Klippel, 2005).

o -;. :

Figura 2 - Exemplar de Squatina guggenheim. Fonte: Andy Murch — elasmodiver.com

O Atlantico Sudoeste, regido de distribuicdo endémica de S. guggenheim, é
caracterizado por uma alta complexidade oceanografica (Acha et al., 2004). As areas marinhas
costeiras desta regido sdo afetadas pela confluéncia de diferentes massas de agua, a corrente
subtropical do Brasil e a corrente subantartica de Malvinas, que convergem entre 30°S e 40°S,
representando parte da Convergéncia Subtropical que ocorre nessa regido (Piola et al., 2000).
Além disso, grandes descargas de &gua doce ocorrem nessa regido devido a presenca da Lagoa
dos Patos (32°S) e do Rio da Prata (35°S), que geram uma pluma estuarina estendida de 50 km
e 240 km, respectivamente (Odebrecht & Castello, 2001; Acha et al., 2004). Esse processo de
mistura oceanografica contribui para uma alta variabilidade fisico-quimica nessa regido,

caracterizando a alta capacidade de resiliéncia S. guggenheim.
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Argentina
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- Distribuicdo geogréfica de S. guggenheim

Figura 3 - Distribuicdo geografica endémica do Atlantico Sudoeste de Squatina guggenheim.

Um dos bercarios ja constatados de S. guggenheim ocorre em aguas rasas com menos
de 30 m de profundidade ao longo da costa do Rio Grande do Sul, entre as cidades de Torres e
Chui (31°50’S e 33°30°S), no periodo de outubro a fevereiro, evidenciado pela abundancia de
neonatos e fémeas prenhes encontrados nessas regides (Vooren & Klippel, 2005). A fase
reprodutiva é iniciada aproximadamente aos 4 anos de idade e 73-80 cm CT em ambos 0s sexos
e 0 modo de reproducéo desta espécie consiste na viviparidade lecitotrdfica, na qual o ovdcito
maduro contém o vitelo necessario para o crescimento do embrido. Em cada gestacao, a fémea
produz cerca de aproximadamente 300 gramas de vitelo, consistindo em 10% de seu peso
corporal (Vooren & Klippel, 2005). Devido ao estilo de vida lento, a preparacdo gestacional
ocupa cerca de 2 anos da vida da fémea de S. guggenheim, e o periodo gestacional 12 meses,

totalizando um ciclo reprodutivo de 3 anos (Silva, 1996). Além disso, esse tubardo possui baixo
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potencial reprodutivo, produzindo cerca de 3 a 9 embrides por ciclo, com intervalo de geracao
de 8 anos (Vieira, 1996). Neste sentido, € importante ressaltar que a existéncia de uma
abundante populacéo de cacdes-anjo é resultado de um longo e lento processo de crescimento
populacional, evidenciando a fragilidade da espécie aos impactos da sobrepesca,
principalmente nas regides de bercario, onde a captura causa impacto direto ao recrutamento
da populacéo de S. guggenheim (Vooren & Klippel, 2005).

A alimentacdo desses tubarBes baseia-se principalmente em peixes, crustaceos e
cefalopodes, que sdo capturados através de métodos particulares de caca. Os cagbes-anjo
aguardam suas presas enterrados e imdveis na camada superficial do sedimento, e no momento
correto realizam a captura através de um rapido movimento da cabeca (Vooren & Klippel,
2005), eles também selecionam suas presas com tamanhos adequados para serem engolidas por
inteiro (Compagno, 1984). Apesar da baixa e lenta frequéncia reprodutiva dos cacdes-anjo, é
sabido que esses animais possuem poucos inimigos naturais, de modo que, sem 0s impactos da
sobrepesca, a pequena taxa de reproducdo é o suficiente para manter a populacdo saudavel
(Vooren & Klippel, 2005).

No entanto, devido seu habito de vida em zonas costeiras, 0s cacdes-anjo sdo um dos
animais mais suscetiveis a pesca incidental, principalmente pela frota industrial de pesca-de-
arrasto e espinhel de fundo (Chiaramonte, 1998; Paesch & Domingo, 2003; Villwock de
Miranda & Vooren, 2003). No Brasil, em consequéncia da sobrepesca, dados sobre estatisticas
pesqueiras entre 0s anos de 1986 e 2002 constatam que a populagéo de S. guggenheim declinou
cerca de 85% e atualmente esta classificada como “Criticamente Ameagada” no Livro
Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo do Instituto Chico Mendes de
Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio), através de consideracfes regionais realizadas
(ICMBio, 2018). E importante ressaltar que o livro elenca a necessidade de avaliago estadual

costeira de S&o Paulo, que € a Unica regido com auséncia de informacgdes populacionais desta
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espécie (ICMBIo, 2018). Globalmente, a espécie esta classificada como “Endangered” na Lista
Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN (Oddone et al., 2019).

A partir deste cenéario de alerta, constituiu-se a Instrucdo Normativa n° 005, de 21 de
maio de 2004, revalidada pela Portaria N° 445, de 17 de dezembro de 2014 do Ministério do
Meio Ambiente, a qual deliberou a proibicéo da captura, transporte, armazenamento, manuseio,
processamento e comercializacdo das trés espécies de cagdo-anjo endémicas do Atlantico
Sudoeste (S. guggenheim, S. occulta e S. argentina) no Brasil (Bunholi et al., 2018).
Consequentemente, segundo dados da UNIVALI (2013), foi possivel observar que os
desembarques anuais de cacdo-anjo no sul do Brasil diminuiram acentuadamente de 431 t em
2004 para 5t em 2012 (Oddone et al., 2019).

No Uruguai e Argentina, ndo ha uma lei de protecdo a essas espécies, e sim uma
regulamentacdo de limite de capturas para alguns grupos de elasmobranquios (incluindo os
cacOes-anjo) na Zona de Pesca Comum da Argentina e Uruguai (AUCFZ) que é fiscalizada
pela Comisién Técnica Mixta del Frente Maritimo (CTMFM). Porém, ndo foi observada uma
tendéncia clara de diminuicdo dos desembarques nos dados de 1996 a 2018 (CTMFM, 2018).
Por outro lado, a efetividade dessas acbes € questionavel, visto que a populacdo de S.
guggenheim ainda continua em declinio e muitos dos desembarques sdo constantemente
identificados sem regulamentagdo (Almerdn-Souza et al., 2018; Bunholi et al., 2018).

Devido ao estilo de vida dos cagBes-anjo, muito se € questionado sobre o
comportamento populacional. Segundo Vooren & Klippel (2005), as populagdes desses
tubarBes sdo sedentarias e mantém seu equilibrio entre nascimentos e mortes mediante o
recrutamento dentro de cada area, sem grandes eventos migratérios, como reportados em
muitas espécies de tubardes, ou seja, para 0s cagdes-anjo, movimentos de dispersdo ou
migracdo entre populagdes vizinhas ocorrem em baixa intensidade e ndo provocam impactos a

curto prazo sobre a estrutura dessas populagdes. Em face disso, agdes de conservagdo devem
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conhecer melhor o status de ameaca da espécie e as caracteristicas ambientais de seu habitat,
considerar o grau de fragmentacao populacional e conhecer as taxas de fluxo génico dentro e

entre as populagdes.
1.4. A importancia das ferramentas moleculares na conservagao de tubardes

De acordo com a The Word Conservation Strategy (WCS) (UNEP — WWF, 1980), a
diversidade genética é uma das trés prioridades globais na conservacdo da biodiversidade, pois,
em funcdo das mudancas ambientais serem processos continuos, a diversidade genética permite
uma flexibilidade fenotipica para tais mudancas, de forma a contribuir para a evolucdo dos
individuos inseridos nestes cenarios (Frankham, Briscoe & Ballou, 2002). Em geral, as
variagBes genéticas fornecem informacBes sobre linhagens evolutivas de taxons, visdo
intraespecifica e interespecifica sobre a estrutura genética atual e o potencial evolutivo de
populacBes e espécies, que sdo informagdes essenciais para o desenvolvimento de planos de
manejo sustentavel e agcdes de conservacao efetivas (Allendorf et al., 2013).

Estudos recentes vem demonstrando a aplicabilidade das ferramentas moleculares na
conservacdo de elasmobranquios em diversos ambitos, sendo utilizados para identificacdo de
espécies ameacadas vitimas da sobrepesca (De-Franco et al., 2012; Almeron-Souza et al.,
2018; Bunholi et al., 2018; Ferrette et al., 2019a,b), delimitacdo de unidades de conservacao
(Avise, 1998; Waples, Punt & Cope, 2008) e identificacdo de fluxo génico e estruturacao
populacional (Chabot et al., 2015; Domingues et al., 2019; Hull et al., 2019; Melis et al., 2019).

Dentre os diversos marcadores moleculares existentes, os advindos do DNA
mitocondrial (DNAmt) possuem propriedades particulares que auxiliam na obtencéo de dados
genéticos, principalmente por conter taxas de substitui¢cdo nucleotidica relativamente altas, um
sistema de reparo menos eficiente em relacdo aos DNA nuclear (DNAN) (Rand, 2001, Avise,
2009, Hickerson et al., 2010) e maior sensibilidade a deriva genética devido a heranca

matrilinear (Birky et al., 1989; Moritz, 1994). Essas e outras caracteristicas tornam 0s
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marcadores moleculares do DNAmt mais informativos para o acesso da estrutura genética
populacional e inferéncias demograficas histdricas (Heist, 2005, Avise, 2009). De forma mais
especifica, a Regido Controle do DNAmt (RC) é o marcador molecular mais amplamente
utilizado em estudos populacionais de elasmobranquios por ser considerada a regido mais
variavel e com maior taxa de evolucdo do DNAmt. Outra regido do DNAmt, o gene citocromo
¢ oxidase subunidade I (COI), conhecido como sendo o “cédigo de barras do DNA”, tem sido
amplamente utilizado para avaliar variacdes genéticas em elasmobranquios (Dudgeon et al.,
2012; Domingues et al., 2018).

