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Resumo

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

necessidade de estudos para 0 manejo adequado e sua conservagéo.



Abstract

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

for studies for proper management and conservation.



Sumario

L INTRODUGAD ...ttt et 1
1.1 Informag0es gerais sobre 0S EIaSMODIANGUIOS ........c.viiiiiiiiiiiieii e 1
1.2 Familia Squalidae, GENEIO SQUAIUS ..........cuiiuiiieiiiie ittt ettt be e 1
1.3 SQUAIUS @IDTCAUTUS.. ...ttt b ettt e b e et e bt et e bt e b e nn e e e e s s 3
1.4 Genética MOIECUIAr NA CONSEIVAGAD ........eivveviiiieitiaiie ittt ettt ettt b ettt b et b et se et e e e st e e e e bt et e sbeennas 4
1.5 Marcador molecular SNPs (Polimorfismo de NUCleotido UNiCO)..........ccvcervevveceeiereeceeieseeeee e 4

A O SN | I YO 1 S O UPPPRPOTPRR 5

3 MATERIAL E METODOS ......ootiiiiiiiiieiseieseesse et ssess et esse s sse et s st s s b st s st s e senees 6
ODTENGED TAS AMOSIIAS ...tttk ettt ekttt b btttk h e ekt e bt e et e bt e bt e st ek e e bt et et e e sn e et e e s 6
B IMIETODOS ..ottt s e85 8 £t 7
4.1 ODBENGAD U8 DINA L.ttt b ettt b e bt a bt ekt e e R bt oAbt e bt e e bt e bt e e hb e e bt e bt e etb e et e e nbe e e en 7
4.2 Elaboragdo das DIDIOLECA U8 SNPS ........oiiiiiieiii ittt ettt e e 7
4.3 ANALISES (OS SNPS......eiiitiiiie ettt ettt ettt et et e et e e s te e et e e et e e abeeeae e e beeebe e e be e aeeeaeeeteeetaeeaeeeraenneeenraen 9
O B Ao (Y T = To N o T < o PSSP PR URRTRUP 10
4.5 EStrutura POPUIACIONEL ..........coiiiiiiiiii ettt 10
4.6 Tamanho efetivo populacional e nimero efetivo de MIGrantes ..........cccoviveeiii e 11

5 RESULTADOS ...ttt ettt etttk btk et o2ttt ook bt o4 b bt e 42k e o4 H bt e e kbt e oAb et e eh ke e e ehb e e e be e e e nbe e e anbeeentbeeenneas 11
ST T | S T PSP SUPP PR 11
IV B AV 6] o P 1o (o 1= 1= o PSSR 12
5.3 EStruturagao POPUIACIONAL...........cuviiiiiiiiie ettt et e e be e e st e e e ste e e e teaeenreeennees 13
5.4 Numero efetivo populacional € NUMEro de MIGIanES .........ccuveiiveieiiie i e 14

B DISCUSSEO ...tttk b kbbb bR bR bR R R R R e R bbb 15
Diversidade genética & CONBCLIVIAAUE ..........ueeiviiiiiii et e et e e st e e s rbr e e srbeeenraeeans 16

7 REFERENCIAS.......cooititieeteteeeeee et ete ettt ettt n s e st s st et et e et s e et en s e et s e et et s s st et s nensasans 19

APENDICE L ..ottt 28

APENDICE 2 ..ottt 29

APENDICE 3 ..ottt 30

APENDICE 4 ..ottt 31

APENDICE 5 ...ttt ettt ettt e s e et et et e ettt ettt ettt ettt ettt ettt 33

Producéo bibliografica e cientifca, desenvolvida durante 0 MeStrado ............cceoveiieiiirerieiie e 34



1 INTRODUCAO
1.1 Informac0es gerais sobre os Elasmobranquios

Os tubarfes, raias e quimeras, mais conhecidos como peixes cartilaginosos
pertencem a classe Chondrichthyes (Compagno et al. 1990), apresentando algumas
divisdes como a infraclasse Elasmobranchii, que compreende os tubardes e as raias, com
mais de 1160 espécies descritas e a subclasse Holocephali que engloba as quimeras
(Nelson et al., 2016; Weigmann, 2016).

Muitas das espécies da infraclasse Elasmobranchii, apresentam um complexo
historico de vida, que se caracteriza por baixas taxas de crescimento populacional e
sobrevivéncia, tornando-as mais sensiveis a mortalidade elevada determinada pela
sobrepesca e por efeitos antropicos no ambiente (Dulvy et al., 2014). Dentre tais
caracteristicas destacam-se o crescimento lento, maturidade sexual tardia, expectativa de
vida relativamente longa, baixa fecundidade e restrita frequéncia reprodutiva, além dos
componentes deste grupo exibirem longos periodos de gestacdo e alguns dos mais altos
niveis de investimento materno entre os vertebrados (Cortés, 2000), essas caracteristicas
podem variar para cada espécie, além disso, no oceano o risco de extin¢do tem aumentado
com o crescimento das populacbes humanas e a intensificacdo da pesca associada a

industria e o rapido desenvolvimento das costas marinhas (Dulvy et al., 2021)

A reducdo populacional dos elasmobranquios podem causar indmeras
consequéncias negativas ecologicas, como nas cascatas troficas, que podem ter o efeito de
cima para baixo (Myers et al., 2007; Ferretti et al., 2010; Dulvy et al., 2021; Pacoureau et
al., 2021). Portanto, esses animais sdo essenciais para a regulacao de todo o ecossistema,
por serem predadores de topo de cadeia, auxiliam no equilibrio em diversos niveis
troficos, auxiliando na manutencdo da diversidade no ambiente marinho (Camhi et al.,
1998; Grubbs et al., 2016). A regulacdo nos niveis tréficos mais baixos da cadeia alimentar
pode esta diretamente relacionada ndo apenas a uma espécie especifica mas a diversas

espécies.

