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“Por vezes sentimos

que aquilo que fazemos

ndo é sendo uma gota de agua no mar.
Mas o mar seria menor

se lhe faltasse uma gota”

(Madre Teresa de Calcuta)
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Resumo

O presente estudo objetivou identificar as espécies de elasmobranquios demersais de
profundidade capturadas no talude continental do Estado de Pernambuco e analisar a
distribuicdo e abundancia relativa, correlacionando as mesmas com informacGes bioldgicas
sobre a reproducdo, com foco nas espécies da familia Squalidae. As capturas foram realizadas
entre as latitudes 7°15°457-9°28’18”S ¢ as longitudes 34°48°35”- 41°19°54”W, nordeste do
Brasil, com base em prospeccoes pesqueiras realizadas entre 2014 e 2018, utilizando armadilhas
de fundo (covos) e espinhel de fundo em profundidades entre 200 a 600 m. Foram capturados
261 exemplares, representados por sete espécies, pertencentes a trés ordens. Todos 0s
Squaliformes pertenciam a familia Squalidae e apresentaram o maior nimero de individuos:
Squalus cubensis (47,5%), Squalus bahiensis (20,1%) e Cirrhigaleus asper (9,3%). A ordem
Carcharhiniformes teve um representante para as familias Carcharhinidae, Carcharhinus
signatus (1,1%), Triakidae, Mustelus canis (1,9%), e Scyliorhinidae, Scyliorhinus sp. (19,7%).
Ja a ordem Hexanchiformes foi representada por um tnico exemplar da espécie Heptranchias
perlo (0,4%). Exemplares de todas as espécies, ou partes destes, foram retidos para composi¢ao
de colecbes cientificas ou didaticas. As espécies Squalus bahiensis e S. cubensis tiveram seus
codigos genéticos acessados e disponibilizados na base de dados Barcode of Life Data (BOLD),
constituindo cerca de 50 novas sequencias do gene cytochrome c oxidase subunit I (COI). Essas
duas espécies tiveram a extensdo da area de ocorréncia devidamente registrada. Cento e dez
individuos de S. cubensis tiveram seus aspectos reprodutivos avaliados. Diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao género ndo foram observadas para o total de
animais capturados, nem tdo pouco para aqueles que estavam capazes de se reproduzir ou eram
embrides. As fémeas encontraram-se em cinco estagios maturacionais e 0s machos em quatro,
ndo sendo observado nenhum animal em repouso. O comprimento total dos exemplares
examinados variou de 231 mm a 860 mm (X= 613 mm) para fémeas, e de 244 mm a 542 mm
(X= 485 mm), para os machos. As fémeas apresentaram picos reprodutivos em abril e
novembro. O tamanho de primeira maturacdo das fémeas foi estimado em 571,4 mm, enquanto
que dos machos o valor médio foi igual a 452,1 mm. O estudo revela uma populacdo adulta nas
profundidades de captura, 0 que pode revelar sitios de agregacOes reprodutivas. Este estudo
revela a importancia bioldgica do talude superior de Pernambuco como hotspots ecoldgicos,

servindo de base para estratégias de manejo e conservagdo no Atlantico tropical.

Palavras-chave: DNA barcoding, mar profundo, oceano Atlantico, reproducéo.

Xii



ROQUE, P.C.G. Prospeccéo Pesqueira e Ecologia de Tubardes de Aguas Profundas de Pernambuco - Brasil

Abstract

The present study aimed to identify deep-water elasmobranch species caught in the breakdown
continental slope off Pernambuco State and to analyze their distribution and relative abundance,
correlating them with biological aspects of reproduction, with emphasis on Squalidae family.
Catches were made between the coordinates 7°15°457-9°28°18”S and 34°48°35”- 41°19°54”W,
northeastern Brazil, based on deep-sea fishing surveys conducted between 2014 and 2018 using
as fishing gear bottom longlines and traps (covos) at depths ranging from 200 to 600 m. A total
of 261 specimens were collected, represented by 7 species, belonging to 3 orders. All
Squaliformes specimens belonged to Squalidae family and show the largest number of
individuals: Squalus cubensis (47.5%), Squalus bahiensis (20.%) and Cirrhigaleus asper
(9.3%). The order Carcharhiniformes had representative for Carcharhinidae, Triakidae and
Scyliorhinidae family: Carcharhinus signatus (1.1%), Mustelus canis (1.9%) and Scyliorhinus
sp. (19.7%), respectively. The order Hexanchiformes was represented by a single specimen, the
Hexanchidae Heptranchias perlo (0.4%). Samples of all species, or subsamples of them, were
retained to compose scientific or didactic collections. Squalus bahiensis and S. cubensis species
had their genetic codes accessed and made available in the Barcode of Life Data (BOLD),
constituting about 50 new sequences of the cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) gene. These
two species had the range limit extended. Biological analyzes of Squalus cubensis were
performed to 110 individuals, being 55 females and 53 males. Significant statistical differences
were not related to gender of the total catch, mature individuals or embryos. Females were
found in five maturation stages and males in four, with no animals at regenerating or regressing.
The total length (TL) ranged from 231 mm to 860 mm (X= 613 mm) for females, and from 244
mm to 542 mm (X = 485 mm), for males. Females showed reproductive peaks in April and
November. The first maturation size of females was estimated at 571.4 mm TL, while for males
the average value was 452.1 mm TL. The study reveals an adult population on the depths of
capture, which may reveal sites of reproductive aggregations. This study reveals the biological
importance of the upper slope of Pernambuco as ecological hotspots, serving as a basis for

management and conservations strategies in the tropical Atlantic.

Key words: DNA, deep-sea, Atlantic Ocean, reproduction
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Apresentacao

A presente tese de doutorado estd organizada em quatro capitulos cujo correspondem a
uma introducdo a pesquisa e a biodiversidade dos tubardes de profundidade de Pernambuco e
trés artigos cientificos que foram gerados a partir dos resultados obtidos com as espécies mais
abundantes. Ao final é apresentada as conclusdes gerais e, na sequéncia, uma breve perspectiva
de trabalhos adicionais desenvolvidos pelos colaboradores, além das autorizacfes para
atividades com finalidade cientifica (n° 39978-5) e os nimeros de acesso no Genbank, no caso
do material de genética.

O capitulo | “Tubardes de aguas profundas de Pernambuco: Prospecces pesqueiras,
biodiversidade e aspectos reprodutivos” é composto pela introducdo, que por sua vez,
contextualiza o oceano profundo, as prospeccdes de profundidade com énfase para as
amostragens de ictiofauna e a inser¢do dos elasmobranquios neste contexto; objetivos da
pesquisa; material e métodos; e, para finalizar, os resultados acerca da biodiversidade de
tubardes amostrada abordando os aspectos reprodutivos das espécies menos abundantes, além
do registro dos exemplares, ou partes destes, que foram retidos em colec¢des zoologicas.

O capitulo 11 consiste no artigo intitulado “Morphological and molecular analyses of the
Cuban dogfish Squalus cubensis Howell Rivero 1936 (Squaliformes: Squalidae) in the
southwestern Atlantic Ocean”, submetido no periddico Journal of Fish Biology. Ja o capitulo
Il corresponde ao artigo “The northernmost range limit, further description and genetic
analyses of the Northeastern Brazilian dogfish, Squalus bahiensis (Squaliformes: Squalidae)”,
que serd submetido ao periddico Zootaxa, e aborda os aspectos taxondémicos das espécies de
Squalus que ocorrem na costa de Pernambuco. Juntos, os trabalhos acrescentam cerca de 50
novas sequéncias de DNA barcoding a base de dados do Barcode of Life Database (BOLD) o
gue da suporte ao desenvolvimento de diversos outros trabalhos com genética molecular, no
mundo inteiro.

O capitulo IV inclui o artigo intitulado “Population structure and reproductive biology of
Cuban dogfish caught off the coast of Pernambuco, Brazil”, que serd submetido para o periodico
Journal of Fish Biology (JFB). O artigo aborda aspectos da biologia reprodutiva do cacéo bagre
de Cuba, uma espécie pertencente a um complexo grupo taxonémico e que recentemente, dentro
da referida tese, teve seu registro de ocorréncia efetivamente confirmado para a regiéo.

Os artigos foram escritos com o propdsito principal de contribuir para uma melhor
compreensdo dos aspectos ecoldgicos dos elasmobranquios de profundidade, produzindo e
disponibilizando informacdes sobre biodiversidade e ecologia das espécies.
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Capitulo I — Tubardes de aguas profundas de Pernambuco: Prospecgdes pesqueiras,
biodiversidade e aspectos reprodutivos

Introducéo

Zonagao Marinha

O ecossistema marinho tem uma série de caracteristicas que o torna distinto com o
aumento da profundidade e, consequentemente, com o distanciamento da costa e diminuicdo da
luminosidade. As divisdes classicas do ecossistema pelagico sdo: regido Neritica, que se
estende desde a linha da maré alta até ao final da plataforma continental, e regido Oceénica.
Baseado na luminosidade absorvida de acordo com a profundidade é possivel observar trés
regides distintas: zona Fotica (Epipelagica: 0 — 200 m), zona de Penumbra (Mesopelagica: 200
—1.000 m) e zona Afoética (Batipelagica: 1.000 — 2.000 m, Abissal: 2.000 — 6.000 m e Hadal:
6.000 — 11.000 m) (GAGE e TYLER, 1991).