No entanto, apesar da utilidade dos dados genéticos para medidas de conservacao,
métricas de diversidade genética e estruturacao genética populacional existem apenas para 10%
das 1041 espécies de tubarbes e raias atualmente listadas pela IUCN, sendo que 25%
encontram-se em alguma categoria de ameaca (Domingues et al., 2018). Além disso, muitos
dos dados genéticos existentes continuam sendo ignorados para diversas espécies marinhas,
inclusive espécies altamente exploradas de tubardes e raias (Kenchington, 2003; Laikre, 2010;
Ovenden, 2013; Domingues et al., 2018). Desta forma, acGes de conservacdo baseiam-se
majoritariamente somente em estudos de biologia béasica e ecologia populacional

(Simpfendorfer et al., 2011; Domingues et al., 2018).

1.5. Estudos genético-populacionais e filogeograficos em elasmobranquios

A avaliacdo precisa e constante de dados genéticos de uma espécie é essencial para a
criacdo de diretrizes efetivas de conservacao, no entanto, para muitos tubardes, a elaboracéo é
restringida devido a dados limitados ou ndo confiaveis. A identificacdo de padrdes de estrutura
populacional e o comportamento filogeografico das espécies sdo informagdes importantes
principalmente pois, cada regido de distribuicdo de uma espécie é pertencente a um pais/estado
diferente e, consequentemente, sdo expostos a diferentes pressbes pesqueiras e politicas

publicas de conservagao.
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A estrutura genética de populacdes pode ser definida como a mudanca nas frequéncias
alélicas causadas principalmente pelas mutagdes, selecdo natural, deriva genética e fluxo
génico, enquanto a filogeografia visa entender os padrdes e processos historicos responsaveis
pelo atual padrdo de distribuicao de espécies e populacdes (Avise, 2000; Allendorf, 2009). De
acordo com Frankham et al. (2008), o comportamento populacional esta altamente relacionado
a parametros demograficos e biologicos da espécie e aspectos ecoldgicos da area de
distribuicdo, como por exemplo a reducdo na densidade populacional devido a frequentes
gargalos populacionais, aspectos comportamentais da espécie (habitos migratorios, dispersao
baseada em sexo, areas de bercario) e a presenca de barreiras biogeograficas (ilhas oceénicas,
correntes marinhas, gradientes de salinidade/temperatura). Esses fendbmenos podem ocasionar
o isolamento de um grupo de individuos, com o possivel surgimento de “populacdes locais”,
que apresentam caracteristicas distintas da “populacao original” (Hellberg, 2009).

Com relacdo aos estudos genéticos de elasmobranquios, os marcadores moleculares do
DNAmt impulsionaram principalmente estudos filogeograficos e genético-populacionais
através de embasamentos de processos historicos e contemporaneos (Dudgeon et al., 2012;
Domingues et al., 2018). No entanto, muitos desses estudos se direcionam apenas a espécies
oceanico-pelagicas de distribuicdo global, enquanto poucos estudos vém sendo realizados com
espécies bentdnicas e de distribuicdo restrita, e. g. Mustelus schmitti (Pereyra et al., 2010);
Rhizoprionodon porosus (Mendonga et al., 2011); Squatina californica (Ramirez-Amaro et al.,
2017).

De forma mais especifica, estudos genético populacionais e filogeograficos de
elasmobranquios no Atlantico Sudoeste sdo ainda mais restritos, apesar dessa regido abrigar
diversas espécies endémicas de tubardes e raias com algum grau de ameaca de extinc¢ao a nivel
global, como “Criticamente em Perigo” (CR), no caso de Pseusdobatos horkelii, Mustelus

fasciatus e Squatina occulta, e “Em Perigo” (EN) como no caso de Atlantoraja castelnaui e
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Rhinoptera brasiliensis. As regides costeiras do Atlantico Sudoeste sdo fortemente afetadas
por diferentes massas de agua, compondo uma alta complexidade oceanogréafica para a regiao
(Acha et al., 2004). Além disso, essa regido sofreu intensos eventos de regressao marinha
durante o Pleistoceno, que expuseram até 92% da plataforma continental habitavel e, como
consequéncia, originou modificagcdes drasticas nos sistemas de rios e lagos costeiros e padrdes
extremos de circulagcdes termohalinas (Elderfield et al., 2012; Garcia, 2012; Ludt & Rocha,
2015), com efeitos marcantes na histéria demografica de muitas espécies costeiras e estuarinas
(Beheregary et al., 2002; Garcia, Vergara & Gutiérrez, 2008; Silva et al., 2016). Nesse sentido,
o entendimento da dindmica genética populacional e a relacdo com caracteristicas
biogeograficas é imperativo para a elaboracdo de efetivos planos de manejo e conservacao de
espécies presentes nessa regido, que é fortemente ameacada pela sobrepesca (Lucifora et al.,
2012).

Com relacdo ao cacdo-anjo S. guggenheim, o Unico trabalho genético-populacional
existente na literatura revelou baixos niveis de diversidade genética e a presenca de um grupo
isolado referente a regido amostral mais distante da costa (outer shelf) (Garcia et al., 2014).
Presume-se que o estudo ndo identificou a presenca de estruturacdo populacional latitudinal
em S. guggenheim devido a amostragem geogréafica restrita da espécie e o uso marcadores
moleculares menos informativos em nivel populacional: Citocromo B (CytB) e o internal
transcribed spacer 2 (its-2), apresentando resultados que podem ndo refletir a dindmica

populacional da espécie.

2. Objetivos

Tendo em vista o0 atual status de conservacdo de Squatina guggenheim e a auséncia de
informagdes genético-populacionais completas, o presente trabalho teve como objetivo a

obtencdo de dados a respeito da estrutura genética populacional em grande parte de sua
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distribuicdo geogréafica Atlantico Sudoeste, de forma a obter suporte a conservacao desta

espécie ameacada de extingéo.

2.1 Objetivos especificos

e Quantificar os niveis de diversidade genética de S. guggenheim no Atlantico Sudoeste,
utilizando a Regido Controle do DNAmt (RC) e do Citocromo c oxidase subunidade |
(Con;

e Quantificar os niveis de diversidade genética de S. guggenheim no Atlantico Sudoeste,
utilizando os mesmos marcadores moleculares implementados por Garcia et al. (2014)
— Citocromo B (CytB) e internal transcribed spacer 2 (its-2) para viés comparativo;

e Testar a hipotese nula da panmixia para S. guggenheim ao longo de sua distribuicao
geografica no Atlantico Sudoeste, utilizando marcadores moleculares (RC, CytB, COI
e its-2);

e Verificar a influéncia das barreiras biogeogréaficas do Atlantico Sudoeste na populacao
através de analises filogeogréficas;

e Reconstruir ademografia historica de S. guggenheim e descrever os possiveis processos

histéricos que modularam tais padrdes genéticos;

3. Materiais e Métodos
3.1 Locais de Coleta e Amostragem

Amostras de tecido muscular e nadadeiras dos exemplares de
Squatina guggenheim foram coletadas em diferentes regides da costa de Sdo Paulo, Santa

Catarina, Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina, abrangendo grande parte da regido de

distribuicdo geogréfica da espécie. O processo de amostragem foi desenvolvido em
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colaboracéo cientifica entre pesquisadores do Acervo Zooldgico da Universidade Santa Cecilia
(AZUSC - UNISANTA) de Santos - SP, do Instituto de Pesca (IP) do Estado de Séo Paulo e
do Laboratério de Biologia de Teledsteos e Elasmobranquios (LABITEL) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), Brasil. A colaboracdo internacional ocorreu por meio da
Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de La Plata, Argentina.

No total, foram obtidas 173 amostras de tecido (barbatana ou muscular), sendo 129
capturadas no Sudeste do Brasil (Litoral do Estado de Sdo Paulo), 17 do Sul do Brasil (Litoral
do Estado de Santa Catarina e Rio Grande do Sul) e 27 provenientes do Uruguai (Punta del
Este) e Argentina (Buenos Aires) (Figura 4), obtidas no desembarque de pescas de arrasto e
espinhel de fundo. Todas as amostras foram preservadas em dlcool etilico a 95% em
temperatura de -20°C, armazenadas e registradas na colecdo do Laboratério de Genética
Pesqueira e Conservacdo (GenPesC) do Instituto do Mar (IMar) da Universidade Federal de

Séo Paulo (UNIFESP).
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Figura 4 - Mapa da amostragem do cac¢do-anjo Squatina guggenheim coletadas para este estudo. LNSP: Litoral
Norte — SP (-23.697 S; -44.809 W); BSSP: Baixada Santista (-24.371 S; -46.606 W); LSSP: Litoral Sul — SP (-
25.058 S; -47.653 W); SOBR: Sul do Brasil (-29.12 S; - 47.828 W); UYAG: Uruguai-Argentina (-36.826 S; -
55.195 W).

3.2 Extracdo do DNA, amplificacdo por PCR e sequenciamento

O DNA genbmico total dos espécimes amostrados foi extraido através do kit
DNAQIAmMp Tissue (Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA). A quantificacdo e verificacdo da
qualidade do DNA extraido foi efetuada em espectrofotobmetro. O processo de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizado para selecionar e amplificar exclusivamente as
sequéncias nucleotidicas do DNAmt (RC, CytB e COIl) e do DNAn (its-2). O acesso aos
fragmentos foi feito por meio de iniciadores previamente desenvolvidos para cada marcador

molecular (Tabela 1).
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Inicialmente, a amplificacéo foi realizada seguindo os protocolos do kit Platinum™ Taq
DNA Polymerase (Invitrogen™) com: 2,0uL 10X PCR Buffer, 0,5uL MgCI2 (50mM), 0,5uL
dNTP mix (2mM), 0,4uL Primer mix (10mM), 0,1uL Platinum® Taq DNA Polymerase, 0,1uL
DNA e completar o volume até 20uL ddH2O autoclavada. O protocolo utilizado no
termociclador seguem as seguintes condicdes: 1% 94°C por 2 minutos para a desnaturacao da
dupla fita de DNA, 2°: 35 ciclos de 94°C por 60 segundos de desnaturacao, 50°C - 63°C
(especifica para cada par de iniciadores — Tabela 1) por 45 segundos de anelamento dos primers
e 72°C por 1 minuto e 30 segundos de extensdo com uma extensdo final de 10 minutos. Apds
0 término da reacdo de PCR as reacGes foram armazenadas a uma temperatura de -20°C. Os
segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1%, com o0 uso do
corante para acidos nucleicos Blue Green Loading Dye | (LCG Biotecnologia), visualizados

sob luz ultravioleta.