1.2 Familia Squalidae, género Squalus

Entre os tubardes, a familia Squalidae Blainville, 1816 € composta por dois

géneros, Squalus Linnaeus, 1758 (género-tipo) e Cirrhigaleus Tanaka, 1912 (Bigelow &



Schroeder, 1957). Atualmente existem cerca de 64 espécies nominais disponiveis nesta
familia, cujas descri¢bes originais em sua maioria sdo pouco informativas, existindo
varios casos de identificacdo equivocada. Além disso, a perda do hol6tipo ou outros tipos
primarios de identificacdo das espécies nominais constituem empecilhos secundarios
para o estabelecimento das relagdes entre 0s componentes desta familia, contribuindo

ainda hoje para a utilizagao de sindnimos (Viana et al., 2016; Fricke et al., 2021 ).

O género Squalus é um dos grupos taxonomicamente mais problematicos entre as
espécies de tubardes, sendo que a complexidade taxonémica foi altamente potencializada
pela alta sobreposicdo de caracteres morfologicos entre as espécies, ja que a identificacdo
das mesmas se da muitas vezes por meio de caracteres limitados e insuficientemente
consistentes, como contagem de vértebras e certas medidas corporais (Verissimo et al.,
2017; Pfleger et al., 2018). Sao reconhecidas atualmente 35 espécies validas neste género,
popularmente conhecidas como cagdes-bagre e, entre estas, podem ser citadas Squalus
acanthias Linnaeus, 1758 (espécie-tipo); S. blainvillei (Risso, 1826); S. suckleyi (Girard,
1854); S. megalops (Macleay, 1881); S. mitsukurii Jordan & Snyder (1903); S. japonicus
Ishikawa, 1908; S. brevirostris Tanaka, 1912; S. griffini Phillipps, 1931; S. montalbani
Whitley, 1931; S. cubensis Howell-Rivero, 1936; S. melanurus Fourmanoir & Rivaton,
1979; S. rancureli Fourmanoir & Rivaton, 1979; S. clarkae (Pfleger et al., 2018) e mais
13 espécies recentemente descritas nos oceanos Indico e Pacifico (Baranes, 2003; Last et
al., 2007; White, Iglésias, 2011). De maneira geral, as espécies de Squalus estdo
distribuidas nos oceanos Atlantico, Pacifico e indico, sendo considerados tubardes de

pequeno porte que podem atingir tamanho de até 1,5 m (Compagno et al., 2005).

Figura 1 - Exemplar da espécie Squalus albicaudus de ocorréncia no oceano Atlantico.
Foto: Sarah Théazia Vianna de Figueiredo.



As espécies de Squalus estdo divididas em trés complexos ou “grupos de espécies”,
de acordo com a similaridade morfoldgica, como o grupo S. acanthias, grupo S. megalops
e grupo S. mitsukurii, podendo ou ndo representar grupos monofiléticos (Bigelow &
Schroeder, 1957). Estudos taxondmicos regionais ou globais sobre o género ainda seguem
esta divisdo em complexos ou “grupos de espécies”, refletindo claramente a dificuldade
em se atribuir caracteres morfoldgicos eficientes para a identificacdo correta das espécies
do grupo (Compagno et al., 2005; Ebert et al., 2010).

Segundo Pfleger et al. (2018), muitas espécies descritas morfologicamente que
ocorrem nas regides costeiras do Brasil podem ser as mesmas j& descritas por outros
pesquisadores, como S. cubensis (Howell-Rivero, 1936), S. megalops (Howell-Rivero,
1936) e agora reatribuido como S. albicaudus (Viana et al., 2016). Além disso, este status
taxondmico incerto dos taxons de Squalus tem dificultado a coleta de informagfes em
nivel de populacdo e espécie, até mesmo impedindo uma correta avaliacdo dos estoques
para a conservacdo destas espécies (Verissimo et al., 2017). Tais informacGes muito
provavelmente refletem o atual status dos componentes deste grupo na lista vermelha de
espécies ameacadas da IUCN (International Union for Conservation of Nature), onde

grande parte das espécies esta listada como “dados deficientes”.
1.3 Squalus albicaudus

Squalus albicaudus Viana, Carvalho & Gomes, 2016 foi recentemente descrito por
Viana et al. (2016) em uma reviséo realizada no género Squalus. Esta espécie apresenta
distribuicdo delimitada entre as regies da costa da Bahia até Sdo Paulo, essa espécie de
tubardo é dermersal que pode atingir profundidades entre 195 e 421m (Pollom et al., 2020).
A espécie S. albicaudus tem como principal caracteristica de identificacdo a coloracéo
branca em sua barbatana caudal, sendo conhecido popularmente como cacdo—bagre da
cauda branca ou whitetail dogfish (Viana et al., 2016). Contudo, mesmo apresentando uma
caracteristica marcante em relacdo a sua coloracdo a identificacdo morfologica dessa
espécie ainda é dificultada, visto que a coloracdo apresentada as vezes nao € visivel. Assim,
a possibilidade de identificacdo incorreta e a falta de informacdes precisas sobre a espécie
e populagdes, sdo fatores que determinam seu atual status na IUCN listada como “dados
deficientes” (Pollom et al., 2020).

Diante do exposto, é de grande relevancia a realizacdo de estudos que ampliem o
entendimento sobre esta espécie, contribuindo assim para a sua conservagdo, uma vez que

ha pouco estudos sobre essa espécie e nenhum sobre sua diversidade genética.


https://www.iucn.org/

1.4 Genética molecular na conservacao

Os estudos geneticos reforcam a importancia da aplicabilidade de ferramentas
moleculares, na identificacdo de espécies (Hajibabaei et al., 2007) , fluxo génico e
populacional (Green et al., 2019; Andrade et al., 2021), para auxiliar na gestdo e
conservacgédo dos elasmobranquios (Dudgeon et al., 2012; Domingues et al., 2018; Johri et
al., 2019).