Consensualmente, o inicio do Mar Profundo é definido pelo fim da plataforma e inicio do
talude continental, a partir dos 200 m de profundidade (GAGE e TYLER, 1991). Essa regido,
que engloba a zona de penumbra na qual mesmo havendo penetracdo de luz deixa de existir
energia solar suficiente para a realizacdo plena da fotossintese, corresponde a mais de 90% de
toda superficie ocupada pelo mar (COLACO et al., 2017).

Além da escassez da luz e da dependéncia da camada fética para a producéo de biomassa
fotossintetizante, o aumento da pressdo e a homogeneidade nos valores de salinidade e
temperatura sdo caracteristicas dessa regido. Outra particularidade é a concentracdo de oxigénio
dissolvido que tende a diminuir entre os 150 m e 1.500 m de profundidade, atingindo uma
guantidade tdo baixa que origina a chamada Zona de Oxigénio Minimo. Logo ap0s essa camada,
correntes profundas carregadas de oxigénio misturam-se e aumentam a concentragéo deste, ndo
o0 constituindo como fator limitante ja que a densidade de organismos no mar profundo € baixa.
(COLACO etal., 2017). Na auséncia de luz, as fontes hidrotermais alicercam verdadeiros 0asis
no meio dos oceanos mediante a producdo primaria por bactérias quimiossintetizantes
(CASTELL e KRUG, 2015), compondo um ecossistema ainda mais singular.

Ambiente de propriedades e formas de vida peculiares, os oceanos profundos séo

considerados fontes de recursos e servigos ecossistémicos e, provavelmente, um grande
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repositdrio da biodiversidade. Avaliar a sua vulnerabilidade é, portanto, crucial para a defini¢do
de acdes de gestdo especificas que visem a sua preservacao e sustentabilidade.

Prospeccdes de profundidade

No inicio do século XIX ndo era facil acreditar que com a escuriddo intensa, baixas
temperaturas e alta pressdo fosse possivel existir vida a muitos metros abaixo da superficie do
mar. Em 1843, o cientista britanico Edward Forbes, apds prospeccdes a bordo do HMS Beacon
(Her/His Majesty’s Ship - navio de sua majestade) nos Mares Mediterraneo e Egeu, observou
que a abundéncia da vida era inversamente proporcional ao aumento da profundidade e, a partir
disto, ele deduziu que deveria existir pouca ou nenhuma vida abaixo dos 550 m de
profundidade, postulando assim, a Hipdtese Azdica (do grego "a"=negacdo, "zbion"= ser vivo)
(FORBES, 1843).

Apesar da teoria azoica, que persistiu por cerca de duas décadas, na metade do século
XVIII ja haviam evidéncias que provavam o contrario. Em 1810 o francés Antoinne Risso
(1777-1845) deu inicio a uma geracao de taxonomista, dos quais também se destacam o zo6logo
alemdo Albert Gunther (1830-1914) e os americanos Samuel Garman (1843-1927) e Charles
Gilbert (1859-1928), que contribuiram efetivamente para a ampliacdo na quantidade de novas
descricdes para espécies de peixes de profundidade (PRIEDE, 2017).

Como primeiro marco nesta trajetoria, Risso (1810, 1826), além de acrescentar mais 21
novas espécies de peixes de profundidade, estabeleceu que 0s peixes sdo capazes de viver em
profundidades superiores aos 2.000 m, identificou estratos de profundidade e observou o
potencial comercial para a explotacdo da ictiofauna de profundidade, incluindo descri¢bes dos
métodos de captura (PRIEDE, 2017).

Cronologicamente, Gunther é o segundo grande destaque nas descobertas de espécies de
profundidade realizadas em meados do século XIX. Ele foi o responsavel por analisar as
amostras da viagem do HMS Challenger (1872-1876), expedicdo que percorreu 127.600 km
nos oceanos Atlantico, Pacifico, Indico e Antartico e coletou informagdes abidticas nas Fossas
Marianas - Oceano Pacifico - em uma profundidade de 8.184 m, estabelecendo as bases para a
oceanografia moderna (PRIEDE, 2017).

Antes da Challenger Expedition apenas 37 espécies de peixes de profundidade eram
conhecidas. Gunther (1877) descreveu cerca de 25% dos 610 novos taxons coletados nesta
expedicdo, demonstrando que a diversidade diminui com o aumento da profundidade ao

registrar 232 espécies na faixa de profundidade entre 183 e 500 metros e apenas 23 espécies
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entre 3.660 e 5.300 metros. Ele também classificou 385 espécies, que ocorrem a mais de 550
m de profundidade, como formas de vida verdadeiramente abissais (PRIEDE, 2017).

Por sua vez, Garman e Gilbert, em uma série de expedic¢des a bordo do United States Fish
Commission Steamers (USFCS) Albatross, contribuiram com o acréscimo de quase 350 novas
espécies de profundidade no Oceano Pacifico. A série de viagens em regides até entdo
inexploradas descobriu mais espécies de peixes de &guas profundas do que jamais alcangada
por qualquer outro navio (PRIEDE, 2017).

A segunda metade do século XX testemunhou uma explosdo extraordinaria no
desenvolvimento de métodos cientificos e instrumentacfes. Nos anos ap6s a Segunda Guerra
Mundial, em razdo dos avangos nas tecnologias dos sistemas de sondagens do assoalho
oceanico juntamente com o aprimoramento das técnicas de captura, navios de diversas
nacionalidades passaram a investigar os ecossistemas de aguas profundas, contribuindo assim,
para uma melhor compreenséo da vida no planeta.

No Brasil, as iniciativas relacionadas as prospec¢des de profundidade datam da segunda
metade do século XIX, na passagem da Challenger Expedition (1873) pelo Oceano Atlantico.
Os relatdrios da expedi¢cdo mencionam coletas de amostras bidticas e abioticas nos arredores
do Arquipélago de S&o Pedro e S8o Paulo e de Fernando de Noronha até Salvador-Bahia,
passando ao longo do litoral de Pernambuco (LOPES, 2018). Como resultado, varias espécies
de foram descritas por Gunther com base no material bioldgico coletado por esta expedicéo,
incluindo a primeira espécie de peixe de oceano profundo descrita no pais.

Depois dessa expedicdo, foi apenas no século XX que outros navios estrangeiros de
pesquisa comecaram a explorar melhor os oceanos profundos em territérios brasileiros. A
exemplo do M/V (motor vessel) Oregon Il, navio exploratério da United States Fish and
Wildlife Service (USFWS), que alcangou o largo da foz do rio Amazonas (GRACE, 1998) e
realizou coletas além dos 400 m de profundidade (IWAMOTO e ARAI, 1987).

Outro grande marco nas prospeccbes de profundidade do pais foram os cruzeiros
oceanograficos realizados em 1987 pelo R/V (Research Vessel) Marion Dufresne cujo se
constituiu na primeira expedi¢cdo direcionada para ictiofauna demersal profunda em aguas
brasileiras. Por meio de redes e dragas foram coletadas amostras em até 5.092 m de
profundidade nas encostas dos montes submarinos da cadeia de Abrolhos e na planicie abissal
em torno das ilhas da Trindade e Martin Vaz. Sendo registrado, inclusive, a captura de
elasmobranquios [Bathyraja schroederi (Krefft, 1968)], até os 2.380 m de profundidade
(SERET e ANDREATA, 1992). A amostragem proporcionou um acréscimo no ndmero de

espeécies que tiveram seu primeiro registro para o Atlantico, ou para o Brasil, aléem das diversas
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novas espécies que foram descritas. Esta década (1980), também foi marcada por um aumento
consideravel nas pesquisas envolvendo os Chondricthyes, duplicando a quantidade de
publicacbes de registros formais de espécies de peixes cartilaginosos marinhos no Brasil
(ROSA e GADIG, 2014), com as espécies de aguas profundas tendo respondido pela maior
parcela desse incremento (e. g. CARVALHO et al., 2005; RINCON et al., 2001; SOTO, 2001
a, b).

Na década de 1990, o Brasil, ao assinar, em 1982, e ratificar, em 1988, a Convencéo das
Nacdes Unidas sobre o Direito do Mar, assumiu uma série de direitos e deveres frente as
comunidades nacional e internacional. Dentre tais compromissos, destacaram-se aqueles
relacionados a exploracdo, aproveitamento, conservacao e gestao sustentavel dos recursos vivos
na Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) (MMA). As informacGes aportadas pelo Programa de
Avaliacdo do Potencial Sustentavel dos Recursos Vivos na Zona Econbémica Exclusiva
(REVIZEE) representaram uma importante contribuicdo ao conhecimento para as areas de
oceanografia fisica, quimica, geoldgica e bioldgica. No ambito do REVIZZE foram estimadas
a biodiversidade marinha (e.g. COELHO-FILHO, 2006; LESSA et al., 1999), assim como a
potencialidade de novos recursos pesqueiros que permitissem o rendimento maximo sustentavel
(RMS) (e.g. HAIMOVICI e VELASCO, 2001; VIANA et al., 2003).