Tabela 1 - Informagbes sobre os pares de iniciadores utilizados em Squatina guggennheim para cada gene e suas referéncias.

(D-LOORP refere-se: RC)

Primer Gene Alvo

Sequéncia 5' - 3'

Temperatura de Anelamento

Referéncia

DL-F-T D-LOOP F CTC CCAAAG CCAAGATTCTG 50°C Mendonga et al., 2009
12SrRNA-R D-LOOP R AAG GCT AGG ACC AAACCT 50°C Keeney et al., 2003
GLUDG-L CytB F TGACTT GAARAACCAYCGTTG 50°C Palumbi et al., 1991
CB3H-R CytBR GGC AAATAG GAARTATCATTC 50°C Palumbi et al., 1991
Fish-F1 COIF TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC 55°C Ward et al., 2005
Fish-R1 COIR TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA 55°C Ward et al., 2005
FISH5.8SF ITS-2F TTAGCG GTG GAT CAC TCG GCT CGT 63°C Pank et al., 2001
FISH28SR ITS2R TCC TCC GCT TAG TAATAT GCT TAAATT CAGC 63°C Pank et al., 2001

Os produtos de PCR foram primeiramente purificados em uma reacao que utiliza duas

enzimas em conjunto, uma exonuclease e uma fosfatase alcalina, seguindo o protocolo de
EX0SAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied Biosystems™). Apos a purificacdo, os produtos
de PCR foram submetidos a reacdo de sequenciamento, em termociclador, seguindo 0s

protocolos do BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™). As
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sequencias de DNA foram geradas na plataforma de sequenciamento automatico ABI PRISM®
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™) no Laboratério de Biologia e Genética de

Peixes (LBGP) do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) da UNESP.

3.3 Processamento dos dados genéticos

Os eletroferogramas das sequéncias de DNA advindas dos 4 marcadores moleculares
foram visualizados com auxilio do software Geneious 4.8.5 (Kearse et al., 2012), o qual
permite a leitura de diversas extensdes do sequenciamento. A amplitude e os espagamentos dos
picos foram devidamente observados para atestar a qualidade das sequéncias e verificar se as
mutacdes eram reais ou se poderiam ser artefatos da técnica do sequenciamento. A identidade
das sequéncias foi confirmada utilizando o algoritmo Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (Altschul et al., 1990) na plataforma de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). O alinhamento das sequéncias foi
realizado utilizando o algoritmo MUSCLE 3.8.425 (Edgar, 2004) implementado no software
Geneious 4.8.5, tal qual foi verificado e finalizado manualmente (sitio a sitio). De forma
complementar, as sequéncias dos genes mitocondriais (RC, CytB e COI) foram concatenadas
(RC-COI e RC-CytB-COl) para posteriores analises, utilizando o software SequenceMatrix 1.8
(Vaidya, Lohman & Meier, 2011). A abordagem de concatenagédo dos genes foi usada devido
as vantagens estatisticas previamente descritas (Gadagkar, Rosenberg & Kumar, 2005). No
entanto, apenas 122 espécimes foram concatenados devido a problemas de amplificacdo de
todos os marcadores moleculares em algumas amostras.

Com o intuito de complementar a amostragem geografica, a ideia inicial da presente
dissertacdo era utilizar as sequéncias dos genes CytB e its-2 disponiveis no GenBank do
trabalho desenvolvido por Garcia et al. (2014) para a espécie S. guggenheim. No entanto, apos
o alinhamento das sequéncias de forma conjunta, foram observadas discrepancias significativas

entre as matrizes do presente trabalho e do trabalho de Garcia et al. (2014), refletindo no
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numero de haplotipos encontrados. Devido a isso, as sequéncias ndo foram incorporadas nesse

trabalho.

3.4 Estimativas de Diversidade Genética e Estruturacdo Populacional

Para as analises estimativas de diversidade genética foram calculadas a composicéao
nucleotidica (% A-T-G-C), o numero de sitios polimorficos (S) e de haplétipos (H) e as
diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (z) pelo software DnaSP 6.11.01 (Rozas et al.,
2017).

O teste da hipotese nula de panmixia e a heterogeneidade genética espacial entre 0s
haplétipos foram realizados através da Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier
et al., 1992), tal qual foi testada para diferentes cenarios de estruturacdo, utilizando o programa
Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010), que utiliza a estatistica F de Wright (1951; 1965)
com 50.000 permutacdes e o = 0,05. Para evitar erros estatisticos, as probabilidades estimadas
nas analises foram corrigidas pelo do método de Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg,
1995) no software Bonferroni Calculator (Lesack & Naugler, 2011). De forma complementar,
o algoritmo de diferenga méxima de Monmonier (Manni, Guerard & Heyer, 2004) foi utilizado
para identificar possiveis descontinuidades genéticas espaciais, através do software BARRIER
2.2 (Manni et al., 2004). As coordenadas geogréaficas foram usadas para cada regido amostral
(LNSP, BSSP, LSSP, SOBR e UYAGQG) e conectadas pela triangulacdo de Delauney com a
matriz de distancia genetica obtida pelo Fst por pares, previamente gerada no programa
Arlequin 3.5.2.2.

Adicionalmente, um método para avaliacdo da estrutura genética espacial atraves de
um modelo bayesiano foi empregado para estimar o numero de clusters (K) e seus limites
espaciais pelo pacote GENELAND 4.9.2 (Guillot et al., 2005; Guillot & Santos, 2008) no
software R v3.6.3 (R Development Core Team, 2020). A abordagem bayesiana foi realizada

sob o modelo espacial com um modelo de frequéncia ndo correlacionado ao longo de dez
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simulagcdes Markov Chain Monte Carlo (MCMC) independentes, variando K entre 1 e 10 em
10.000.000 iteracbes MCMC. O K com maior suporte estatistico foi determinado com base no
maior valor médio de probabilidade logaritmica posterior dos modelos.

O teste de Mantel (Mantel, 1967) foi utilizado para verificar se a diferenciacdo genética
entre as regides amostradas é reflexo de isolamento por distancia (IBD), implementado pelo
Arlequin 3.5.2.2 com 50.000 permutacGes. Essa analise avalia a correlacdo entre a distancia
geneética e uma matriz de distancia geografica, que foi calculada pelo software Geographic
Distance Matrix Generator v1.2.3 (Ersts, 2011). A relacdo entre os hapldtipos obtidos e suas
distribuicdes geograficas foi gerada pelo software POpART 1.7 (Leigh & Bryant, 2015)
utilizando o algoritmo Median-Joining Network (Bandelt et al., 1999). Todas as analises
previamente descritas foram realizadas para os marcadores moleculares individuais e

concatenados.

3.5 Relagdes filogenéticas e estimativas demograficas

Para inferir estimativas demogréficas de S. guggenheim, foram primeiramente
analisadas as relacdes filogenéticas entre os haplétipos utilizando-se a Inferéncia Filogenética
Bayesiana. O melhor modelo de substituicdo de nucleotidica para a matriz concatenada foi
avaliado pelo software jModelTest 2.1.10 (Darriba et al., 2012), respeitando as particOes
existentes entre os genes de taxas evolutivas diferentes. Devido a falta de uma taxa de mutagéo
relatada para o grupo em estudo, a estimativa de tempo molecular foi obtida pelo tempo de
divergéncia entre espécies congenéricas, 0 grupo externo (Squatina occulta) e o grupo em
analise (S. guggenheim), derivadas do Timetree: the timetree of life (TTOL) (Hedges et al.,
2006 - http://www.timetree.org/). Nesse sentido, exclusivamente para essas analises, somente
a matriz concatenada RC-COI foi utilizada, pois sdo os unicos marcadores moleculares com

sequencias disponiveis da espécie congenérica S. occulta.
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Dessa forma, para se estimar o tempo de divergéncia entre as linhagens, foi construida
uma arvore utilizando o programa BEAST 1.8.4 (Drummond et al., 2012) sob o modelo de
substituicdo nucleotidica HKY para a particao referente ao gene COI e TrN+I para a particdo
referente a RC. Segundo Drummond & Bouckaert (2015), um modelo “Strict-Clock” ¢
geralmente preferido em relagdo ao modelo “Relaxed-Clock” para avaliar a filogeografia
intraespecifica. No entanto, devido ao uso da estimativa de tempo molecular advinda de
espécies diferentes, o modelo “Relaxed-Clock” e uma arvore de especiacdo “Yule Proces”
(Gernhard, 2008) também foram testados. Todas as analises foram efetuadas usando a classe
de algoritmos MCMC executado por 500 milh&es de geragdes com 10% de burn-in. O software
Tracer v1.7 (Rambaut et al., 2018) foi utilizado para verificar a convergéncia dos valores
(tamanho efetivo da amostra (ESS) > 200). O software TreeAnnotator 1.8.4 (Drummond et al.,
2012) resume as informacgfes de uma amostra de arvores produzidas pelo BEAST 1.8.4 em
uma Unica arvore de maior credibilidade, que foi visualizada no software FigTree 1.4.2
(Rambaut, 2008). Apds a obtencdo do tempo de divergéncia (T) entre as linhagens, foi possivel
calcular a taxa de mutagdo (u), através da formula T = dxy / 2u (Nei, 1987), onde dxy é a
divergéncia genética entre as linhagens, calculado pelo software MEGAT7 utilizando 1000
bootstraps (Kumar et al., 2016).