Portanto, o investimento no conhecimento sobre processos adequados de identificagdo
e da estrutura populacional de tubardes e raias constitui a base para agdes de conservacgao,
bem como para determinar os métodos mais eficientes a serem aplicados neste processo
(Domingues et al. 2018; Dimens et al., 2019; Hohenlohe et al., 2020; Bernard et al., 2021).

A abordagem gen6mica para resolver problemas de conservacao ja havia sido revisada
por diversos autores como Primmer (2009) e Allendorf et al. (2010); contudo, s a partir
dos trabalhos como o de Funk et al. (2012) é que foram propostas bases metodoldgicas
concretas para o uso de dados gendmicos objetivando a obtengéo de resultados mais exatos
na determinacdo de Unidades de Conservacdo (UCs). Atualmente, estudos sugerem a
utilizacdo da abordagem genémica como uma ferramenta que integra simultaneamente
informacBes histdricas e recentes, oferecendo acesso as bases genéticas da variacao
adaptativa dos organismos e conservacdo das espécies ( Benestan et al., 2016; Fuentes-
Pardo et al., 2017; Rossetto et al., 2021)

Essa mudanca s6 foi possivel atrdves dos avancos das tecnologias NGS (Next-
Generation Sequencing), em que permitiu aos pesquisadores uma mudanca da pesquisa
genética para gendmica, sendo uma ferramenta mais resolutiva do que o uso de marcadores
genéticos tradicionais, deste modo trazendo mais informacfes que antes ndo eram
possiveis (Allendorf et al., 2010; Kumar et al., 2016; Kraft et al., 2020; Mamoozadeh et
al., 2020).

1.5 Marcador molecular SNPs (Polimorfismo de Nucleotideo Unico)

Abordagens gendmicas recentes, que utilizam sequenciamento de fragmentos de
DNA associados a sitios de restricdo (RADseq) e abordagens derivadas como o
ddRADseq, no qual se utiliza duas enzimas de restricdo (Baird et al., 2008, Peterson et
al., 2012; Andrews et al., 2016), permitiram a identificacdo de milhares de marcadores
neutros e ndo neutros amplamente distribuidos no genoma, ou seja, 0s marcadores do tipo

SNPs, em organismos ndo-modelo, permitindo assim o aumento da robustez para os


https://www.qiagen.com/us/applications/next-generation-sequencing
https://www.qiagen.com/us/applications/next-generation-sequencing

parametros genéticos populacionais, identificagdo de processos adaptativos, diretamente
relacionados com respostas a processos de mudangas ambientais (Allendorf et al., 2010;
Kelley et al., 2016).

Esse marcador genético vem se mostrando resolutivo, tornando uma ferramenta
genética eficiente e vidvel para a investigacdo dos efeitos das variacGes do genoma e seu
papel nos programas de conservacdo das espécies (Morin et al., 2009; Allendorf et al.,
2010; Crawford & Oleksiak, 2016; Hohenlohe et al., 2021). Tais caracteristicas
identificam este tipo de marcador como sendo ideal para estudos de conservagédo (Funk et
al., 2012) e de genética populacional (Zhang et al., 2015; Cruz et al., 2016, Di Battista et
al., 2017; Colloca et al., 2020; Cruz et al., 2021).

Apesar dos avangos na gendmica, os elasmobranquios constituem um grupo pouco
estudado com relacdo aos aspectos genéticos ( Domingues et al, 2018 ; Ovenden et al.,
2018; Pearce et al., 2021). Os estudos que foram mais realizados com elasmobranquios
tiveram como alvo as espécies de maior importancia econémica, como por exemplo os
tubardes da familia Carcharhinidae, sendo os mais representados na literatura (Pazmifio et
al., 2018; Johri et al., 2019; Bernard et al., 2021). Portanto, quando comparado aos
estudos com outras espécies de tubardes, o grupo representado pela familia Squalidae tem
recebido menos atencéo.

Portanto, estudos genéticos tem um grande potencial para aumentar a nossa
compreensdo sobre a amplitude da biodiversidade, sobre 0 comportamento e conservagao
das espécies e populacbes ( Oleksiak, M.F, 2016; Mamoozadeh et al. 2020; Pearce et al.,
2021).

Desta forma, em relacdo a espécie S. albicaudus que ndo ha estudos sobre as
informacGes genético-populacionais, foi testada a hipotese de panmixia em S. albicaudus,
a existéncia ou nao de estrutura genética entre as populacfes dessa espécie nas regides

Nordeste e Sudeste do Brasil.

2 OBJETIVOS

Considerando-se a grande deficiéncia de dados moleculares disponiveis para 0s
representantes do género Squalus, que se constituem ferramenta determinante para
fornecer informacdes importantes em estudos populacionais e de conservacgdo, no presente
trabalho € proposto como principal objetivo a caracterizacdo genética populacional da

espécie de tubardo S. albicaudus que ocorre em localidades da sua distribuicdo na regido



oeste do Oceano Atlantico. De modo especifico, pretende se:

- identificar os limites geograficos de distribuicdo das possiveis populac6es desta espécie
com a utilizagdo de marcadores moleculares do tipo SNP (Polimorfismo de Nucleotideo
Unico);

-verificar a diversidade genética e a estruturacdo populacional da espécie, utilizando os

marcadores SNPs;

- testar a hipdtese de panmixia;

3 MATERIAL E METODOS

Obtencéo das amostras

No presente estudo foram analisadas amostras de S. albicaudus coletadas em trés
localidades nas regides Nordeste e Sudoeste da costa brasileira. A colecdo de tecidos do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes. Os fragmentos de tecido obtidos dos
individuos coletados foram armazenados em frascos contendo alcool a 95%, conforme
indicado na Figura 2, totalizando 31 amostras obtidas nas localidades de Recife-PE
(N=14), Angra dos Reis-RJ (N=4) e Santos-SP (N=13).