Apesar do importante progresso relativo ao conhecimento sobre as espécies de
profundidade alcancado pelo Programa REVIZEE, uma das suas recomendagdes foi
exatamente o aprofundamento dos estudos acerca da biologia e da dindmica populacional das
espécies de aguas profundas, visto que os recursos demersais presentes no talude continental
permanecem ainda largamente desconhecidos e inexplorados (BOECKMAN et al., 2001).

Na regido Nordeste, além do Programa REVIZEE e alguns esforcos pontuais, o
conhecimento acerca da ictiofauna do mar profundo séo destacados pelos trabalhos recentes de
duas grandes instituicbes: a Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e a
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Com a colaboracdo de diversas universidades brasileiras, a UFRN desenvolveu o projeto
de Monitoramento Ambiental Marinho da Bacia Potiguar com o objetivo de caracterizar a
biodiversidade do talude continental do Estado. No contexto do projeto foram realizados 33
arrastos entre as profundidades de 150 a 2.000 m e contabilizados 160 taxons de Teleosteos e
seis de Chondrichthyes (OLIVEIRA et al. 2015).

Ja as expedicBes do projeto Acoustics along the BRAzilian COaSt (ABRACOS),
coordenado pelo Dr. Arnaud Bertrand da Marine Biodiversité, Exploitation et Conservation e

desenvolvido em parceria com a UFRPE, consistiram em tracar uma caracterizagcdo 3D dos
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compartimentos abidticos e bidticos e suas respectivas interacdes, visando melhorar a
compreensdo do grau de conectividade entre as ilhas oceénicas e a margem continental no
Nordeste do Brasil (e.g. ASSUNCAO et al., 2020). Nesta conjuntura, amostragens in situ de
organismos planctonicos, pelagicos e demersal-bentdnicos foram combinadas com observacdes
acusticas (e.g. EDUARDO et al., 2019; 2020) (BERTRAND, 2015).

Embora os oceanos correspondam a mais de 70% da superficie da Terra, em pleno século
XXI, sua regido profunda ainda permanece, em grande parte, oculta. Segundo Nelson (2006),
existem cerca de 30.000 especies de peixes descritas cientificamente e o conhecimento da
ictiofauna de profundidade corresponde a aproximadamente 15% deste total (PRIEDE, 2017).
As informacdes aportadas até entdo representam uma importante contribuicdo ao conhecimento
deste grupo zooldgico, contudo ja se sabe que ecossistemas das plataformas do mar profundo
constituem-se como principal depésito de biomassa (COLACO et al, 2017) prenunciando um

grande repositério de biodiversidade ainda desconhecida.

Tubardes de Profundidade

Pertencentes a classe Chondrichthyes e a subclasse Elasmobranchii, os tubarfes e raias
sdo peixes com esqueleto cartilaginoso (BIGELOW e SCHROEDER, 1953; COMPAGNO,
2005) que ocupam uma vasta gama de habitats, incluindo ambientes fluviais, estuarinos e
marinhos, costeiros e oceanicos, pelagicos e demersais, aguas rasas e mares profundos (CAMHI
etal., 1998; COMPAGNO, 1991; HOLMGREN e NILSSON, 1999). A historia de vida de um
organismo é determinada pelas caracteristicas bioldgicas do seu ciclo de vida e pelas estratégias
que influenciam a sua sobrevivéncia e reproducdo. Tubardes e raias sdo caracterizados, em
geral, por apresentarem baixa fecundidade, ciclo de vida longo, reproducdo complexa e
maturacao tardia, além de serem k-estrategistas e ocuparem o topo da cadeia trofica (STEVENS
et al., 2000). Este conjunto de caracteristicas resulta em baixo potencial reprodutivo e baixa
taxa intrinseca de crescimento populacional (HOENING e GRUBER, 1990; SMITH et al.,
1998). InformacgOes detalhadas sobre a historia de vida e dindmica reprodutiva dos
elasmobranquios, entretanto, estdo disponiveis apenas para algumas espécies, principalmente
para aquelas de maior importancia comercial. Tal fato é resultado tanto da baixa prioridade
dada a pesquisa de peixes cartilaginosos, quanto da dificuldade consideravel de coleta de dados
para muitas espécies, particularmente para aquelas com distribuicdo restrita a ambientes de
aguas profundas (CAILLIET et al., 2005).

Segundo Weigmann (2016) foram descritas cientificamente 1.188 espécies de
Chondrichthyes no mundo, compreendendo 16 ordens, 61 familias e 199 géneros. O grupo das
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raias apresenta a maior riqgueza com no numero de espécies (630), seguida pelos tubardes (509)
e quimeras (49). As ordens de tubardo mais representativas foram Carcharhiniformes e
Squaliformes com, respectivamente, 284 e 119 espécies. Do total de espécies, 190 (16%) tem
registro de ocorréncia para a regido sudoeste do Oceano Atlantico, sendo 166 espécies marinhas
e 24 espécies duciolas.

Tomando-se como ponto de partida a monografia Fauna Braziliense de Miranda Ribeiro
(1907) e analisando-se as principais publicacdes produzidas no Brasil e em outros paises
americanos, com respeito ao nimero de espécies de tubardes, raias e quimeras registradas na
costa brasileira, um levantamento acerca da diversidade deste grupo foi elaborado por Rosa e
Gadig (2014). Nesta compilacéo faunistica, os autores registraram a ocorréncia de 12 ordens,
36 familias, 79 géneros e 165 espécies, incluindo, pelo menos, 15 espécies ndo descritas e/ou
ainda ndo identificadas de forma conclusiva. Tratando-se apenas de espécies marinhas, o indice
de diversidade € semelhante em ambos os trabalhos.

Das 165 espécies registradas por Rosa e Gadig (2014), 69 sdo de profundidade, ou seja,
tem seu ciclo de vida prioritariamente abaixo dos 200 m de profundidade. Em um levantamento
realizado por Rincon et al (2017), além dessas, mais nove espécies foram contabilizadas,
totalizando 78 espécies de tubardes, raias e quimeras de profundidade o que corresponde a 45%
do total de Chondrichthyes registrado para o pais. Resultado similar a taxa mundial para as
espécies de Chondrichthyes que habitam o oceano profundo (REFERENCIAR).

Resultante, em sua maior parte do REVIZEE, o conhecimento acerca da diversidade de
elasmobranquios de profundidade no Brasil ainda é fragmentado, baseando-se principalmente
em registros ocasionais provenientes da pesca comercial ou cientifica, de forma que a fauna
acompanhante de elasmobranquios dessas pescarias é constituida de espécies com aspectos
bioldgicos e ecoldgicos ainda pouco conhecidos.

Em Pernambuco, praticamente todos os levantamentos de espécies até hoje realizados
tém se concentrado em areas rasas, ndo avancando para aguas profundas, de forma que o atual
conhecimento sobre a fauna de profundidade é ainda bastante incipiente. Assim sendo, no
ambito do PROJETO ECOLOGIA E PESCA DE ESPECIES PELAGICAS OCEANICAS E
DEMERSAIS DE PROFUNDIDADE NA COSTA NORDESTE E ILHAS OCEANICAS DO
BRASIL fomentado pela Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), este trabalho visa analisar as espécies de elasmobranquios demersais de
profundidade (>200m) do talude continental do Estado de Pernambuco, a fim de identificar as
espécies capturadas e analisar as suas distribuicGes batimétricas e abundancias relativas,
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correlacionando as mesmas com informagdes bioldgicas, a fim de contribuir para uma maior

compreensdo dos processos ecoldgicos dos ecossistemas de aguas profundas de Pernambuco.

Objetivos

Objetivo geral

Identificar as espécies de elasmobranquios demersais de profundidade capturadas na no
talude continental do Estado de Pernambuco e analisar a sua distribuicao e abundancia relativa,
correlacionando as mesmas com informacdes bioldgicas sobre a reproducéo, com foco nas
espécies da familia Squalidae, em razdo da grande lacuna de informac@es ainda existente sobre
elas.

Objetivos especificos

. Identificar as espécies de elasmobranquios capturadas com espinhel e armadilhas de
fundo em aguas profundas (200 — 600 m) no talude pernambucano;

. Avaliar a estrutura da populagdo com base no tamanho (morfometria), sexo e variacoes
espaciais e sazonais, com foco nas espécies da familia Squalidae;

. Descrever o ciclo reprodutivo das espécies da familia Squalidae.

Metodologia

Area de Estudo

A fisiografia dos fundos marinhos brasileiro € marcada por uma plataforma continental
com amplitudes de comprimento variando entre 8 km, ao largo de Salvador, e 330 Km, na foz
do Rio Amazonas; talude continental com declividade média de 4 a 5°, sendo alguns trechos
profundamente escavados (canyons e vales) e outros com grandes extensdes aplainadas, como
os platés marginais de Sdo Paulo e de Pernambuco; e, por fim, 0 sopé continental, cuja transi¢cdo
do talude decorre suavemente a partir do intervalo 2.800-3.600 m de profundidade. A partir dai
inicia a bacia oceénica propriamente dita (COUTINHO, 2000).