A partir da definicdo das linhagens, foi possivel realizar analises de abordagem
demografica que estimam o status populacional da espécie. Inicialmente, a deteccdo do
crescimento populacional foi baseada no teste de neutralidade R2 (Ramos-Onsis & Rozas,
2002) com significancia estatistica testada de 50.000 simulacBes no processo coalescente
implementado no DnaSP 6.11.01 (Rozas et al., 2017) e o teste de neutralidade Fs (Fu, 1997),
implementado também com 50.000 permutacdes no Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer,
2010). Neste contexto, os valores de R2 e Fs estatisticamente significativos e diferentes de zero

indicam desvios da neutralidade, podendo indicar a ocorréncia de eventos demogréaficos.
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De forma a visualizar os efeitos demograficos em nivel temporal, foi utilizado a
construcdo da andlise Bayesian Skyline Plot (BSP) (Drummond et al., 2005) para inferir a
flutuacdo dos tamanhos efetivos de populacdo ao longo do tempo usando o software BEAST
1.8.4. Este modelo gera uma probabilidade posterior para o tamanho efetivo da populacao
usando o metodo MCMC executado por 100 milhdes de geracdes com 10% de burn-in. A
selecdo estatistica dos melhores modelos de substituicdo de nucleotideos foi realizada por
jModelTest 2.1.10. O “Strict-Clock” ¢ uma arvore de horizonte bayesiano constante foram
definidos e calibrados também utilizando os dados do TTOL. A reconstrucdo da BSP, a

convergéncia do modelo e o ESS foram calculados no Tracer 1.7.

4. Resultados

4.1 Dados gerais

Os dados genéticos obtidos para a espécie Squatina guggenheim sdo oriundos de 3
marcadores moleculares mitocondriais (RC, CytB e COIl) e 1 marcador molecular nuclear (its-
2). Considerando o alinhamento individual de cada marcador molecular, foram obtidos 892
pares de base (pb) da RC de 158 individuos, 630 pb do gene COI de 159 individuos, 816 pb do
gene CytB de 153 individuos e 746 pb do gene its-2 de 165 individuos. A discrepancia na
quantidade de individuos sequenciados de cada marcador ocorreu devido a problemas de
amplificacdo de determinados marcadores em algumas amostras. Assim, o concatenamento dos
marcadores moleculares mitocondriais foi realizado com 122 individuos com sequencias de
alta confiabilidade para todos os marcadores do DNAmt. O alinhamento dos marcadores
concatenados resultou na matriz RC-COI, com 1522 pb e na matriz RC-CytB-COI com 2338
pb. Em geral, a matriz concatenada de todos os marcadores do DNAmt (RC-CytB-COl),
apresentou composi¢do nucleotidica de 28,3% de Adenina, 23,4% de Citosina, 13,1% de

Guanina e 35,1% de Timina, mantendo o padrdo da matriz de alinhamento rica em A-T,
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conforme observado para os genes mitocondriais individuais. Ja para o marcador nuclear its-2,
a composicao nucleotidica foi de 13,7% de Adenina, 27,4% de Citosina, 33,1% de Guanina e

25,9% de Timina.

4.2 Variabilidade Genética e Estruturacdo Populacional

As andlises de variabilidade genética e estrutura populacional da espécie S.
guggenheim foram realizadas com base no alinhamento dos marcadores moleculares, e
posteriormente, utilizando as matrizes concatenadas. A matriz concatenada RC-CytB-COl
apresentou um total de 48 haplétipos, enquanto as matrizes RC-COI, RC, CytB e COI
revelaram 42, 24, 13 e 11 haplétipos, respectivamente. Em geral, segundo a interpretacdo de
indices de diversidade para peixes marinhos, proposta por Grant & Bowen, 1998, as matrizes
concatenadas (RC-CytB-COI e RC-COI) enquadram-se na segunda categoria, que consiste em
populacBes com alta diversidade haplotipica (h > 0.5) (hrc-cytB-col = 0.838 + 0.033; hrc-col =
0.830 + 0.034) e baixa diversidade nucleotidica (&= < 0.005) (ncr-cyts-cor = 0.00170 %
0.000948; ncr-col = 0.00209 £ 0.001205) (Tabela 2). De forma individual, a matriz molecular
referente a RC apresentou os maiores indices diversidade haplotipica e nucleotidica (hcr =
0.748 £ 0.034; ncr = 0.0022 + 0.0012), enquanto o CytB apresentou 0s menores indices entre
os marcadores moleculares mitocondriais (hcyts = 0.589 + 0.024; ncyts = 0.0009 + 0.0026).
No marcador nuclear its-2, apenas 8 haplétipos foram identificados e observou-se baixos
indices de diversidade genética (Tabela 2). Considerando todas as matrizes de dados genéticos
(individuais e concatenadas), foi possivel observar que as regides ao sul do Atlantico Sudoeste
(Sul do Brasil e Uruguai-Argentina) apresentam os maiores indices de diversidade genética

(Tabela 2).
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Tabela 2 - Estatisticas populacionais da espécie Squatina guggenheim para cada dataset molecular. Numero de individuos (n); nimero

de haploétipos (H); nimero de sitios polimérficos (S); diversidade haplotipica (h); diversidade nucleotidica (x).

COl

Regides amostrais

LNSP

8
5
4
0.786 + 0.151

BSSP

41

6

4

0.704 + 0.050

0.0018 + 0.0013 0.0021 + 0.0014

9

2

1

0.500 +0.128
0.0006 + 0.0006

10

3

2

0.378 £ 0.181
0.0009 * 0.0011

7
5

5

0.857 +0.137
0.0013 + 0.0013

7

6

6

0.952 + 0.096
0.0011+ 0.0010

O O O P o

45

2

1

0.505 + 0.023
0.0006 + 0.0006

50

4

3

0.597 £ 0.039
0.0018 £ 0.0011

37

10

7

0.818 + 0.048
0.0012 + 0.0008

37

10

8

0.818 + 0.048
0.0015 + 0.0008

48

4

3

0.123 + 0.064
0.0002 £ 0.0003

LSSP

69
5

4

0.496 + 0.068
0.0014 + 0.0010

55

3

2

0.258 + 0.071
0.0003 + 0.0004

58

4

3

0.361 £ 0.076
0.0009 £ 0.0010

41

10

7

0.501 + 0.096
0.0011 + 0.0011

41

11

9

0.502 + 0.096
0.0008 + 0.0009

65

4

4

0.145 + 0.058
0.0003 £ 0.0004

SOBR

16

11

11

0.933 £ 0.048
0.0033 + 0.0020

17

6

6

0.721 + 0.087
0.0014 + 0.0011

16

6

6

0.767 + 0.084
0.0023 + 0.0029

16

13

17

0.967 + 0.036
0.0029 + 0.0034

16

13

23

0.967 + 0.036
0.0024 + 0.0030

16

2

1

0.125 + 0.106
0.0002 * 0.0003

UYAG

24

12

10

0.902 + 0.036
0.0022 + 0.0143

27

9

8

0.607 +0.109
0.0750 + 0.060

25

8

8

0.780 + 0.058
0.0018 + 0.0033

21

15

16

0.957 +0.028
0.0020 + 0.0029

21

17

23

0.976 + 0.023
0.0017 + 0.0027

27

6

8

0.342 £ 0.117
0.0658 + 0.0606

Total

158

24

13

0.748 + 0.034
0.0022 + 0.0012

153

13

12

0.589 + 0.024
0.0009 + 0.0026

159

11

11

0.646 + 0.031
0.0018 + 0.0031

122

42

23

0.830 + 0.034
0.0021 + 0.0012

122

48

34

0.838 + 0.033
0.0017 + 0.0009

165

8

9

0.162 + 0.039
0.0018 + 0.0031
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A variacdo genética entre as populacdes, avaliadas em cendrios previamente definidos,
foi mensurada por meio do indice ®st, que demonstrou a presenca de alta estruturacdo genética
nos genes mitocondriais individuais (RC; CytB e COIl) e com os genes concatenados (RC-COI)
e RC-CytB-COl) (Tabela 3), sendo a maior estruturacdo encontrada no marcador molecular
CytB (®st=0.4091) e amenor na RC do DNAmt (dst=0.2338). A regido génica nuclear its-

2 apresentou auséncia de estruturacdo populacional em todos os cenarios (Tabela 3).

Tabela 3 - Analise AMOVA para cenérios populacionais hipotéticos de Squatina guggenheim. $ST, indice F de Wright; P

$ST, p-valor do indice F de Wright. Os valores em negrito s&o significativos (P<0.05) apds corre¢do Benjamini-Hochberg.
LNSP: Litoral Norte (SP); BSSP: Baixada Santista (SP); LSSP: Litoral Sul (SP); SOBR: Sul do Brasil; UYAG: Uruguai-

Argentina.