Os individuos dos quais foram retiradas as amostras foram identificados
morfologicamente pelos pesquisadores Dr. Fabio Hazin (UFRPE-Recife / PE), Dr. Marcelo
Vianna (UFRJ- Rio de Janeiro/ RJ) e Dr. Mateus M. Rotundo (UNISANTA-Santos/SP),

colaboradores deste projeto.

Figura 2. Mapa da costa brasileira indicando as regifes de coleta das espécies analisadas
no presente estudo. Recife-PE (N=14), Angra dos Reis-RJ (N=4) e Santos-SP (N=13).



4 METODOS
4.1 Obtencdo de DNA

O DNA total das amostras foi extraido de fragmentos de tecido muscular preservado
em etanol utilizando o kit Wizard ® Genomic DNA Purification (Promega, EUA),
seguindo instrucdes do fabricante.

4.2 Elaboragéo das biblioteca de SNPs

Apos a extracdo de DNA foram elaboradas as bibliotecas de SNPs com verificagdo
na qualidade dos produtos, sendo, entdo, o DNA das amostras quantificado em um
aparelho Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen) utilizando o Qubit TM dsDNA BR Assay
Kit. Apos as etapas de quantificacdo, as amostras de DNA foram padronizadas para uma
concentracéo final de 200ng/ul.

O protocolo utilizado para a preparacdo da biblioteca de ddRADSeq foi descrito por
Peterson et al. (2012) e adaptado por Campos et al. (2017). Entdo, seguindo o protocolo
adaptado para a reacdo de dupla digestdo enzimatica, foram utilizados 34ul de DNA
(200ng/ul), 1 pul de cada enzima EcoRI (20U/ul — corte raro) e Mspl (10U/ul — corte
frequente) (Perteson et al., 2012), 4ul TANGO buffer (Cut Smart) e um volume final de

40ul, sendo o produto para digestdo incubado por trés horas a uma temperatura de 37°C.

O material digerido foram purificadas utilizando o kit de beads Agencourt AMPure
XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Somente
fragmentos de tamanhos selecionados entre 150 e 500 pares de bases foram purificados.
Depois da purificacdo do DNA, as amostras foram quantificadas no Qubit 4.0 Fluorometer
(Invitrogen), com a finalidade de se obter a concentracdo de DNA que havia apos a etapa
de purificacéo.
Ligacdo dos adaptadores

Para a ligacdo dos adaptadores foram utilizados um par de adaptadores hibridados
P1 (0,3 uM) e P2 (4,8 uM) que foram ligados ao produto de digestdo, com volume da

reagdo final de 40ul e composta de 2,0 ul do adaptador de cada uma das enzimas, 4ul de

T4 Ligase Buffer 1X (Promega), 0,5ul da enzima T4 Ligase (Promega) e 31,5ul das



amostras digeridas. Em seguida, as amostras foram incubadas a uma temperatura a 23°C
em 30 minutos, a 65°C por 10 minutos e a 63°C por 90 segundos, sendo que a temperatura
foi diminuida de cada 2°C a cada 90 segundos, até alcancar 23°C. Em seguida, as amostras
da reacdo de ligagcdo aos adaptadores foram purificadas novamente utilizando o kit de
beads Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de acordo com o protocolo do

fabricante.
Indexacéo

Apos as etapas de ligacdo dos adaptadores, foi realizada a reacao de indexacao, com
insersdo da sequéncia de complemento Nextera® Index Primers (Illumina, San Diego
EUA) S500 e N700 (Nextera DNA CD Indexes — 96 indexes, 96 samples) em cada
amostra, para realizar a indexagdo com o0 Nextera® DNA Sample Preparation Kit
(Ilumina) nos insertos ligados aos adaptadores. A reacdo de indexagao contendo 15ul do
produto de ligacdo, 5ul de cada index S500 e N700 para que cada amostra tivesse uma
combinag¢do unica de index, 25ul de Phusion High -Fidelity PCR Master Mix (Thermo
Scientific), para um volume final de 50ul. A reagdo de PCR para indexagédo foi seguindo
etapas consecutivas, com um passo inicial a 72°C por 3 minutos e apds, duas etapas de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, seguindo-se 16 ciclos a 95°C por 30 segundos, um
passo de anelamento a 55°C por 30 segundos, um passo de extensdo a 72°C por 30
segundos e a extensdo final a 72°C por 5 minutos. Apos a reacdo de PCR, os amplicons
foram purificados com as beads Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA), de

acordo com o protocolo do fabricante.
Pool das amostras

As amostras purificadas foram quantificadas no Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen),
para a padronizacdo em uma concentragdo de aproximadamente a 10ng/ul para cada
amostra e, em seguida, foi feito um pool dessas amostras purificadas com as beads
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA). O produto purificado foi entdo

quantificado no Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen).
Size selection e sequenciamento

Posteriormente a quantificacdo do pool, foi realizado o size selection com a
finalidade de selecionar o tamanho dos fragmentos de interesse, utilizando o kit Wizard®

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA), em gel de agarose com a



concentracdo de 1%, apds a solidificagdo do gel, aplicamos o pool das amostras no gel,
apos a eletroforese, com a selecdo do fragmento de interesse entre 300 a 500 pb. Ao final,
foi realizado a purificagdo do fragmento, seguindo instrugdes do fabricante. Em seguida,
a biblioteca foi quantificada por PCR em tempo real (qPCR) e, desta forma, foi possivel
determinar a concentracdo da biblioteca para o sequenciamento.