A plataforma continental do Estado de Pernambuco apresenta, na sua quase totalidade,
largura reduzida (média de 35 km), declive suave, quebra da plataforma entre 50-60 m de
profundidade, aguas relativamente quentes, salinidade elevada (MANSO et al., 2003) e o fundo
de algas calcarias domina a area. J& o talude continental € muito abrupto em sua parte superior

assumindo a inclina¢do mais suave a partir de 500 m (KEMPF, 1970). Na area correspondente
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ao plat6é de Pernambuco a plataforma alcanga 46 km de largura, com declividade minima 1,5
m/Km, nivel superior situado entre 700 e 1.250 m de profundidade, além de um terraco inferior
entre 2.000 e 2.400 m. Neste trecho, a largura do talude, que varia de 56 a 140 km, atinge sua
maior amplitude (COUTINHO, 2000).

As operacdes de pesca foram realizadas entre outubro de 2014 e margo de 2018, no talude
continental, a cerca de 35 km da costa de Pernambuco (7°15°457-9°28’18”S e 34°48°35”-
41°19°54”W) (Fig. 1), a bordo do Barco de Pesquisa “Sinuelo”, que possui 13 m de
comprimento, 3,40 m de boca, motor: MWM 6¢-229, e capacidade da urna de 4.000 kg, com

autonomia para navegacao na plataforma e no talude continental.

Métodos de Coleta

Foram utilizados dois aparelhos de pesca diferentes: espinhel e armadilhas de fundo (Fig.
2). O espinhel, do tipo horizontal de fundo, era composto por 25 linhas secundarias de poliamida
(PA) de 200 mm, com linha principal de poliamida de 12 mm de didmetro e anzdis 13/0 e 9/0,
com distancia de 4 m. Dois tipos de armadilhas de fundo foram utilizados: Padréo | e Padrdo
I1. O padrdo I, utilizado no Programa de Avaliacdo do Potencial Sustentavel de Recursos Vivos
na Zona Econdmica Exclusiva (REVIZEE) na regido Nordeste, foi empregado nos trés
primeiros anos de coleta. O padré@o Il seguiu 0 modelo usado pelo Projeto TAMAR. No
primeiro, a estrutura das armadilhas era de ferro galvanizado, com tela em poliamida 210/36,
malha de 10 mm entre nds, e dimensdes de 200 x 90 cm (grande), 120 x 60 cm (média) e 100
X 60 cm (conico-redonda), dispostas alternadamente na sequéncia: grande, média e redonda,
distando 20 m uma da outra. As armadilhas do padrdo Il eram de formato cilindrico, estrutura
de ferro galvanizado com revestimento em PVC, didmetro do fio de 2,5 mm, dimensdes de 120
X 60 cm, coberta por tela de poliamida com malha de 10 mm entre nés. Como isca foram
utilizadas a sardinha, Sardinella brasiliensis (Steindachner, 1879) ou a cavalinha, Scomber
scombrus Linnaeus, 1758.

O lancamento dos aparelhos de pesca era efetuado no inicio da manha e/ou no cair da
tarde, sendo recolhidos ap6s um tempo de imersdo médio de dez horas (+/-2). Em cada
langcamento foram anotadas as coordenadas geograficas, a data e a hora de inicio e do fim do
lancamento e do recolhimento, profundidade (m), tipo de aparelho de pesca e o tempo de

imersao.
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Google Eart

Figura 1- Mapa da regido nordeste do Brasil com destaque para area de amostragem demersal
de profundidade na costa de Pernambuco (7°15°457-9°2818”S e 34°48°35”- 41°19°54”W). O
retdngulo branco realca a regido do talude. Fonte: Google Earth

Figura 2- Representacdo grafica dos aparelhos de pesca. (A) espinhel, (B) armadilhas de fundo
padrdo Il. *A ilustracdo ndo representa a escala real dos elementos.

Identificacéo
Todos os individuos capturados foram acondicionados em gelo e transportados para o
Laboratdrio de Oceanografia Pesqueira (LOP) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
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(UFRPE). Os espécimes foram identificados até o menor taxon possivel, utilizando-se as chaves
de Bigelow e Schroeder (1953), Compagno (2001), FAO (2015), Gomes et al (2010), Last et
al., (2007), Soares et al. (2015) e Viana et al. (2016). Ap0s a identificacdo, todos os exemplares
foram etiquetados, medidos (comprimento total- CT e padrdo- CP, em cm), pesados (peso total-
PT e eviscerado- PE, em gramas) e sexados. Espécimes-testemunho foram fixados em formol
a 10% e conservados em alcool 70% para que fossem depositados em cole¢des zooldgicas e
didaticas. Todos os demais foram eviscerados para retirada do aparelho digestorio, aparelho
reprodutor, vertebra/espinho, além de amostras de tecido muscular (1 cm?) e nadadeira para

andlise genética.

Biodiversidade e aspectos reprodutivos

Ao longo de 24 cruzeiros foram efetuados 52 lances de pesca, nos quais sete espécies
foram capturadas, totalizando 261 exemplares. Squalus cubensis (47%) foi o tdxon que
apresentou o maior numero de individuos, seguidos pelos Scyliorhinus sp. e Squalus bahiensis
(ambos com 20%) e Cirrhigaleus asper (9%). As espécies Mustelus canis, Carcharhinus

signatus e Heptranchias perlo corresponderam a 3% do total (Tab. 1, Fig. 3 a5).

Tabela 1- Lista de espécies de elasmobranquios de profundidade capturados na costa de
Pernambuco no periodo de outubro de 2014 a margo de 2018. CT - comprimento total (cm);
Min. — Minimo; Max. — Maximo; Méd. — Médio.

Nome Cientifico Familia Frequéncia T T T
Relativa (%) Min. Max. Med.
Carcharhinus signatus Carcharhinidae 003 01,16 112,8 135,7 1239
Mustelus canis Triakidae 005 01,93 103,5 1125 108,0
Scyliorhinus sp. Scyliorhinidae 052 19,69 28,8 53,8 43,1
Heptranchias perlo Hexanchidae 001 00,39 - - 98,5
Cirrhigaleus asper Squalidae 024 09,27 57,8 1076 934
Squalus cubensis Squalidae 124 47,49 22,7 86,0 54,22
Squalus bahiensis Squalidae 052 20,08 46,6 91,2 79,80
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Figura 3- Localizacdo dos pontos de coletas de profundidade no talude continental de
Pernambuco, no periodo de outubro de 2014 a marco de 2018. Os circulos vermelhos

representam os lances de pesca.
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Figura 4- Distribuicdo mensal de captura das espécies de elasmobranquios da costa de
Pernambuco, no periodo de outubro de 2014 a marco de 2018.
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Figura 5- Representantes da fauna de elasmobranquios capturados nas prospeccdes realizadas
na costa do Estado de Pernambuco. Carcharhiniformes: (A) Carcharhinus signatus; (B)
Mustelus canis; (C) Scyliorhinus sp.; Hexanchiformes: Heptranchias perlo (D);
Squaliformes: (E) Cirrhigaleus asper, (F) Squalus cubensis e (G) Squalus bahiensis. Escala=
10 cm, exceto pra Scyliorhinus sp. (escala =5 cm).
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Carcharhinus signatus (Poey, 1868)

Os individuos dessa espécie foram capturados nos meses de fevereiro e maio, entre 200
e 267 m de profundidade, com espinhel horizontal, incluindo 1 fémea e 2 machos, todos juvenis
com comprimento total (CT) e peso total (PT) variando respectivamente entre 112,8 e 135,7
cme 8,4 e 14,1 kg, A fémea apresentou as glandulas oviducais indiferenciadas do oviduto, com
ovarios filiformes e Uteros imaturos. Os machos tinham clasper flexivel, com margem livre
reduzida, testiculos ainda pouco diferenciados do érgédo epigonal, ampola do ducto deferente
vazia e epididimo pouco desenvolvido. E possivel observar uma grande quantidade de 6rgéo

epigonal (Fig. 6).

Figura 6- Individuo macho de Carcharhinus signatus. O circulo salienta o aparelho reprodutor

e a seta a margem livre do cléasper.

Mustelus canis (Mitchill, 1815)

Assim como C. signatus, a abundancia relativa de M. canis foi bastante reduzida, com
apenas 5 individuos do sexo masculino, representando menos do que 2% da elasmofauna
capturada. Os individuos foram pescados nos meses de marco e agosto, entre 354 e 400 m de
profundidade, apenas com espinhel horizontal. Todos os individuos encontravam-se maduros,
com clasper bem desenvolvido (Fig. 7) e CT variando entre 103,5 e 112,5 cm (Tab. 1).

26



ROQUE, P.C.G. Prospeccéo Pesqueira e Ecologia de Tubardes de Aguas Profundas de Pernambuco - Brasil

Figura 7- Clasper de Mustelus canis capturado na costa de Pernambuco. Escala = 10cm.

Scyliorhinus sp. Blainville, 1816

Foram capturados 52 individuos de Scyliorhinus sp., com CT variando entre 28,8 e 53,8
cm. Os machos foram fortemente predominantes nas capturas, resultando em uma proporgao
sexual de 1:2. Do total de individuos coletados, 5 foram retidos para colecdo e os demais foram
eviscerados para analise dos aspectos reprodutivos. As fémeas (19) em sua maioria estavam
imaturas (9), uma estava em desenvolvimento, quatro estavam aptas a se reproduzir e 2
apresentavam ovario com ovaécitos em regressao e Uteros flacidos caracterizando o estagio de
poés-postura. Entre os machos (33) prevaleceram os individuos maduros (18), com claspers
completamente calcificados, testiculos bem desenvolvidos, com pouco ou nenhum 6érgédo
epigonal e presenca de liquido seminal. Apenas um exemplar encontrava-se em estagio de
desenvolvimento, enquanto 14 estavam imaturos, com clasper ndo calcificado e auséncia de

liquido seminal.