RC CytB Col
Cenarios de Estruturacéo Populacional Gst P st Gst P st Gst P (st
(LNSP+BSSP+LSSP+SOBR+UYAG) 0.1657 0.001 0.3197 0.001 0.2378 0.001
(LNSP+BSSP+LSSP) X (SOBR+UYAG) 0.2338 0.001 0.4091 0.001 0.3293 0.001
(LNSP+BSSP+LSSP) X (SOBR) X (UYAG) 0.2227  0.001 0.3898  0.001 03117  0.001
(LNSP+BSSP) X (LSSP) X (SOBR) X (UYAG)  0.1679  0.001 0.3298  0.001 0.2446  0.001
(LNSP) x (BSSP+LSSP) x (SOBR) x (UYAG) 0.2011  0.001 0.3535  0.001 0.2748  0.001
its-2 (RC+COl) (RC+CytB+COl)
Cenarios de Estruturagéo Populacional st P st st P st st P st
(LNSP+BSSP+LSSP+SOBR+UYAG) -0.0129 0.852 0.2071 0.001 0.2279 0.001
(LNSP+BSSP+LSSP) X (SOBR+UYAGQG) -0.0080 0.854 0.2743 0.001 0.2992 0.001
(LNSP+BSSP+LSSP) X (SOBR) X (UYAG) -0.0068  0.854 0.2573  0.001 0.2816  0.001
(LNSP+BSSP) X (LSSP) X (SOBR) X (UYAG)  -0.0109  0.858 02114  0.001 0.2334  0.001
(LNSP) x (BSSP+LSSP) X (SOBR) X (UYAG)  -0.0134  0.852 0.2355  0.001 0.2568  0.001
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A partir dos resultados obtidos com a analise AMOVA para os marcadores do DNAmt
e considerando as caracteristicas biogeograficas previamente descritas do Atlantico Sudoeste,
é possivel observar a presenca de, a0 menos, duas populacdes distintas, sendo a populacéo
referente ao Sudeste do Brasil (SEBR), que engloba as regiGes amostrais: LNSP, BSSP e LSSP,
e a populacdo referente ao Sul do Atlantico Sudoeste (SASO), que engloba as regides
amostrais: SOBR e UYAG. A comparacao de valores de Fst por pares foi efetuada apenas nas
matrizes mitocondriais (RC; COI; CytB; RC-COIl e RC-CytB-COl) devido a auséncia de
estruturacdo para o marcador nuclear (its-2). A andlise confirmou a presenca de divergéncia
genética também entre as regides amostrais (Tabela 4), caracterizando a possivel existéncia de
uma estruturacdo em fina escala.

Concordantemente, o algoritmo de diferenca maxima de Monmonier aplicado aos
dados genéticos do marcador molecular RC, demonstrou a existéncia de possiveis barreiras ao
fluxo génico entre todas as regides, caracterizando a presenca de estruturacdo em fina escala
(Figura 5). No entanto, a barreira mais forte, indicada pela linha vermelha mais espessa, ocorre
entre as duas grandes populacbes previamente identificadas SEBR e SASO, que separa as
regides do sudeste do Brasil e o sul do Atlantico Sudoeste. E importante também destacar a
segunda barreira mais forte, que ocorre entre as regiées LNSP e BSSP, caracterizando a

existéncia de estruturacdo dentro da populacdo SEBR.
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Tabela 4 - Analise de comparagdo por pares ®ST para cada matriz génica (abaixo da diagonal) de Squatina guggenheim entre as regifes amostradas no Atlantico Sudoeste

e 0s p-valores (acima). Os valores em negrito séo significativos apés corregdo Benjamini-Hochberg; os valores em italico sdo significativos antes da correcéo e n.s. sdo 0s
valores ndo significativos (P>0.05); LNSP: Litoral Norte (SP); BSSP: Baixada Santista (SP); LSSP: Litoral Sul (SP); SOBR: Sul do Brasil; UYAG: Uruguai-Argentina

RC
LNSP
BSSP
LSSP
SOBR

UYAG

CytB
LNSP
BSSP
LSSP
SOBR
UYAG

LNSP
0.0911
0.0353
-0.0157
0.1567

LNSP

0.0303
0.0457
0.0873
0.3493

BSSP LSSP
n.s. n.s.

- 0.0152
0.0916 -
0.0870 0.1644
0.2221 0.3643
BSSP LSSP

n.s. n.s.

- 0.0022
0.2938 -
00331  0.3999
02576 0.6097

(RC-CytB-COl)
LNSP
BSSP
LSSP
SOBR
UYAG

SOBR
n.s.

0.0455

0.0056

0.03622

SOBR
n.s.
n.s.

0.0022

0.0595

LNSP
0.0922
0.0497
0.0875
0.3180

UYAG

0.0152
0.005
0.005

n.s.

UYAG
0.0022
0.0022
0.0022
0.0409

BSSP

n.s.

0.1695
0.0710
0.2475

COl
LNSP
BSSP
LSSP
SOBR

UYAG

(RC-CQI)
LNSP
BSSP
LSSP
SOBR

UYAG

LSSP
n.s.
0.002

0.2617
0.4927

LNSP

0.0808
-0.0528
0.2225
0.4142

LNSP

0.1007
0.0564
0.0883
0.3043

SOBR
n.s.
0.0477
0.002

0.0476

BSSP

n.s.

0.1597
0.0363
0.2199

BSSP

n.s.

0.1419
0.0795
0.2438

UYAG
0.002
0.002
0.002

0.0463

LSSP
n.s.
0.002

0.3498
0.5091

LSSP
n.s.
0.004

0.2283
0.4516

SOBR
0.0229
n.s.
0.002

0.0354

SOBR
n.s.
0.0388
0.002

0.0441

UYAG
0.002
0.002
0.002

n.s.

UYAG
0.002
0.002
0.002

0.0424
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Figura 5 - Possiveis barreiras ao fluxo génico identificadas na populacdo de Squatina guggenheim, por meio do
software BARRIER 2.2. A espessura das linhas vermelhas indica barreiras mais e menos significativas. Os
haplétipos distribuidos entre as regides amostrais séo referentes a Regido Controle do DNAmt e foram obtidos
pelo software POpART 1.7. LNSP: Litoral Norte (SP); BSSP: Baixada Santista (SP); LSSP: Litoral Sul (SP);
SOBR: Sul do Brasil; UYAG: Uruguai-Argentina.

De forma complementar, a analise de estruturacdo genética espacial utilizando a matriz
concatenada RC-CytB-COI sugeriu dois grupos geneticamente diferentes (K = 2), que
apresentou a maior probabilidade a posterior em todas as 10 corridas (41,69 - 43,03%) (Figura
6a), condizente com o observado previamente pela AMOVA, é possivel constatar a presenca

de duas populagdes: SEBR (cluster 1) e SASO (cluster 2) (Figura 6b,c).
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Figura 6 - Analise de estruturagdo genética espacial bayesiana em Squatina guggenheim - output GENELAND; A. O histograma
mostra a frequéncia do valor K inferido entre as corridas, evidenciando K =2 como o nimero de clusters mais provavel; B. Cluster
1 - SASO (regides: SOBR e UYAG); C. Cluster 2 — SEBR (regides: LNSP; BSSP e LSSP).
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A presenca de estruturacdo genética foi avaliada de forma a averiguar se essa
divergéncia advém de Isolamento por Distancia, por meio da relacéo entre distancia genética e
distancia geogréafica, mensurada utilizando o Teste de Mantel. No entanto, o teste ndo revelou
significancia estatistica para a matriz dos marcadores do DNAmt concatenados (RZrc-cyts-col =
0.494, p =0.067), constatando que a distancia geogréafica ndo € o fator dirigente da estruturacao
observada entre as regides.

De forma geral, as redes de haplétipos Median-Joinning referentes aos marcadores
moleculares individuais, demonstram a existéncia de compartilhamento haplotipico entre todas
as regides (Figura 7). Apesar dos altos indices de estruturacdo genética encontrada nos
marcadores do DNAmt pela AMOVA, é possivel observar o compartilhamento de hapl6tipos

entre as regides.
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Figura 7 - Rede de Hapldtipos Median-Joinning dos genes individuais de Squatina guggenheim. O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia de cada haplétipo; os

CytB

its-2

Hap_3

Hap_1

Q

1 sample

0000®

LNSP
BSSP
LSSP
SOBR
UYAG

segmentos representam um evento mutacional e os pontos negros, hapl6tipos hipotéticos ndo amostrados. LNSP: Litoral Norte (SP); BSSP: Baixada Santista (SP); LSSP:

Litoral Sul (SP); SOBR: Sul do Brasil; UYAG: Uruguai-Argentina
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4.3 Relacbes filogenéticas e histéria demogréfica

A topologia que representa as relacdes filogenéticas entre os haplotipos da matriz
génica RC-COlI foi encontrada utilizando a inferéncia filogenética bayesiana, que demonstrou
a presenca de duas linhagens matrilineares, aqui nomeadas como Linhagem 1 (L1) e Linhagem
2 (L2) (Figura 8b), que apresentam uma divisdo similar entre 0 nimero de haplotipos, sendo
de 19 e 25, respectivamente. No entanto, a L2 possui maior representatividade em nimero de
individuos (Tabela 5). Ambas as linhagens sdo compostas de haplétipos referentes a individuos
de todas as regides amostras, caracterizando-as como linhagens simpatricas. O tempo de
divergéncia entre as linhagens L1 e L2 foi estimado em aproximadamente 1,26 milhdes de anos
atras (Mia) durante o Pleistoceno Inferior (~ 2,58 — 0,773 Mia).