A biblioteca resultante do pool de amostras foi normalizada com relacdo a
concentracdo e, em seguida, carregadas no cartucho de reagente Illumina. A biblioteca foi
sequenciada com leituras de extremidade Unica (single-end) de 150pb em uma faixa da
plataforma NGS Illumina Nextseq550 (IBTEC— UNESP, campus Botucatu/SP), em

colaboracdo com Prof. Dr. Paulo Eduardo M. Ribolla.
4.3 Andlises dos SNPs

As reads (raw data) obtidas do sequenciamento foram analisadas previamente para
verificar a qualidade utilizando dois programas, sendo eles o FastQC em que fornece
informac0es para verificacdo do controle de qualidade das reads, que pode ser usado para
uma impressdo rapida de cada sequéncia (Andrews, 2010) (Disponivel em
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e o MultiQC que resume os dados do
FastQC, ou seja sumariza as sequéncias de todas as amostras em um unico relatorio (Ewels
et al.,2016) (Disponivel em github.com/ewels/MultiQC).

Os resultados gerados por meio destes programas permitem visualizar, atraves de
gréficos, a qualidade das amostras, como a presenca de sequéncias dos adaptadores usados
na construcao da biblioteca, reads que apresentam um Phred Quality Score (10-60) de
qualidade e o tamanhos das reads em pares de base (pb). Posteriormente foram realizadas
as filtragens de remocéo dos adaptadores e, em seguida, reads com qualidade abaixo de
Phred Quality < 20 (Q20) foram removidas e para essas duas filtragens, foram realizadas
utilizando o programa TRIMMOMATIC v.0.32 (Bolger et al., 2014). Além disso, foi
realizada a digestdo in silico segundo Driller et al. (2020) para remocdo de reads que
apresentaram regides de sitios enzimaticos e, ao final, as reads foram padronizadas com
140 pb utilizando novamente o programa TRIMMOMATIC v.0.32 (Bolger et al., 2014).

Como a espécie estudada nesta pesquisa ndo tem genoma de referéncia, a montagem
do catalogo de marcadores e o rastreio de SNPs foram realizados utilizando a abordagem
de novo e posteriormente o ref map, ambos com o uso da pipeline STACKS (Catchen et

al., 2011). A montagem do catalogo de marcadores em S. albicaudus foi desenvolvida



com individuos selecionados que apresentaram o maior nimero de reads, ou seja, 0S
individuos mais bem representados dentro de cada amostragem. Para o rastreio de SNPs
foi utilizado o pardmetro M=2, que controla o nimero de incompatibilidades permitidas
entre os dois alelos de um determinado loci e o parametro m=3, que controla o nimero
de leituras idénticas minimas necessarias para iniciar um possivel alelo.

Com o catalogo de marcadores desenvolvido foi construida a referéncia utilizando
o0 software Bowtie2 (v2.2.4). Ao final foi utilizada a pipeline Ref map do STACKS com
a aplicacédo de trés filtros de SNPs. Assim, primeiramente foram selecionados SNPs que
ocorrem em pelo menos 70% dos individuos (r = 0,70) por populacdo; em seguida foi
aplicado um filtro com o qual foram excluidos SNPs que apresentaram valor de MAF
(Minor allele frequency) <0,05 e, por ultimo, realizamos a filtragem dos SNPs que
tiveram a heterozigosidade méaxima observada maior que 0.80, eliminando assim, sitios

com niveis muito alto de heterozigosidade.
4.4 Diversidade genética

Os alelos privados foram calculados utilizando o programa populations, do
STACKS. Para a investigacdo da diversidade genética foram analisados o coeficiente de
endogamia (Fis) e a probabilidade de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE p-
value) calculada através de teste exato. Esses parametros foram calculados utilizando o
programa GENEPOP v4.1.0 (Rousset, 2008). A heterozigosidade observada (Ho) e
Heterozigosidade esperada (He), foi utilizado o programa ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier
& Lischer, 2010). Para avaliar os desvios do Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW), nos
conjuntos de dados, foram realizados testes de Bartlett globais entre heterozigosidade

observada e esperada no pacote adegenet v. 2.1.1 do programa R (Jombart, Ahmed, 2011).
4.5 Estrutura populacional

Para avaliar a diferenciacdo genética entre os locais de amostragem foram
calculados os valores de Fst pairwise no ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier & Lischer,
2010).

Para testar a particdo das amostras em clusters genéticos foi utilizada a analise
bayesiana através do software STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), com k=1 a k=5 e
com 1.000.000 de MCMC e burn-in de 10%, com 20 interacbes para cada K. A
identificacdo do numero de clusters genéticos (k) foi feita através do método Evanno (AK)

(Evanno et al., 2005) e pelo método de Puechmaille (Puechmaille, 2016), usando o
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Structure Selector (Li & Liu, 2018). Os gréficos foram visualizados no CLUMPAK
(Kopelman et al., 2015).

Adicionalmente, uma analise discriminante de componentes principais (DAPC)
proposta por Jombart et al. (2010) também foi realizada para estimar os clusteres genéticos.
Esta analise foi implementada no pacote adegenet v. 2.1.1. do programa R (Jombart,
Ahmed, 2011) e o numero apropriado de clusters genéticos foi determinado utilizando

critério de informacdo bayesiana (Bayesian Information Criterion — BIC).
4.6 Tamanho efetivo populacional e nimero efetivo de migrantes

Para 0s conjuntos de dados, NEESTIMATOR v. 2 (Do et al., 2014) foi usado para
calcular o tamanho efetivo populacional (Ne) sob desequilibrio de ligacdo. As
configurac6es no NESTIMATOR consideraram a triagem de alelos raros usando o valor
de frequéncia do alelo critico de Pcrit = 0,05, 0,02 e 0,01 (Waples & Do, 2010). Os limites
superior e inferior dos intervalos de confianca de 95% para Ne foram calculados usando a
opcdo jackknife, a fim de reduzir um potencial viés associado a estimativa da abordagem
dos intervalos de confianca ao método de desequilibrio de ligagcdo. Para investigar a
direcdo e a magnitude da migracdo entre os locais de amostragem foram calculadas as
taxas de migracdo relativa direcional usando a funcdo do divMigrate (Sundgvist et al.,
2016) no pacote R diveRsity (Keenan et al. 2013), fornecendo as estimativas do fluxo

génico com base no numero de migrantes (Nm) com 1000 de bootstrap.