Heptranchias perlo (Bonnaterre, 1788)

Apenas uma fémea dessa espécie foi amostrada tendo sido retida para colecdo. O
especime, com 98,5 cm de CT, foi capturado no més de marco com espinhel horizontal, em
uma profundidade de 354 m. Segundo Paul e Fowler (2003) a espécie é ovovivipara, com
tamanho de primeira maturacdo das fémeas variando entre 90,0 e 105,0 cm de CT, o que

significa que a fémea capturada se encontrava possivelmente madura.
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Cirrhigaleus asper (Merrett, 1973)

As capturas dessa espécie foram realizadas em profundidade entre 229 e 500 m, nos meses
de janeiro a marco, julho, agosto, outubro e novembro, utilizando tanto o espinhel (18) quanto
0 covo (6). Foram capturados 24 individuos desta espécie, dos quais dois machos e duas fémeas
foram retidos para colecdo. O CT dos espécimes variou entre 57,8 e 107,6 cm, com um CT
médio de 93,5 cm tanto para os machos, quanto para as fémeas. Todas as fémeas (10) se
encontravam em estagio inicial de maturacdo, com o ovario pouco desenvolvido e os Uteros e
glandulas oviducais ainda indiferenciados (Fig. 8). J& entre os machos, apenas trés individuos
estavam imaturos, com clasper ndo calcificado ou parcialmente calcificado, enquanto os demais

(10) j& estavam maduros com clasper completamente calcificado e presenca de liquido seminal
(Fig. 9).

Figura 8- Fémea imatura de C. asper capturada na costa de Pernambuco em processo de

evisceracao e respectivos ovarios.

TR

Figura 9- Registro fotogréafico do clasper ndo calcificado (A) e completamente calcificado
(B) de machos de C. asper capturados na costa de Pernambuco.
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Squalus bahiensis Viana, Carvalho e Gomes, 2016

Foram capturados 52 individuos, sendo 30 com espinhel e 22 com armadilhas, na faixa
de profundidades entre 233 e 412 m. A proporcdo sexual foi de 17 fémeas para 1 macho,
havendo uma predominancia clara das fémeas. Seis espécimes-testemunho (quatro fémeas e dois
machos) foram depositados em cole¢es zooldgicas e didaticas. O Unico exemplar macho
eviscerado foi capturado em abril, apresentando peso total de 500 g e comprimento total de 46,6
cm, ja se encontrando sexualmente maduro, com o clasper completamente calcificado e
aparelho reprodutor apto a se reproduzir. Os outros machos retidos mediam 51,1 e 72,0 cm de
CT, apresentando clasper semelhante ao eviscerado. As fémeas (49) tiveram o CT variando de
57,6a91,2cm, e PT entre 859,7 e 3.600,0 g. Apenas 9% delas estavam imaturas, com as demais
ja tendo atingido a fase adulta, encontrando-se aptas a se reproduzir. As fémeas maternas
representaram 86% da amostra e apresentaram de 1 a 5 ovos ou embrides em cada Utero, sendo
mais comum apresentar 3 ou 4 (Fig 10). Eles estavam presentes em todos 0S meses com excecao

de maio, novembro e dezembro, periodo no qual ndo houve captura da espécie.

Figura 10- Aparelho reprodutor e respectivos embrides de fémeas maternas de Squalus
bahiensis, em diferentes estagios de desenvolvimento, capturadas na costa de Pernambuco.
G.0. — Glandula Oviducal, OV — Ovério, UT — Utero, VI — Vitelo.

Squalus cubensis Howell Rivero, 1936
Os individuos dessa espécie foram os mais abundantes, razéo pela qual seréo tratados de

forma mais detalhada no terceiro capitulo.
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Biodiversidade, Conservacéao e Colecdes cientificas

O termo biodiversidade, “diversidade biologica”, refere-se a variedade de vida na Terra
em todos os seus niveis, desde a variacdo genética aos ecossistemas de que fazem parte,
podendo abranger os processos evolucionarios, ecologicos e culturais que sustentam a vida
(DIRZO e MENDOZA, 2008).

O Brasil esté localizado na regido Neotropical, destacada como a mais rica e diversificada
do mundo para diversos grupos de animais (MARQUES e LAMAS 2006; MITTERMEIER,
1988). Nas Gltimas décadas houve um declinio da biodiversidade em todo o mundo (FIGUEIRO
e ARNOBIO, 2011), com o Brasil, que responde por cerca de 20% desta diversidade, tendo
sido um dos mais afetados (ARANDA, 2014).

A biodiversidade constitui 0 objeto de estudo de pesquisadores em todo o mundo, que
tém, nas colecdes cientificas, uma de suas principais fontes de informacdo (PRUDENTE, 2003).
Organizadas de maneira sistematica, as cole¢des cientificas disponibilizam um grande volume
de informagbes, desde a procedéncia do material até a sua identificacdo taxondmica,
constituindo, assim, um acervo de grande valor para os estudos de caracterizacdo da
biodiversidade e dos impactos ambientais enfrentados pelos mais variados ecossistemas.
Peixoto (2012) estima que 26 milhdes de espécimes estejam retidos em cole¢des no Brasil.

Varios esforcos tém sido empenhados em todo o mundo com o objetivo de amplificar o
conhecimento acerca dessa fauna de aguas profundas (AGUZZI et al., 2019; CARVALHO-
FILHO et al., 2011; FUJITA et al., 1993; ROSS e QUATTRINI, 2007; SOARES et al., 2016),
apesar das dificuldades logisticas envolvidas na exploracdo desse ambiente. Mais recentemente,
trabalhos realizados na esfera do Programa de Avaliacdo do Potencial Sustentavel dos Recursos
Vivos na Zona Econdmica Exclusiva (REVIZEE) e outros projetos de pesquisa (e.g. COSTA
etal., 2005, 2007; FIGUEIREDO et al., 2002; MELO 2007; MELO et al., 2009; MINCARONE
et al., 2008; NUNES et al., 2016, 2017; PAIVA et al., 2011; PIRES et al., 2019) ampliaram de
forma significativa o conhecimento da fauna de profundidade e sua biologia em aguas
brasileiras.

No intuito de tornar acessivel para estudos futuros, exemplares (ou parte destes) de todas
as espécies foram depositados como espécimes-testemunho em cole¢des zooldgicas e didaticas.
No total, 26 individuos inteiros e 4 partes rigidas (condrocranio e cintura pélvica) provenientes
do presente estudo foram retidos no Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo
(MZUSP), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e do Museu de Oceanografia da
Universidade Federal de Pernambuco (MOCH- UFPE), assim como da colec¢do didatica do
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Nucleo de Educagdo Ambiental (NEA) do Laboratério de Oceanografia Pesqueira (LOP) da
UFRPE (Tab. 2).

Tabela 2- Elasmobranquios demersais de profundidade retidos para cole¢des zooldgicas. F —
fémea; M — macho; CT — comprimento total (cm); MZUSP - Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo; MOCH - Museu de Oceanografia Prof. Petronio Alves Coelho da

Universidade Federal de Pernambuco.

Espécie Quantidade | CT (Min. — Max.) Item Inst-ituic,:éc->
Destinataria
Carcharhinus signatus 1M 135,7 Cabeca UFRPE
Mustelus canis 1M 112,5 Exemplar MOCH
1M 48,5 Exemplar MZUSP
Scyliorhinus sp. 2M 37,4-51,7 Exemplar MOCH
1F, 1M 36,7 —45,9 Exemplar UFRPE
Heptranchias perlo 1F 98,5 Exemplar MOCH
1F, 1M 94,5 -106,8 Exemplar MZUSP
Cirrhigaleus asper 3F, 1M 84,5-107,6 Condrocréanio UFPB
1F, 1M 57,8 -88,0 Exemplar MOCH
Squalus bahiensis 1F, 1M 72,0-82,5 Exemplar MZUSP
3F, 1M 51,1-84,8 Exemplar MOCH
2F, 2M 24,8 - 60,4 Exemplar MZUSP
Squalus cubensis 3F 55,9 -62,0 Exemplar MOCH
1F, 1M 50,7 -59,5 Exemplar UFRPE
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Capitulo 11 - Morphological and molecular analyses of the Cuban dogfish Squalus
cubensis Howell Rivero, 1936 (Squaliformes: Squalidae) in the southwestern Atlantic

Ocean.
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Abstract

In this study, twenty seven specimens of the Cuban dogfish, Squalus cubensis, caught
on the continental slope the northeast coast of Brazil, were identified by combining
morphologic and genetic methodologies. The species is morphologically characterized by
having a short snout (PRN 4.5% TL < INFL 4.9% TL), short dorsal fins, similar spine base
width in both dorsal fins (D1BS 1.0% TL and D2BS 0.9% TL). Dorsal caudal margin
corresponding to approximately one-fifth of the TL (20.9%). The predominantly light-grey
coloration on fresh specimens is uniform dorsally. The first dorsal fin is dark grey with a very
narrow black apical margin and free rear tips with narrow white edge, being very similar to the
second dorsal fin, except for the occasional presence, sometimes, of a white spot on the apex
of the posterior margin. The caudal fin has a clearly defined white posterior margin, with a dark
grey caudal bar at fork height and a slightly visible caudal stripe. Total vertebrae number (110-
112) is relatively low, including exactly 41 monospondylous. The pairwise interspecific
distance (COI) was 0.002+0.002 between North Atlantic S. cubensis and the samples of the
present study. Measurements and counts for examined specimens are provided and compared
with those available in the literature.