Dessa forma, foi possivel encontrar a taxa de mutacdo da RC (u), que foi de 0,33 %
Mia, enquanto a taxa de divergéncia genética (dxy) entre as linhagens foi de 1 %, demonstrando
baixa distin¢do entre as linhagens. Considerando ambas as linhagens, os clados marcados com
cor (Figura 8b) apresentam o tempo de divergéncia em, aproximadamente 1 Mia (1,099 — 0,963
Mia) e ddo indicios de isolamento geografico condizente com a estruturacdo populacional
identificada nas andlises anteriores. O haplotipo mais frequente foi o Hap_2 (n = 49), que
encontra-se na linhagem L2 (representado pelo individuo demarcado na arvore — Figura 8b) e
é composto, em sua maioria, por individuos das regides amostradas do sudeste do Brasil (Figura
8a), contando apenas com 3 individuos advindos do sul do Brasil, mais especificamente da

regido amostral de Santa Catarina.
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Figura 8 - Inferéncia Filogenética obtida a partir de 1522 pb (RC-COI) de Squatina guggenheim. (a) Rede haplotipica Median-joining baseada na matriz RC-COI. O

tamanho do circulo é proporcional a frequéncia de cada hapl6tipo. Os segmentos representam um evento mutacional. (b) Inferéncia Filogenética Bayesiana com idade

dos nds em anos obtidos a partir da matriz RC-COl. As cores indicam clados que apresentam isolamento geogréfico. O taxon terminal circulado é o individuo

representante do hapldtipo mais frequente (Hap_2). L1: linhagem 1, L2: linhagem 2. ARJ: Rio de Janeiro; ARG: Argentina; CAN: Cananéia; GJA: Guaruja; IC: llha
Comprida; MO: Mongagud; PE: Peruibe; PR: Parand; SAN: Santos; SC: Santa Catarina; TOR: Torres; UBA: Ubatuba; URY: Uruguai.
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Com relacdo aos valores de diversidade genética nas linhagens, foi possivel constatar

que ambas as linhagens exibem alta diversidade haplotipica (h_L1 = 0.926 + 0.026; h_r2 = 0.657

+ 0.060) e baixa diversidade nucleotidica (m_L1 = 0.00161 = 0.00188; n_L2 = 0.00148 +

0.00289), segundo a interpretacdo de indices de diversidade para peixes marinhos previamente

apresentada (Grant & Bowen, 1998). No entanto, € possivel observar que a L2, apesar de conter

mais do que o dobro de individuos, apresenta menor diversidade genética em comparacao a L1

(Tabela 5). A rede de haplétipos (Figura 9) demonstra a presenca de compartilhamento de

hapldtipos entre as linhagens (Hap_5 e Hap_18), caracterizando a conectividade existente entre

elas.

Tabela 5 - Estatisticas populacionais de Squatina guggenheim utilizando somente a matriz molecular RC-COI. n,

namero de individuos; S, nimero de sitios polimérficos; H, nimero de haplétipos; h, diversidade haplotipica; =,

diversidade nucleotidica. L1 = Linhagem 2 e L2 = Linhagem 2.

Location
Locus Overall
CR-COI
n 122
H 42
S 23
h 0.830 + 0.034
T 0.0021 + 0.0012

L1

38

19

11

0.926 + 0.026
0.0016 + 0.0019

L2

84

25

22

0.657 + 0.060
0.00148 + 0.0029
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Figura 9 - Rede de Hapldtipos Median-joining entre as linhagens mitocondriais de Squatina guggenheim
utilizando matriz molecular RC-COI. O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia de cada haplétipo;

0s segmentos representam um evento mutacional e os pontos negros, haplétipos hipotéticos ndo amostrados.

Os testes de neutralidade (Fs e R2) demonstraram sinais de expansdo populacional para
todas as regides amostrais. No entanto, apenas Rz foi estatisticamente significativo em todas as
regiGes (Tabela 6). A anélise coalescente BSP foi realizada considerando as duas populacdes
(SEBR e SASO) previamente identificadas pelas andlises de estruturacdo populacional
descritas anteriormente. Concordantemente com os testes de neutralidade, o BSP evidenciou a
existéncia de expansdo populacional para ambas as populacdes (Figura 10). De forma geral, as
populagBes apresentaram comportamentos diferentes em relacdo a historia demogréfica. A
populagdo SEBR, que engloba as regides amostrais LNSP, BSSP e LSSP, apresentou um
periodo de 600 mil anos de estabilidade demografica (aproximadamente de 700 — 100 Ma),
com indicio de expansdo populacional iniciado aproximadamente ha 50 mil anos atras (Ma) no
Pleistoceno Superior (Figura 10). No entanto, a populacdo SASO, referente as regides
amostrais SOBR e UYAG, apresentou um processo de expansdo demografica leve, iniciado
desde o periodo de coalescéncia haplotipica (700 Ma), durante o Pleistoceno Médio, e atingiu

um comportamento estavel ha cerca de 150 Ma (Figura 10).
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Tabela 6 - Estimativas dos Testes de Neutralidade para Squatina guggenheim entre as regides amostradas e as
linhagens identificadas. Fs, Fu's Fs teste; P Fs, P valor de Fu's Fs teste (significancia P< 0.02); R2, Ramos-Onsins
& Rozas teste; P R2, P valor de R2 teste (significancia P< 0.05) Em negrito valores significativos apds a correcdo

de Benjamini-Hochberg.

Locus Regi()es amostrais

CR-COI LNSP BSSP LSSP SOBR UYAG Total
Fs -1.5478  -1.0449 -3.1877 -6.5255 -9.7565 -4.4125
P Fs 0.1067 0.3397 0.0830 0.0026 0.0026 0.1079
R2 0.2267 0.1158 0.1165 0.1438 0.1353 0.0896
P R2 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
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Figura 10 - Bayesian Skyline Plot (BSP) de Squatina guggenheim. O eixo x esta em unidades de milhdes de anos
atrds (Mia) e o eixo y € o produto do tamanho efetivo da popula¢do (Nef) multiplicado pelo tempo de geragdo. A
linha solida é a estimativa mediana; a sombra azul mostra os limites de 95% de Maior Densidade & Posteriori
(HPD); e a sombra cinza refere-se ao Periodo da Pendltima Glaciagdo (PPG) — 180 Ma — 140 Ma (Oxygen Isotopic
Stages — OIS 6). SEBR: populagdo Sudeste do Brasil; SAO: populagéo sul do Atlantico Sudoeste.
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5. Discussdo

Estudos genético-populacionais sdo indispensaveis para o desenvolvimento de efetivos
planos de manejo e conservacao, sobretudo para espécies ameacadas de extin¢do, como é o
caso do cagdo-anjo Squatina guggenheim (Marini, 1936) que possui status “Endangered” pela
IUCN (Oddone et al., 2019). Neste trabalho, a utilizacdo de uma combinacdo de marcadores
mitocondriais evidenciou a presenca de diferentes niveis de diversidade genética, com baixos
indices para as regides amostrais do Sudeste do Brasil. Foi possivel identificar a presenca de
alta estruturacdo populacional e auséncia de haplotipos compartilhados entre as regiGes do
Sudeste do Brasil (LNSP, BSSP e LSSP) e Uruguai-Argentina (UYAG) para as matrizes
moleculares concatenadas: Regido Controle do DNAmt - Citocromo ¢ oxidase subunidade I
(RC-COI) e Regido Controle do DNAmt - Citocromo B - Citocromo ¢ oxidase subunidade 1
(RC-CytB-COQl), caracterizando duas populacdes bem definidas e sugerindo restrita migracao
matrilinear entre as duas regifes. Além disso, inferéncias filogenéticas e demograficas
revelaram a presenca de duas linhagens mitocondriais geograficamente sobrepostas e a

presenca de expansao demogréafica populacional durante o Pleistoceno.

5.1 Diversidade genética e estruturacéo populacional

As estatisticas obtidas referente aos indices de diversidade genética em todos os
marcadores mitocondriais analisados demonstram padrdes condizentes as suas respectivas
taxas de evolucdo, dos quais a RC do DNAmt apresentou os indices mais altos de diversidade
genética e as matrizes concatenadas apresentaram resultados semelhantes ao obtido somente
pela RC. O padrdo de diversidade genetica do DNAmt (RC-CytB-COIl) observado em S.
guggenheim consiste em alta diversidade haplotipica (h > 0.5) e baixa diversidade nucleotidica
(1 <0.005), de acordo com as categorias de diversidade genética em peixes marinhos propostas
por Grant & Bowen (1998), sendo essa categoria a mais frequente. Nos elasmobranquios, esse

padréo de diversidade genética também vem sendo observado na maioria dos estudos genéticos
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(Domingues et al., 2018). Ja o marcador nuclear its-2, apresentou indices extremamente baixos
de diversidade genética, caracterizando-o como um marcador molecular homogéneo a nivel
intraespecifico (Presa et al., 2002; Calderon, Garrabou & Aurelle, 2005).

Em geral, a RC utilizada em grande parte dos estudos de genética populacional,
apresentou niveis similares de diversidade genética em estudos com elasmobranquios de
habitos semelhantes a S. guggenheim, como Rhinobatos productus (h = 0.77; = = 0.0119 -
Sandoval-Castillo et al., 2004), Mustelus henlei (h = 0.77; = = 0.004 - Chabot et al., 2015) e
Mustelus mustelus (h=0.867; == 0.0044 - Hull et al., 2019). No entanto, a espécie congenérica
Squatina californica, apresentou maiores indices de diversidade genética (h =0.977; = =0.013
- Ramirez-Amaro et al., 2017), sendo este o Unico estudo existente para espécies do género
Squatina utilizando a RC. De forma mais especifica, o menor indice de diversidade haplotipica
foi encontrado no marcador mitocondrial CytB, porém, ainda foi consideravelmente maior do
que o encontrado para a espécie Mustelus schmitti (h = 0.226, Pereyra et al., 2010), que dispde
de caracteristicas comportamentais semelhante a S. guggenheim e também é uma espécie
endémica do Atlantico Sudoeste.

Em comparacéo ao estudo prévio efetuado por Garcia et al. (2014) para S. guggenheim,
os indices de diversidade genética dos marcadores moleculares CytB e its-2 apresentaram
niveis de diversidade haplotipica similares ao deste estudo (hcyts = 0.382; hits-2 = 0.263, Garcia
et al., 2014), porém, apresentaram consideravel divergéncia nos dados de diversidade
nucleotidica (wcyte = 0.011; mits-2 = 0.007 - Garcia et al., 2014), que pode ser justificada pela
representatividade amostral restrita a regido do Rio de La Plata, impossibilitando a comparacao
direta com o presente estudo. No entanto, observando apenas a regido amostral UYAG (regido
que sobrepde a abordada pelo estudo de Garcia et al., 2014), é possivel identificar um padrédo

de diversidade genética semelhante para ambos os marcadores moleculares.
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Em geral, espécies de tubardes costeiros e com restrita distribuicdo geogréafica tendem
possuir menores valores de diversidade genética (Karl et al. 2011; Domingues et al., 2018).
Nesse sentido, € importante destacar a auséncia de informacdes sobre diversidade genética de
espécies de elasmobranquios endémicas do Atlantico Sudoeste, o que dificulta a discussédo
comparativa do presente estudo. Além disso, algumas dessas espécies estdo atualmente
presentes na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN, como Pseusdobatos horkelii,
Mustelus fasciatus, Rioraja agassizi,e as espécies congenéricas S. occulta e S. argentina,
caracterizando a vulnerabilidade dos elasmobranquios endémicos do Atlantico Sudoeste
(IUCN, 2019).