5 RESULTADOS

5.1 SNPs

A biblioteca de ddRAD para a espécie S. albicaudus de 31 individuos resultou em

um total de 41.401.332 reads, variando de 788.342 a 2.696.970, por individuo. Apos o

processo de filtragem por bioinformatica foram mantidas 29.612.986 reads, variando de

756.609 a 1.407.947 (Apéndice 1). A qualidade das sequéncias foi verificada com o uso
do FastQC e MULTIQC antes e depois das filtragens (Apéndice 2).

O rastreio de marcadores resultou em um total de em 455 marcadores SNPs. A

figura 3, demonstrada em um gréafico, representa a heterozigosidade esperada no eixo y e

a heterosigosidade observada no eixo X, por locus, demonstrando a distribui¢cdo dos SNPs.
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Heterozigosidade esperada (He)

Heteroziéosidade observada (Ho)

Figura 3. Grafico demonstrando a heterozigosidade esperada como uma funcdo da

heterozigosidade observada por locus.

5.2 Diversidade genética

As analises dos dados moleculares foi realizada com 455 marcadores SNPs, 0s
quais foram submetidos a analises estatisticas em 31 amostras de S. albicaudus,
distribuidos nas localidades de Pernambuco, Rio de Janeiro e S&o Paulo.

Para obtencéo de dados populacionais, foi calculado o nimero de alelos privados,
em cada localidade, com resultados que revelaram 30 alelos para Pernambuco, 2 para
as amostras do Rio de Janeiro e 17 para as amostras de Sdo Paulo. Em todas as
localidades a heterozigosidade observada (Ho) apresentou um valor superior ao da
heterozigosidade esperada (He), sendo que estes valores foram Ho=0,386 e He= 0,266
para Pernambuco, Ho=0,423 e He=0,377 para Rio de Janeiro, H0=0,230 e He=0,212
para Sdo Paulo. As diferencas entre as variacGes de heterozigosidade observada e
esperada em todos as localidades de amostragem, sdo estatisticamente significativas (K-
quadrado de Bartlett = 158,81, d.f. = 1, P = 2,2 x 10°), onde Ho (Ho geral = 0,348) é
estatisticamente diferente de He (He geral = 0,288), sugerindo que a populacdo global
se afasta de EHW.

Os valores de indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia (Fis) foram negativos
para todas as localidades amostradas, indicando que ndo ha presenca de endogamia
nesses grupos. Pernambuco apresentou o valor de -0,233, Rio de Janeiro de -0,245 e Séo

Paulo de -0,227, sendo que estes valores indicam auséncia de endogamia.
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5.3 Estruturacao populacional

A andlise pairwise de Fsr, entre as localidades ndo identificou valores de
diferenciacdo genética, sendo de 0,0282 (p value 0,153+0,033) entre Pernambuco e Rio
de Janeiro, entre Pernambuco e S&o Paulo de 0,0157 (p value 0.009+0.009) e de 0,0365
(p value 0.441+0.043) entre Rio de Janeiro e S&o Paulo, demonstrando a auséncia de
estruturacdo populacional.

A andlise bayesiana realizada no STRUCTURE com base nos dados de
agrupamentos (K=1-5), demonstrou que a maior probabilidade de clusters foi de k =3
((In (P) D) —579624 * 0,62679), segundo as estimativas dos métodos de Evannno e
Puchmaille (Apéndice 3). Mas apesar das estimativas dos métodos, o melhor valor de K
foi igual a 1, visto que em todos os agrupamentos de K (K= 1-5), nos indicam que ndo
ha estruturacao genética (Apéndice 4).

A Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC), que também foi
realizada para estimar os clusteres genéticos em que o numero apropriado foi
determinado utilizando o critério de informacdo bayesiana (Bayesian Information
Criterion — BIC), em que K foi igual a 1 (Apéndice 5), identificou trés agrupamentos

(as trés localidades) que estdo relacionados (Figura 5).

A PE
& sp

a

Figura 5. Grafico do DAPC demonstrando os trés agrupamentos que estdo relacionados e
indicado de acordo com as cores e simbolos da legenda. Elipses de inércia para cada agrupamento
também estdo demonstradas.
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5.4 Numero efetivo populacional e nimero de migrantes

Nas estimativas do tamanho efetivo populacional (Ne) houve diferencas obtidas
com o NEESTIMATOR entre duas regides Pernambuco e Sdo Paulo, ndo foi possivel
calcular o Ne para a regido do Rio Janeiro por causa do nimero de amostras analisas
(n=4). As estimativas de Ne foram menores para a regido PE (Ne = 69,9) e maior em SP
(Ne = 140,5) (tabela 1), mas as popula¢cdes demonstraram Ne baixo.

Tabela 1. Tamanho efetivo populacional (Ne), calculado através do programa NeEstimator, que
utiliza a abordagem de desequilibrio de ligacdo para as regides deste estudo. Os valores de Ne sao
fornecidos para limiares de 0,05; 0,02 e 0,01 para a frequéncia alélica mais baixa usada. Os valores
entre parénteses sdo os intervalos de confianga (IC) de 95% baseado em jackknifing em loci. n =
tamanho da amostra. Valores ‘infinitos’ () de Ne referem-se a casos em que ndo ha evidéncia
de variacdo da caracteristica genética devido ao nimero finito de individuos parentais, ou pode
ser explicado por erro de amostragem de acordo com Do et al, 2014.