Keywords: Brazil, DNA barcoding, Elasmobranchii, Taxonomy.
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Introduction

Squaliformes is the second most diverse order of sharks, including six families and 140
species (Fricke et al., 2019). Members of the family Squalidae are characterized by the presence
of spines in both dorsal fins and the absence of the anal fin (Compagno, 1984). It is the second
most diversified family of the order (Fricke et al., 2019), including 39 species, holding the
largest number of species described in the last decade, with 11 new descriptions (Daly-Engel et
al. 2018; onranos. 2019; Pfleger et al. 2018; Viana et al. 2016, 2017a, 2017b; White &
Iglésias, 2011). With a highly conservative morphology, the genus Squalus Linnaeus, 1758
exhibits a great overlap of morphological characters (Last et al., 2007 a, c). Because of that,
Squalus species are often recognized in groups - Squalus acanthias group, S. megalops group
and S. mitsukurii group (Compagno et al., 2005) - according to morphometric and meristic
characteristics, although these do not necessarily represent monophyletic groups.

Representatives of the “S. megalops group” are characterized by bilobate nostril,
distance from snout tip to nostril (PRN) smaller than the distance from nostrils to upper labial
furrow (INFL), pectoral fins with pointed free rear tips and a concave posterior margin, lower
dorsal fins, unicuspid dermal denticles, and caudal fin with a white border on its posterior
margin. In southwestern Atlantic Ocean (SWAO), specimens recorded of this group have been
identified as S. blainville (Risso, 1827) (Ribeiro, 1907, 1923), S. cubensis Howell Rivero, 1936
(Bigelow & Schroeder, 1948; Sawdosky & Moreira, 1981), S. megalops (Macleay, 1881)
(Hazin et al., 2006; Ivanoff & Vooren, 2015; Rosa & Gadig, 2014; Vooren & Kotas, 1985),
and, more recently, as S. albicaudus Viana, Carvalho & Gomes, 2016 (Viana et al., 2016;
Rincon et al., 2017). In addition, they have been recognized as a complex of species called

“megalops” (Compagno et al., 2005) or “megalops-cubensis” (Last et al., 2007¢).
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Compagno et al. (2005) described the distribution of Squalus blainville as restricted to
the Mediterranean Sea and Eastern Atlantic Ocean. S. megalops is the first species of the group
to be reported in Australian waters (Last et al., 2007c¢). S. cubensis is recorded in the Caribbean,
with its occurrence being extended to the coast of Brazil (Cadenat & Blache, 1981, Sadowsky
& Moreira, 1981). S. albicaudus, in turn, occurs in warm tropical waters of Brazil coast, from
the states of Bahia, Espirito Santo and Séo Paulo (Viana et al, 2016).

More recent taxonomic revisions of the genus Squalus resulted in the resurrection or re-
description of several species (Duffy & Last 2007; Ebert et al., 2010; Last et al., 2007a; Viana
& Carvalho 2016, 2018). In Brazil, the genus was recently revised by Viana et al. (2016),
resulting in the description of four new species: S. albicaudus, S. bahiensis, S. lobularis e S.
quasimodo; in addition to the confirmation of the occurrence of S. acanthias Linnaeus, 1758.
This work, however, was largely based on samples from museum collections that did not allow
molecular analysis and whose colouration and morphological measurements may differ
considerably from fresh specimens.

In recent years, genetic markers have been widely used as a molecular tool for species
identification (Torres et al. 2015, Serrano et al. 2018), helping to elucidate several taxonomic
complex groups (e.g., Last et al., 2016; Lim et al., 2015; Marceniuk et al., 2019). Ward et al.
(2007) used DNA barcoding to confirm the existence of a new species of Squalus, ratifying the
efficiency of this tool to distinguish species in groups with a high morphological similarity.
Naylor et al. (2012) and Verissimo et al. (2016) assessed the DNA sequences of specimens of
Squalus obtained from the southwestern Atlantic Ocean, although the voucher specimens do
not have their species clearly defined.

Here, we assess the DNA barcoding of Squalus cubensis, species described almost a
century ago and, until now, low understood, and provide a multi-tool approach, combining

morphological, meristic and molecular tools, to reassert it records in the southwestern Atlantic.
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Materials and Methods

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo) of the Brazilian
Ministry of the Environment (permit no. 39978-4 and 13843-1), Commission of Ethics on the
Usage of Animals from the Federal Rural University of Pernambuco (license no. 044/2016;
protocol no. 23082.025801/2015) approved data used in this research and capture methods.

Specimens were collected off Pernambuco (8,099°-8,172°S/ 34,534°- 34,570°W)
(Figure 1), during five research cruises conducted between April 2017 and March 2018, in
depths ranging from 200 to 400 m. All catches were made with cylindrical traps (120 cm height

and 60 cm diameter), or by a demersal longline containing 50 hooks 9/0.

ATLANTIC
(EAN

| PESNAMEUCO ‘A

Figure 1. Geographical distribution of S. cubensis caught in the southwestern Atlantic (black
triangles).
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Morphometric measurements were made using a digital calliper, for sizes up to 150 mm,
and by measuring tape, for larger, following Compagno et al (2005) and Last et al. (2007b), and
were expressed as percentages of total length (%TL). The measurements (Appendix 1) of adult
specimens (A) were compared to Squalus albicaudus from the southwestern Atlantic Ocean,
off Brazil (BY), S. cubensis from the North Atlantic Ocean of Caribe (D?) and Gulf of Mexico-
GOM (EY), provided by Viana et al. (2016); and to S. cubensis paratype MCZ 1461-S (C?), and
S. megalops from Indo-Pacific Ocean, South-eastern Australia (F?), provided by Last et al.
(2007c). In order to minimize the ontogenetic bias, whenever possible, juveniles were removed

from the morphological analyses, which occurred for columns A, B* and C2.

Due to a clear difference in the shape of the nostril, anterior nasal flap with rather large
posterior secondary lobe, and tricuspid dermal denticles (Marouani et al., 2012), S. blainville

was excluded from the comparative morphometric analyses.

The description of coloration follows Last et al. (2007b) based on fresh specimens,
about 48h after capture, aiming to differentiate fresh samples from preserved ones. Vertebral
meristic data (monospondylous; total, precaudal and caudal vertebrae) were obtained for five
specimens using X-radiographs of Software ImageSuite V4. Of these, dermal denticles and
tooth shape and row counts were taken directly from specimens or photographed by
stereomicroscopy Leica EZ4W, according to Viana et al. (2016).

After measurement, the specimens were gutted for the collection of the reproductive
organs, which were evaluated according to ICES (2012). Five specimens, however, were
preserved whole in 10% formalin, at the ichthyologic collection of the Museu de Zoologia da
Universidade de Sdo Paulo (MZUSP) and the Museu de Oceanografia Prof. Petronio Alves
Coelho (MOCH) of the Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). These include 514 mm
female (MZUSP-125024), 614 mm female (MZUSP-125025), 620 mm female (216FC0218),
592 mm female (225FC0218) and 559 mm female (233FC0218). In addition to the
morphometric and meristic data, genetic analyses of DNA barcoding were used for molecular
identification of collected samples, with gene cytochrome c¢ oxidase subunit | (COI).

All tissue samples were deposited at the Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes,
Botucatu, Brazil (see Suppl.1). Total DNA was obtained using a DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Germany), following the manufacturer’s instructions. Polymerase chain
reaction of mitochondrial gene COI, was carried out in a 12.5 pL reaction volume containing
1.25 uL of 10x PCR buffer, 0.25 pL MgCI2 (50 mM), 0.2 uL. dNTPs (2 mM), 0.5 pL of each
primer (10 uM), 0.1 pL of 1.25 U Taq platinum DNA polymerase, and 1 pL DNA template
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(100 ng). PCR cycling was performed as follows: 94°C for 5 min; 30 cycles of 94°C for 40 sec,
52°C for 30 sec, 72°C for 1 min; and 72°C for 8 min, using the primers described by Ward et
al. (2005). Subsequent PCR products were visualized on 1% Agarose gel and purified using
ExoSAP-IT (USB Europe GmbH, Staufen, Germany) at 37°C for 60 min followed by 80°C for
15 min. The bi-directionally sequenced was performed using the BigDye Terminator v.3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Inc.) on an ABI 3730 capillary sequencer

following the manufacturer’s instructions.