A nivel intraespecifico, foi possivel observar diferentes padrdes de diversidade genética
entre as regibes amostrais, evidenciando a estruturacdo populacional existente em S.
guggenheim. Com relacdo a essa divergéncia observada, todos os marcadores moleculares
analisados (individuais e concatenados) demonstraram indices baixos de diversidade genética
para as localidades amostrais do sudeste do Brasil (Baixada Santista — BSSP e Litoral Sul de
Sdo Paulo - LSSP), as quais enquadram-se na primeira categoria de diversidade genética (h <
0.5 e © < 0.005), proposta por Grant & Bowen (1998), que sugere ser uma assinatura geneética
de populacGes afetadas pela deriva genética seguido por processo recente de expansdo
populacional. Este padrdo proposto pode ter sido reflexo das mudangas ambientais ocorridas
durante o Pleistoceno, que afetaram principalmente as espécies costeiras do Atlantico Sudoeste
(Ludt & Rocha, 2015). Em contrapartida, as regides SOBR e UYAG apresentaram altos indices
de diversidade genética que refletem alguns fatores ecoldgicos, tais como alta produtividade
advinda da Convergéncia Subtropical e também por ser considerada regido de bercério para a
espécie S. guggenheim (Vaogler et al., 2008; Vooren & Klippel, 2005). De forma semelhante, o
mesmo padrdo de diversidade genética foi observado para o tubardo costeiro Rhizopronodon

lalandii no Atlantico Sudoeste (Mendonga et al., 2013).
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Segundo Chiaramonte & Vooren (2007), a faixa de distribuicdo geogréafica da espécie
costeira S. guggenheim é extensa e, provavelmente, é composta por populacdes locais menores.
O presente estudo evidencia essa informacdo, na qual a presenca de estruturacdo genética
populacional inferida pela AMOVA é alta e significativa para todos os marcadores
mitocondriais utilizados (Tabela 3). No entanto, para 0 marcador nuclear its-2 nao foi possivel
observar a presenca de estruturacdo populacional, confirmando a baixa resolucdo desse
marcador para estudos intraespecificos (Presa et al.,2002; Calderon et al., 2006) ou sugere uma
possivel conectividade entre as populacfes baseada em individuos machos, como ja reportado
em espécies de tubardes (Daly-Engel et al., 2012; Portnoy et al., 2015) para tanto, deve ser
investigada por meio de marcadores nucleares mais especificos.

Dessa forma, os resultados obtidos por meio dos marcadores mitoccomondriais
caracterizam auséncia de panmixia na populacédo de S. guggenheim e a ocorréncia de, a0 menos,
duas populacdes no Atlantico Sudoeste: Sudeste do Brasil (SEBR) e Sul do Atlantico Sudoeste
(SASO). Adicionalmente, a analise de estruturacdo genética espacial sugeriu a existéncia de
dois grandes clusters, considerados grupos geneticamente diferentes, condizentes com as duas
populacdes caracterizadas pela AMOVA. Entretanto, a partir da comparacédo do indice dst por
pares, é possivel observar a existéncia de estruturacao, inclusive, em fina escala, havendo para
cada regido amostral potencial para enquadrar-se como pequenas populagdes locais. Esse
padrdo de heterogeneidade genética também foi observado na espécie congenérica Squatina
californica na costa do Pacifico (Ramirez-Amaro et al., 2017) e pode estar atribuido a
caracteristicas biologicas do cagdo-anjo, como limitado potencial de natac&o, preferéncia por
habitats costeiros e auséncia de desenvolvimento larval (Colonello, Lucifora & Massa, 2007).

Além disso, para S. guggenheim, a estruturacdo populacional também pode estar
relacionada a complexidade oceanografica do Atlantico Sudoeste. Conforme observado por

meio do algoritmo de Monmonier, a barreira (interrup¢do ao fluxo génico) mais forte ocorre
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entre as duas grandes populacdes SEBR e SASO (Figura 5), sugerindo a temperatura da agua
como a principal variavel que modula a estruturacdo populacional de S. guggenheim, assim
como ja descrito por Vogler et al. (2008). A circulacdo oceanografica presente na plataforma
continental do Atlantico Sudoeste fornece gradientes térmicos particulares devido a presenca
da Convergéncia Subtropical e apresenta acentuadas diferenciacdes de temperatura ao longo
da costa (Olson et al., 1988; Acha et al., 2004).

Sendo assim, é possivel sugerir que a combinacdo de fatores fisico-quimicos e
ecologicos na paisagem oceanografica do Atlantico Sudoeste modula o processo de
alimentacdo, comportamentos reprodutivos e, consequentemente, afetam a dispersdo de
individuos, caracterizando uma populacdo heterogénea em S. guggenheim. Da mesma forma,
outros estudos com peixes marinhos também constataram divergéncia genética entre o0s
estoques sudeste e sul da costa brasileira (Haimovici & Miranda, 2005; Vaz-dos-Santos et al.,
2009; Vasconcellos et al., 2015). Apesar de Garcia et al., (2014) terem identificado a presenca
de um grupo isolado referente a regido amostral mais distante da costa (outer shelf), o estudo
ndo identificou a presenca de estruturacdo populacional latitudinal em S. guggenheim devido a
restricdo geografica amostral, concentrada apenas na regido do Rio de La Plata.

Apesar da alta estruturacdo populacional encontrada em S. guggenheim no presente
trabalho, a rede de haplétipos obtida para cada marcador molecular demonstra a existéncia de
compartilhamento restrito de hapldtipos entre as duas populacdes caracterizadas (SEBR e
SASO). O marcador CytB, apresentando o maior indice de estruturacdo populacional,
exemplifica claramente o comportamento conectivo das populagdes, no qual a rede de
hapldtipos apresenta um agrupamento estrutural, porém, dispde de haplétipos (Hap_1 e Hap_2)
centrais, provavelmente mais ancestrais e que estdo presente em todas as regides amostradas

(Figura 7). A evidéncia de conectividade pode ser oriunda de conexdes que ainda permanecem
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presentes ou indicam que, apesar de estruturadas, as populagdes apresentam certo grau de fluxo

génico.

5.2 Filogeografia e demografia historica

A historia evolutiva dos haplétipos obtida pelos marcadores concatenados RC-COI
revelaram a existéncia de duas linhagens matrilineares simpatricas de S. guggenheim no
Atlantico Sudoeste, que divergiram ha 1,266 Mia, durante o Pleistoceno Inferior (1,4 — 0,4
Mia), compostas por individuos representantes de todas as regides geograficas atuais
amostradas. O Pleistoceno (2,58 — 0,01 Mia) consiste na época geoldgica na qual a genealogia
da maioria das espécies coalesce e, consequentemente, possui um histérico climéatico conhecido
com certa precisdo pelas analises de gelo glacial antigo e sedimentos oceanicos (Lisiecki &
Raymo, 2007). Esse periodo geoldgico apresentou frequentes oscilacdes climaticas, alternando
intervalos glaciais e interglaciais que geraram grandes transformacdes na estrutura e dindmica
de circulacdo oceanica (Suguio, 2003).

Nesse periodo, o oceano Atlantico Sudoeste foi marcado por intensos eventos de
regressao e transgressao marinha, ligados a formacédo de calotas glaciais que ocasionaram o
rebaixamento do nivel do mar em cerca de 125 m abaixo do atual durante das fases glaciais,
expondo até 92% da plataforma continental habitavel atualmente (Suguio, 2001; Ludt &
Rocha, 2015). Além disso, condi¢cBes meteoroldgicas particulares da América do Sul no
Pleistoceno proporcionaram alteragdes climaticas e oceanogréficas consideraveis entre 0s
periodos glaciais e interglaciais. Durante as fases glaciais, a corrente marinha subtropical do
Brasil era deslocada para o norte e substituida pela corrente fria das Malvinas, resultando na
queda de temperatura da agua para cerca de 10°C nas latitudes entre 29°S e 26°S durante 0s
periodos glaciais (Damuth & Fairbridge, 1970; Suguio, 2003). Em consequéncia, o Pleistoceno

apresenta fortes indicios de fragmentacao em populagdes de espécies costeiras, fundamentando
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processos de dispersao populacional em busca de condi¢fes mais favoraveis (Ludt & Rocha,
2015). Diante disso, o surgimento de duas linhagens simpatricas do tubardo costeiro S.
guggenheim durante esse periodo pode estar associado a divergéncia em busca de habitat da
populacdo panmitica historica, ocasionando o isolamento de duas populagdes, e
posteriormente, a volta da conectividade entre elas, interrompendo o0 processo de especiagao.
No entanto, a rede de haplétipos das linhagens (Figura 8) demonstra que as mudancas
ambientais ocorridas durante as fases glaciais nao isolaram por completo as duas populacdes
(L1 e L2), existindo um compartilhamento de haplétipos entre duas linhagens (Hap 5 e
Hap_18).

Por outro lado, ao longo da topologia historica de S. guggenheim, é possivel observar
eventos de divergéncia entre clados que ainda estdo associados aos efeitos dos ciclos glaciais
do Pleistoceno. Clados um pouco mais recentes em ambas as linhagens (clados roxo, azul e
verde — Figura 8b), que datam de 1,099 — 0,963 Mia, podem indicar processos de diferenciacdo
vicariante ap0s o contato secundario das linhagens L1 e L2, pois os grupos formados entre 0s
hapldtipos (clados) condizem com as populaces SEBR e SASO, que refletem da influéncia
das barreiras biogeogréaficas presentes no Atlantico Sudoeste, como a temperatura e salinidade.