Menor frequéncia alélica

Regido n 0,05 0,02 0,01
PE 14 69,9 (95% I1C:17,6-42,6) 82,1 (95%IC: 20,3-49,5) 82,1(95%IC: 20,3-49,5)
RJ 4 0 © Y
SP 13 140,5 (95%IC: 4,9-48,6) 180,3 (95%IC: 5,4-57,8) 180,3 (95%IC: 5,4-57,8)

As taxas de migracdo baseada em estimativas do nimero de migrante (Nm) entre
as regides analisadas demonstraram a existéncia de fluxo génico entre as trés localidades,
com valores que variaram de 0,33 a 1,0 (Figura 6). Entre Pernambuco e Rio de Janeiro
foi verificado que essas regides mostraram um valor de fluxo génico de 0,33 de migrantes
de Pernambuco para Rio de Janeiro e de 0,77 de migrantes do Rio de Janeiro para o
Pernambuco. Na mesma magnitude, verificou-se que o fluxo génico observado entre as
localidades de S&o Paulo e Rio de Janeiro mostrou valores de 0,44 migrantes do Rio de
Janeiro para S8o Paulo e de 0,3 de migrantes de Séo Paulo para o Rio de Janeiro. Entre
as localidades de Pernambuco e Sdo Paulo foram demonstrados elevados valores de fluxo
génico, sendo de 0,83 de Pernambuco para Sdo Paulo e de 1,0 de Sdo Paulo para

Pernambuco (Apéndice 5).
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Figura 6. Rede de migracdo relativa entre as localidades abordadas no estudo das
amostras de Squalus albicaudus coletadas em diferentes localidades da costa brasileira.
As setas indicam a direcdo da migracéo, enquanto 0s numeros e a cor das setas em azul,
indicam as taxas relativas de migracdo. NUmeros mais altos e linhas mais grossas
significam a intensidade do processo de migracao.

6 Discussao

Este estudo apresenta a primeira avaliacdo de diversidade genética e estruturacao
populacional em S. albicaudus no Oceano Atlantico Sul Ocidental, na costa do Brasil.
Com os resultados obtidos atraves dos marcadores SNPs foi possivel detectar evidéncias
de panmixia entre as regides estudadas, abrangendo localidades do litoral dos estados de
Pernambuco, Rio de Janeiro e S&o Paulo. Foi identificada alta conectividade entre essas
regides através de analises de fluxo génico e o Ne foi baixo, enfatizando a necessidade de
atencdo para a conservacdo dessa espéecie, além disso, fornecendo informacdes
importantes para ampliar o entendimento e distribuicdo da espécie, que ainda € pouco
conhecido.

A falta de conhecimento sobre o cacdo-bagre S. albicaudus reflete sua atual
classificacdo na lista vermelha de espécies ameacadas da IUCN, que avaliou seu status
populacional como “Dados Deficientes (DD)” (Pollom et al., 2020). Sua distribuicéo
geogréfica é descrita entre a costa dos Estados de Sdo Paulo até a Bahia (Vianna et al.,

2016 e IUCN 2021 ); contudo, este estudo analisou espécimes com ocorréncia na costa
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do Estado de Pernambuco, aumentando assim o conhecimento sobre a area de distribuigdo

geografica desta espécie.
Diversidade genetica e conectividade

Squalus albicaudus é considerada uma espécie de tubardo residente da costa
brasileira, contudo, sua pequena faixa de distribuicdo pode levar a uma maior
sensibilidade intrinseca a superexploracéo. Essa atividade realizada de modo excessivo
resulta em uma perda substancial de variacdo genética (Allendorf et al., 2008) e
consequentemente, aumenta a probabilidade da fixacéo de alelos deletérios na populacéo,
reduzindo a resiliéncia de espécies sobreexploradas (Hare et al., 2011). Considera-se, que
a diversidade genética é um dos indices importantes a serem considerados na gestdo e
realizacdo de politicas de conservacdo neste grupo de organismos, uma vez que a
sobrevivéncia a longo prazo de uma espécie & fortemente dependente dos niveis de
diversidade genética dentro e entre as popula¢fes (Domingues et al., 2018; Hendricks et
al., 2018; Hohenlohe et al., 2021; Rossetto et al., 2021 ).

As heterosigozidades identificadas neste estudo, indicam a presenca de um excesso
de heterozigotos em S. albicaudus, no qual os valores variaram de Hetersigozidade
esperada (He) variou de 0,21 a 0,37 e a Heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,23
a 0,42. Esta condicdo ja foi observada em outros estudos realizados com o género
Carcharhinus utilizando os marcadores do tipo SNP, sendo que na espécie Carchahinus
brachyurus o valor de He variou de 0,23 a 0,29 e de Ho variou de 0,21 a 0,37. Na espécie
Carchahinus obscurus o valor de He variou de 0,23 a 0,29 e o de Ho variou de 0,21 a
0,37 (Junge et al., 2019). Os valores da diversidade genética encontrados na espécie em
estudo foram parecidos, quando comparada em outras espécies de tubarbes (Momigliano
et al., 2017; Pazmifio et al., 2018; Junge et al., 2019; Kraft et al., 2020; Manuzzi et al.,
2021). Deve ser reforcado que o conhecimento sobre a diversidade genética € importante
para futura acbes de gestdo da pesca, visto que apesar de ndo ter grande importancia
econbmica, a espécie S. albicaudus sofre com a pressdo pesqueira por bycath (Rincon et
al., 2017).