The sequences were aligned in Geneious 4.8.5 (Kearse et al., 2012) and are available in
GenBank accession numbers (see Suppl. 1). The index of substitution saturation was obtained
through DAMBE?7 (Xia, 2018), and genetic distances were calculated using MEGA X (Kumar
et al., 2018). All sequences were binned into species groups and the overall mean distance
(distance among all specimens), the intraspecific distances (among specimens of each species
group) and interspecific distances (among species groups) were calculated using the Kimura-2-
parameters (K2P) model and 1,000 bootstrap replicates. Groups were ordered based on
preliminary topologies (Neighbor-joining and maximum likelihood- ML- analyses). A
consensus Neighbor-joining (NJ) tree based on 1,000 bootstrap replicates was generated using
MEGA X. The maximum likelihood (ML) analysis was performed in RAXML v7.2 (Stamatakis
et al. 2014), using the best-fit model of nucleotide evolution for our data, the HKY+I model
(Hasegawa Kishino Yano+ Invariant sites), estimated by PartitionFinder (Lanfear et al. 2012),
a maximum parsimony starting tree, and a posteriori analysis of bootstrap with the autoMRE
function (Pattengale et al. 2009).

The COI sequences for S. cubensis from North Atlantic Ocean (Gulf of Mexico, EUA),
S. megalops from Indo-Pacific Ocean (Australia) and S. brevirostris Tanaka, 1917 from East
China Sea (Japan) deposited in the database Barcode of Life Data (BOLD) were inserted in this
study (see Suppl. 2). The species Cirrhigaleus asper (GNSHK146) was used as outgroup.

Results

Squalus Linnaeus, 1758
Squalus cubensis

(Figs. 2-5; Tabs. 1-2)
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Common names: Cuban dogfish

Specimens have a relatively short head length (HDL 17.4%, 16.1 - 18.5% TL) with
proportionate snout (PRN 4.5%, 3.4 - 5.0% TL < INFL 4.9%, 4.4-5.5% TL) (Figure 2B), eyes
inserted in the anterior region (POB 7.0%, 6.4 - 8.5% TL), eye socket length 1.4 to 2.7 times
greater than their height, tiny spiracles (SPL 1.2%, 1.0 - 1.5% TL), first gill-slit height ever
lesser than fifth gill-slit height (GS1 2.0%, 1.2 - 3.4 % TL < GS1 2.3%, 3.0 - 1.5% TL), and
head height from 0.6 to 0.9 times its width. The elongated body have precaudal length (PCL)
ranging from 78.4 to 82.9% (80.0%) of TL, dorsal caudal margin corresponding to
approximately one-fifth of the TL (CDM 20.9%, 18.9 - 22.8% TL.), values similar to the direct
distance from snout tip to exposed base of pectoral fin (PP1 20.7%, 19.4 - 22.9% TL).

Pectoral fins with pointed free rear tips (P1P 11.7%, 9.6 - 13.3% TL), posterior margin
strongly concave and anterior margin (P1A 13.9%, 12.0 - 16.2% TL) 1.5 to 1.9 times greater
than their inner margin. Dorsal fins are short (D1H 7.2%, 6.6 - 8.7% TL >D115.7%, 4.4 - 7.1%
TL; D2H 4.2%, 3.1 - 5.4% TL < D21 4.7%, 3.4 - 5.6% TL). In the second dorsal fin, the inner
margin is larger than their height. Both dorsal fin-spine base widths presented very similar
values (D1BS 1.0%, 0.7-1.5% TL, D2BS 0.9%, 0.6-1.5% TL) (Table 1).

Total vertebrae number (110-112) relatively low, including exactly 41 monospondylous
centra for all individuals analysed, with 27-28 caudal vertebral centra and 82-85 precaudal
centra (Table 2; Figure 3). Dermal denticles unicuspid and lanceolate. Teeth similar in the upper
and lower jaw, with two to three rows in both jaws: 12/13-12/14 in the upper row and 11-11/12

in the lower one (Figure 4).

Predominantly light-grey, coloration on fresh specimens is uniform dorsally, clearing
gradually towards the ventral surface. At their insertion, the pectoral and pelvic fins appeared
very pale, becoming white throughout their ventral extension. Light and dark areas were not
well differentiated (Figure 2A). First dorsal fin is dark grey, whitening to the fin center, with a
very narrow black apical margin extending up to about two-thirds of the anterior margin and
up to less than two-thirds of the posterior margin, and free rear tips with narrow white edge
(Figure 2C). The second dorsal fin is very similar to the first one, sometimes with a white spot
on the apex of the posterior margin and a narrower white border, more prominent on the free
rear tip (Figure 2D). Dorsal-fin spines vary from dark grey anteriorly to light grey in the
posterior region. Pectoral fins have a whitish posterior border, with a gradient of grey until the
base, becoming pale before merging with the ventral coloration. The pelvic fin upper surface
was grey. The caudal fin have a clearly defined white posterior margin, with a dark grey caudal
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bar at fork height, between the upper and lower lobes, and no basal margin, with a slightly
visible caudal stripe (Figure 2E). In preserved specimens, the predominantly grey coloration in
the fresh specimens turned to brownish and light and dark areas are more sharply differentiated.

Figure 2. Female of Squalus cubensis (adult, 610 mm TL), from Pernambuco, Brazil. A- side
view, B- ventral view of the head, C- first dorsal fin, D- second dorsal fin, E- caudal
fin. The arrows indicate the most striking features of the colouration pattern, except
for B in which it scales the distance PRN < INFL.

Figure 3. Digital radiography of Squalus cubensis (225FC0218, adult female, 592 mm TL),
caught in Pernambuco, Brazil. ImageSuite V4. Scale bar = 140mm
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Figure 4. Series of functional teeth in upper and lower jaws of Squalus cubensis. A. adult
female, 592 mm TL. B. juvenile male, 256 mm TL.
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Table 1. External measurements expressed as percentage of total length (% TL) for Squalus. (A: Squalus cubensis Southwestern Atlantic; B:
Squalus albicaudus; C, D, E: Squalus cubensis; F: Squalus megalops; Viana et al., 2016; 2Last et al., 2007b)

A B! C? D! - Caribe El- GOM F2-

N Min Max X N Min Max X N Min Max X N Min Max X N Min  Max X
TL(mm) |23 508,0 650,0 600,2 11 440,0 610,0 5315 6830 12 2750 5320 4153 14 2050 650,0 4182 6 373,0 527,0 457,0
PCL 23 784 829 80,0 11 784 825 803 77,9 12 775 816 793 14 76,6 81,5 79,4 6 76.1 793 71.7
PD2 23 456 64,7 61,3 11 578 644 61,4 63,4 12 60,2 64,6 62,3 14 58,9 66,3 62,1 6 606 623 61.6
PD1 23 273 30,2 28,8 11 251 399 295 28,2 12 30,3 434 332 14 294 34,4 31,1 6 29.1 316 30.2
SVL 23 46,1 521 47,9 11 305 559 451 49,0 12 289 508 46,5 14 419 52,5 46,7 6 476  50.1 48.5
PP2 23 43,1 48,5 46,2 11 276 54,2 42,3 49,8 12 43,1 489 45,2 14 40,7 50,8 44,2 6 46.4 49.9 47.4
PP1 23 194 229 20,7 11 20,2 240 217 21,8 12 21,4 447 250 14 195 23,4 22,4 6 204 232 215
HDL 23 16,1 185 17,4 1 174 196 183 21,9 12 204 259 23,0 14 199 24,0 22,9 6 21.0 237 21.9
PG1 23 18,1 225 21,0 11 18,7 247 217 18,4 12 174 216 195 14 171 20,5 19,5 6 17.7 198 18.5
PSP 23 11,6 12,8 12,2 11 117 13,3 12,6 12,6 12 11,7 14,1 13,1 14 10,7 14,8 13,1 6 115 135 12.5
POB 23 64 8,5 7,0 11 6,8 7,8 75 7,6 12 64 8,1 7,3 14 6,8 8,2 75 6 6.4 75 7.0
PRN 23 34 50 45 11 4,3 52 46 46 12 3,9 50 45 14 43 54 4,7 6 3.7 4.1 3.9
POR 23 83 10,2 9,2 11 9.2 11,2 10,0 9,6 12 88 11,1 10,1 14 87 11,8 10,4 6 8.6 9.9 9.1
INLF 23 44 55 49 11 4,6 55 51 - 12 4.7 58 53 14 38 59 52 6 - - -
MOwW 23 64 9,9 7,7 1 6,9 7,9 7,4 6,7 12 70 9,7 8,4 14 7.2 9,4 8,0 6 7.8 8.6 8.1
ULA 23 1.2 2,7 2,1 1 21 2,5 2,3 2,1 12 22 4,3 2,7 14 23 2,8 2,5 6 21 2.4 2.3
INW 23 34 55 4,4 11 36 4,3 4,0 4,5 12 39 4,5 4,2 14 36 4,8 4,3 6 4.3 4.7 45
INO 23 74 8,5 79 1 82 8,7 8,5 8,8 12 75 9,7 9,0 14 78 11,1 9,0 6 8.4 9.8 8.8
EYL 23 26 55 4,5 11 40 53 4,7 12 39 5,0 4,6 14 3.2 6,0 4.4 6 4.4 5.4 4.8
EYH 23 15 3,6 2,2 1 22 2,8 2,5 1,6 12 16 2,9 2,3 14 10 2,7 2,0 6 1.9 2.6 2.2
SPL 23 1,0 1,5 1,2 1 13 2,0 1,5 1,9 12 13 2,0 1,7 14 1,0 2,1 1,6 6 1.0 1.7 1.4

continued on the next page
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A B! C? D! - Caribe El- GOM F2-