As andlises demograficas efetuadas indicam a ocorréncia de eventos passados de
expanséo populacional para ambas as populacdes (SEBR e SASO) de S. guggenheim. O teste
de neutralidade Fs apresentou resultados negativos, evidenciando a hipo6tese de expansdo
populacional, porém, ndao apresentou significancia estatistica para todas as regides amostrais
(Tabela 6). O segundo teste de neutralidade efetuado, R2, demonstrou valores positivos,
reforcando a presenca de expansdo populacional, além de ter apresentado resultados mais
aprimorados devido a sua maior aplicabilidade para amostragens menores (Ramos-Onsins &

Rozas, 2002).
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Para andlise demografica BSP, ambas as populacbes (SEBR e SASO) apresentam
eventos de expansdo populacional durante o Pleistoceno, condizente com as evidéncias
apresentadas pelos testes de neutralidade. Os testes BSPs para a populacdo SEBR demonstram
a ocorréncia de um processo de expansdo demografica iniciado ha, aproximadamente, 50 Ma,
durante o Ultimo Méximo Glacial (UMG) no Pleistoceno Superior (126 — 11,7 Ma), depois de
um grande periodo de estabilidade demogréafica (Figura 9). A populacdo SASO também
apresentou expansdo populacional, iniciado ha 700 Ma, persistindo em processo de expansdo
durante quase todo o periodo do Pleistoceno Médio (781 — 126 Ma) (Figura 9).

Embora as populacbes tenham exibido histérias demogréaficas diferentes, ambas
refletem processos de expansdo demografica durante o Pleistoceno. Essa época geologica foi
marcada por periodos glaciais e interglaciais com grandes impactos ao ecossistema,
principalmente no ambiente costeiro (Ludt & Rocha,2015). Como previamente discutido,
oscilacdes no nivel do mar, temperatura e mudancas de correntes oceanicas foram intensamente
presentes nesse periodo na América do Sul (Damuth & Fairbridge, 1970; Rabassa et al., 2005;
Ludt & Rocha, 2015), e afetaram a histéria demogréafica de muitos peixes marinhos nessa
regido (Machado et al., 2017 ; Iriarte et al., 2011; Santos et al., 2006).

A divergéncia entre as histdrias demograficas das populacbes de S. guggenheim pode
estar relacionada aos diferentes impactos climaticos ocorridos em cada regido durante os
periodos glaciais. De forma mais especifica, considerando os periodos de glaciagdo dos ultimos
500 Ma, a Ameérica do Sul foi marcada por uma extensa glaciagdo ocorrida entre,
aproximadamente, 180 — 140 Ma (Oxygen Isotopic Stages — OIS 6), denominado Periodo da
Penudltima Glaciacdo (PPG), tal qual foi marcado por grandes mudangas na dindmica das
correntes marinhas (Singer et al., 2004; Rabassa et al., 2005). O deslocamento mais ao norte
da corrente marinha fria das Malvinas, ocorrido mais intensamente durante esse periodo,

transferiu a regido de ocorréncia da Convergéncia Subtropical de 38°S para 20°C, refletindo
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em alteracGes de temperatura e salinidade no ambiente marinho nas regides sul do Brasil,
Uruguai e Argentina (Iriarte et al., 2011; Santos et al., 2006). Essa mudanca na circulacdo das
correntes marinhas do Atlantico Sul pode ter influenciado diretamente um evento de disperséo
da populacdo SASO de S. guggenheim para o norte, devido a temperatura ser a principal
variavel ambiental que influencia a distribuicdo dessa espécie (Vogler et al. 2008).
Consequentemente, essas alteracdes ambientais podem estar diretamente relacionadas com a
estabilidade demografica da populagdo SASO e expansdo demogréafica da populacdo SEBR,
observadas ap06s o PPG (Figura 10).

Apesar do grande embasamento histérico e levantamento hipéteses para a historia
demogréfica de S. guggenheim, é importante ressaltar a existéncia de fragilidades nos métodos
de analises demograficas. Ho & Shapiro (2011) apresentam diversos cofatores que podem
influenciar os resultados das simulacdes da analise BSP, de forma que o cenario demografico
mais proximo da realidade somente se aplica aos dados estritamente ajustados, como por
exemplo o tamanho da amostragem dos individuos e a calibracédo do relégio molecular podem
afetar muito as reconstrucdes demograficas historicas (Grant, 2015). Desta forma, em virtude
de a historia demogréfica ser a principal informacdo para planos de conservagdo, uma vez que
oscilagdes historicas nos tamanhos populacionais e nos seus tamanhos efetivos (Ne) delineiam
a trajetoria de persisténcia ou ndo das espécies ao longo do tempo, é imprescindivel que esses
dados sejam interpretados com cautela para efetiva utilizagdo em programas de gestéo e

conservacédo pesqueira (Frankham et al., 2008)

5.3 Dados genéticos e a contribui¢ao para a conservagao

Compreender as mudancas genéticas e as respostas evolutivas das populagdes
exploradas € crucial para a implantacdo de efetivos planos de manejo e conservacao (Allendorf

et al., 2013). Tendo em vista os diversos aspectos genético-populacionais historicos de S.
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guggenheim apresentados nesse estudo, é valido destacar algumas particularidades observadas
ao nivel de conservacéo.

Segundo os indices de diversidade genética previamente apresentados (Tabela 2), a
populacdo SEBR apresenta menor diversidade genética em comparacdo com a populacdo
SASO, demonstrando a fragilidade da populacdo da populacéo presente no Sudeste do Brasil
frente a grandes declinios populacionais. A costa do estado de Sdo Paulo € a Unica regido de
ocorréncia de S. guggenheim com auséncia de relatdrios anuais sobre desembarques de cagdes-
anjo e, inclusive, corresponde a grande parte do numero amostral do presente estudo,
dificultando a obtencdo de dados exclusivos sobre o status populacional (ICMBio, 2018;
Oddone et al., 2019). Nesse sentido, é imperativo destacar a vulnerabilidade da populacao
SEBR e a necessidade da realizacdo de planos de conservacdo que considerem essas
particularidades.

Por outro lado, a alta diversidade genética presente na populacdo SASO e a presenca
de muitos haplétipos exclusivos (Figuras 5 e 7) sugere uma baixa conectividade e potencial
evolutivo independente dessa populacdo. Considerando os dados pesqueiros, a regido do sul do
Brasil apresentou altos indices de sobrepesca, principalmente na década de 1990, apds a
implantacdo de uma pesca direcionada aos cacdes-anjo, por meio de redes de emalhe de fundo
(Klippel et al., 2005). Com isso, apesar da alta diversidade genética observada nessa populacéo,
h& extrema necessidade de aplicagdo de medidas de conservacdo exclusivas, de modo a
conservar seu potencial adaptativo (Mendonca et al., 2013).

No entanto, apesar de algumas acOes de conservacdo estarem sendo efetuadas
atualmente, como reportado por Oddone et al. (2019), ainda ha indicios recentes de
desembarque de S. guggenheim, principalmente advindos da pesca incidental (Almeron-Souza

et al., 2018; Bunholi et al., 2018).
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6. Conclusao

O presente estudo apresentou informacbes relevantes sobre a dindmica genética
populacional da espécie ameacada S. guggenheim no Atlantico Sudoeste, contribuindo para a
geracdo de dados relevantes e na elaboracdo de medidas de conservacdo que considerem as
particularidades de cada regido.

A presenca de ao menos duas populagfes estruturadas entre as regiées do Sudeste do
Brasil (SEBR) e Sul do Atlantico Sudoeste (SASO) condizem com 0s aspectos bioldgicos e
ecologicos de S. guggenheim, sendo o limitado fluxo génico caracterizado pela baixa
capacidade de dispersdo e diferencas fisico-quimicas da regido, tornando-as geneticamente
distintas e demograficamente independentes, que devem ser consideradas em planos de
conservacdo ao longo de sua distribuicdo geografica. Além disso, a identificacdo de uma
possivel divergéncia genética em fina escala indica a necessidade de planos de conservacao
ainda mais especificos em algumas regides, de forma a considerar a situacdo de populacdes,
como é o caso da regido denominada LSSP, que apresenta baixos indices de diversidade
genética e é regido alvo de grandes préaticas pesqueiras. Adicionalmente, as analises
filogeogréaficas e demogréaficas indicam resiliéncia da espécie frente a oscilagdes ambientais
ocorridas durante o Pleistoceno. No entanto, apesar da espécie ndo ter apresentado eventos
histdricos de declinio populacional tdo acentuados, é importante destacar sua vulnerabilidade
frente aos impactos ambientais antrépicos, devido a suas caracteristicas bioldgicas.

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho podem auxiliar na elaboracgdo de planos
de manejo e conservacdo efetivos para essa espécie ameagada, contribuindo aos dados
bioldgicos e ecoldgicos. Nesse sentido, analises genético-populacionais permitiram o acesso a
informagdes refinadas sobre a dindmica populacional da espécie, fornecendo dados esséncias
para a criacdo de medidas de conservagdo mais efetivas, que considerem sua heterogeneidade

populacional.
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Apesar do presente estudo identificar duas grandes populacGes (SEBR e SASO), é
notdrio a presenca de divergéncia genética entre as regides geograficas amostradas. Com isso,
considerando a heterogeneidade genética observada e os diferentes padrdes demograficos,
sugere-se que os planos de conservacgdo sejam aplicados em fina-escala. Além disso, as regioes
de ocorréncia da especie S. guggenheim apresentam diferentes padrdes de exploragédo
pesqueira, principalmente entre diferentes paises, por isso a necessidade de considerar as
diferentes regiGes nos planos de conservacdo. De forma mais especifica, projetos de
conservacao para essa espécie devem considerar a implementacdo de politicas publicas que
integrem a Unido e a sociedade, priorizando combater regionalmente a presenca da pesca ilegal,

ndo declarada e ndo regulamentada, principal causa do declinio populacional da espécie.
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