As informacGes sobre a conectividade das populacdes constituem aspectos
importantes para estabelecer estratégias de conservacdo e de manejo das espécies e,
entre os tubardes, o conhecimento de particularidades do comportamento das espécies
podem ser um dos principais fatores que influenciam padrdes de conectividade. S.

albicaudus é uma espécie demersal, que vive em profundidades entre 50 e 400 metros,



segundo Vianna M. (comunicacao pessoal), essa espécie habita e tem seu 6timo a uma
profundidade em torno de 100 metros, com distribui¢do associada a aguas frias, ou seja,
essa espécie acompanha as dguas mais frias que sobem do sul para as regifes ao norte
do pais, compondo principalmente as massas de agua do talude continental. Além disso,
j& foi relatada a ocorréncia de variacdo batimétrica entre os sexos em duas espécies deste
género, S. acanthias e S. megalops, ou seja, machos e fémeas se distribuem em
profundidades distintas, sendo que 0s machos sdo capturados frequentemente em aguas
mais profundas do que as fémeas em estado de maturagdo, causando assim uma
suscetibilidade de um declinio populacional ainda maior com a pesca (Hazin et al.,
2006; Jones et al., 2013; Shepherd et al., 2005).

Essas estratégias de vida podem aumentar a conectividade entre as regides
analisadas neste estudo, no qual o indice de fixacdo (Fst) demonstraram auséncia de
estruturagé@o genética entre as localidades. Na literatura, ja é conhecido que tubardes que
fazem longos movimentos oceanicos apresentam auséncia ou baixa estrutura genetica
dentro do oceano ou em pequenas escalas entre regides, como ocorre por exemplo com
tubarbes pelagicos como o tubardo-frade Cetorhinus maximus, o tubardo-baleia
Rhincodon typus (Vignaud et al. 2014), o tubardo azul Prionace glauca (Verissimo et
al. 2017), tubardo boca grande Megachasma pelagios (Liu et al. 2018) e o tubar&o tigre
Galeocerdo cuvier (Bernard et al., 2021). Esta situacéo é diferente do que ocorre com
tubar@es costeiros que geralmente apresentam niveis de estruracdo populacional, como
é 0 caso do tubardo-negro Carcharhinus obscurus (Benavides et al. 2011). Além disso,
as analises de STRUCTURE e DAPC realizadas no presente estudo, também revelaram
que os individuos correspondentes as amostras analizadas fazem parte de um
agrupamento genético e que estdo relacionados, corroborando com os demais indices de
estruturacéo.

A andlise realizada com base no nimero de migrantes revelou a existéncia de
fluxo génico entre todas as localidades analisadas, demonstrando alta conectividade
entre elas, sendo mais proeminente o nimero de individuos que estdo imigrando para
Pernambuco, nas comparac@es com as demais regifes. Uma estratégia de vida que
poderia explicar o alto fluxo génico entre os individuos e ja identificada em S.
albicaudus é o processo de reproducdo poliandrica (Lamarca et al., 2020), definida
como multiplos machos fertilizando uma Unica fémea e gerando uma ninhada mista

(Daly-Engel et al., 2006). Os beneficios hipotéticos deste comportamento incluem a
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manutengdo ou aumento da diversidade genética de uma populacdo (Hoekert et al.,
2002), que pode determinar e aumentar o nimero de descendentes viaveis em uma Unica
ninhada (Newcomer et al., 1999). Tal fato poderia interferir na probabilidade e risco de
fertilizac&o por espermatozoides geneticamente incompativeis e também na diminuicéo
da chance de depressdo endogamica (Chapman et al., 2004; Zeh & Zeh, 1997).

O Ne foi recentemente estimado para populacdes de vida selvagem devido &
disponibilidade e refinamento dos estimadores genéticos (Waples, 2016). As estimativas
observadas neste estudo foi um Ne baixo para as duas localidades: Pernambuco 69,9 a
82,1 e S&o Paulo 140,5 a 180,3 comparada com outros estudos de tubardo lim&o Negaprion
brevirostris que entre as localidades estudadas variou de 11,5 (95% CI: 10.30-12.70) a
674,20 (95% CI: 157.30- =), 0 autor justifica que o menor valor de Ne foi provavelmente
por causa do menor tamanho amostral e coletadas em tempo diferentes, em comparacéo
as outras regides (Postaire et al., 2021). Entretanto, 0 Ne minimo necessario para manter
um potencial evolutivo de uma populacdo tem sido assunto de muitos discussbes, com
limites de conservacéo proposto de 100 a 1000, utilizando o critério proposto por Frankham
et al (2014), em que Ne = 100 é o minimo para evitar uma depressao por endogamia a curto
prazo e Ne = 1000 para manter o potencial evolutivo na perenidade. Mas o autor Frankham
et al (2014), ressalta que as analises de viabilidade populacional precisam incorporar riscos
genéticos mais realistas, para ser mais viavel. O Ne deste estudo nos fornecem uma
estimativa inicial do estado de conservacédo do S. albicaudus, em que pode ser informativo
para as decisdes de gestdo e manejo futuro da espécie.

Posteriormente, a uma revisdo taxondmica do género Squalus, no Oceano Atlantico
sudoeste, o Squalus cubensis (Howell-Rivero, 1936) foi redescrito como S. albicaudus
(Viana et al., 2016). Contudo, analise e descricdo mais robusta sobre a sua distribuicdo séo
necessarias, de acordo com Rincon et al. (2017), onde foi realizado um levantamento
cientifico em aguas profundas como parte de um Programa Brasileiro de Avaliacdo dos
Recursos Vivos da Zona Econdmica Exclusiva (REVIZEE), uma provavel espécime de
Squalus cf. albicaudus foi capturado na encosta continental nordeste acima da costa da
Bahia. Além disso, em outro estudo que realizou a identificacdo pelo método de
modelagem de distribuicdo, identificou a espécie S. albicaudus, em regides do Rio Grande
do Sul, Uruguai e Argentina (Sabadin et al., 2020). As amostras do presente estudo na
regido de Pernambuco podem contruibuir para o conhecimento sobre a area de distribuicao

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

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

Séao Paulo.

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

Total reads 41.401.332 40.945.165 29.612.986

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

b) d)

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

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

Mean LnP(K) + Stdev

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

clusters de k=3.
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APENDICE 4

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

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

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

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

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

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

PE SP RJ
PE 0.830 0.330
SP 1.000 0.363

RJ 0.772 0.441
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