N Min Max X N Min Max X N Min Max X N Min Max X N Min  Max X
GS1 23 1.2 34 2,0 1 19 2,3 2,1 1,8 12 12 2,2 1,7 14 1.2 2,4 1,8 6 2.0 2.4 2.3
GS5 23 15 3,0 2,3 1 20 2,8 2,4 2,1 12 17 2,5 2,1 14 19 2,7 2,3 6 21 25 2.4
IDS 23 243 307 25,8 1 228 275 253 25,9 12 224 284 25,1 14 20,0 27,7 24,1 6 240 253 24.8
DCS 23 10,3 12,8 11,7 11 10,7 14,1 11,7 8,5 12 9,7 12,3 11,2 14 10,3 12,0 11,0 6 9.5 10.9 10.4
PPS 23 184 258 22,5 11 154 254 188 - 12 146 229 19,2 14 149 22,7 17,7 6 209 261 22.3
PCA 23 265 324 29,1 11 254 294 275 23,8 12 248 306 271 14 26,2 29,2 21,7 6 245 270 25.6
DI1L 23 116 143 13,3 11 124 145 1372 15,1 12 12,0 137 130 14 126 14,5 13,6 6 13.8 151 14.4
D1A 23 8,3 11,6 10,4 11 9,7 11,2 10,6 12,3 12 91 12,0 10,5 14 95 14,2 11,2 6 11.1 12.4 115
DiB 23 6,2 7,7 7,2 1 7,0 8,7 7,7 9,6 12 6,7 79 7,4 14 6,9 9,3 7,8 6 7.9 8.9 8.2
D1H 23 6,6 8,7 7,3 11 6,8 8,0 75 7,6 12 6,3 8,4 7,3 14 6,6 9,6 8,0 6 6.1 7.4 7.0
D1l 23 44 7,1 57 11 49 6,0 55 5,9 12 51 6,8 6,1 14 54 6,7 59 6 6.1 6.6 6.3
D1P 23 6,6 10,7 8,7 11 8,0 9,4 8,8 9,5 12 71 9,7 8,4 14 75 10,1 9,2 6 6.6 9.0 8.3
D1ES 23 33 4,4 3,8 1 23 4,2 3,6 - 12 25 4,7 3,6 14 21 4,9 3,5 6 2.4 3.3 3.0
D1BS 23 0,7 1,5 1,0 1 07 1,1 0,8 1,1 12 06 1,1 0,9 14 06 1,0 0,9 6 0.7 0.8 0.8
D2L 23 88 12,6 10,8 1 104 12,3 11,2 11,3 12 106 128 116 14 11,0 12,7 12,0 6 11.0 127 12.0
D2A 23 6,2 11,0 8,9 11 88 10,3 9,5 10,5 12 94 11,0 102 14 91 11,8 10,5 6 94 10.6 10.1
D2B 23 41 7,6 6,0 11 57 7,1 6,4 6,5 12 55 79 6,6 14 59 7,7 6,7 6 6.4 75 7.1
D2H 23 31 5,4 4,2 11 49 6,2 5,6 3,8 12 47 6,9 5,8 14 53 7,7 6,2 6 3.6 4.6 4.0
D2l 23 34 5,6 4,7 11 41 52 4,9 5,4 12 47 6,1 53 14 48 6,4 55 6 45 53 4.9
D2P 23 35 5,6 4,7 11 46 6,1 5,2 3,9 12 43 5,8 5,0 14 35 6,0 5,0 6 3.7 53 45
D2ES 23 31 55 4,5 10 34 51 4,5 6,5 12 40 6,0 5,0 14 4.2 6,3 51 6 3.6 5.0 4.3
D2BS 23 0,6 1,5 0,9 11 06 0,9 0,8 0,9 12 07 1,0 0,9 14 08 1,1 1,0 6 0.8 0.9 0.8
P1A 23 12,0 16,2 13,9 1 11,8 144 136 15,7 12 13,2 147 139 14 11,3 15,1 13,6 6 136 149 14.3

...continued on the next page
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A B! C? D! - Caribe El- GOM F2-

N Min Max X N Min Max X N Min Max X N Min Max X N Min  Max X
P1l 23 78 10,1 8,9 11 86 10,2 9,5 11,1 12 42 12,1 9,8 14 38 11,2 9,7 6 7.4 9.2 8.2
P1B 23 3,7 6,3 5,0 1 37 4,7 4,2 4,6 12 37 9,8 4,7 14 35 10,4 4,9 6 4.4 5.7 5.3
P1P 23 9,6 13,3 11,7 1 97 11,8 10,6 11,2 12 92 11,9 106 14 81 12,6 10,4 6 108 127 11.6
P2L 23 84 10,1 9,4 11 9,9 12,2 11,0 10,8 12 10,0 12,3 11,1 14 10,0 12,9 11,2 6 9.9 115 10.5
P2l 23 4,1 6,5 4,6 11 4.2 6,3 53 6,1 12 43 8,1 5,7 14 43 7,0 5,7 6 4.2 6.8 55
CDM 23 189 228 20,9 11 193 21,2 20,0 22,1 12 201 229 21,3 14 195 22,9 21,5 6 20.0 214 20.9
CPV 23 9,8 12,4 11,0 11 105 11,7 11,2 11,7 12 105 12,0 11,1 14 572 13,9 11,3 6 105 113 11.0
CFW 23 6,0 7,8 6,6 11 6.2 6,9 6,7 6,3 12 6,3 7,4 6,8 14 55 7,7 6,7 6 6.6 7.5 7.1
HANW |23 55 8,1 7,2 11 65 7,4 7,0 6,5 12 6,6 7,6 7,1 14 65 10,6 7,3 6 6.3 7.6 6.7
HAMW |23 838 11,6 10,4 11 10,9 12,0 11,3 11,3 12 9,8 13,0 11,7 14 10,1 13,8 11,7 6 11.1 12.8 11.6
HDW 23 105 146 12,4 1 109 129 121 13,3 12 10,8 135 123 14 10,2 15,0 12,4 6 13.4 143 13.8
TRW 23 75 13,6 11,0 11 8,0 11,9 10,5 - 120 7.8 10,6 91 14 6,7 13,9 10,0 6 11.2 13.2 12.1
ABW 23 122 153 13,5 1 8,0 10,9 9,4 - 120 6,2 9,5 75 14 6,3 11,8 8,3 6 101 122 10.9
HDH 23 77 10,0 8,9 11 95 11,7 10,7 8,8 120 84 12,5 100 14 88 11,6 10,4 6 9.2 115 10.5
TRH 23 6,9 11,7 9,6 11 10,0 12,7 11,6 - 120 79 13,5 101 14 88 12,6 10,5 6 9.5 134 11.3
ABH 23 115 14,8 13,2 11 10,3 13,2 11,8 - 120 7,3 11,1 8,8 14 7,6 12,1 9,8 6 9.1 14.4 11.3
CLO 5 4,0 4,8 4,3 - 80 1,3 4,8 3,6 7 1,3 59 34 6 3.9 3.9 3.9
CLI - - - - 5 6,9 7,7 7,3 - 80 27 79 6,2 1,7 7,6 51 6 9.6 9.6 9.6

1See APPENDIX 1. Abbreviations for external measurements.

1 N: number of specimens; Min.: Minimum; Max.: Maximum; X: mean
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Table 2. Vertebrae number of S. cubensis from Brazil. Others values are provided for comparisons.

) Study Vertebrae

Group/ Species (Author, Year) Source
area PV CcV TV Mono; Diplo

Squalus cubensis (Howell-Rivero, 1936) Springer & Garrick, 1964 Cuba 82-87 | 29-30 | 112-116 -
Squalus megalops (Macleay, 1881) Springer & Garrick, 1964 China Sea| 78 -82 | 25-27 | 104 - 108 -
Squalus cubensis (Howell-Rivero, 1936) Sadowsky & Moreira, 1981 Brazil | 81-87 - 104 - 115 -
Squalus megalops (Macleay, 1881) Last, Edmunds and Yearsley, 2008 | Australia | 78 — 84 - 102 - 110 37 —40;
Squalus albicaudus (Viana, Carvalho & Gomes, 2016) |Viana, Carvalho & Gomes, 2016 Brazil | 81-89 | 26-29 |110-116|39-41;69-75
Squalus bahiensis (Viana, Carvalho & Gomes, 2016) | Viana, Carvalho & Gomes, 2016 Brazil 87 27-30 | 115-117 43 - 45
Squalus cubensis (Howell-Rivero, 1936) Viana, Carvalho & Gomes, 2016 I(\B/Ilél):ig; 83-92 | 26-31 |111-118|39-43;70-76
Squalus lobularis (Viana, Carvalho & Gomes, 2016) | Viana, Carvalho & Gomes, 2016 Brazil | 80-89 | 28-31 |110-119 44 — 48;
Squalus quasimodo (Viana, Carvalho & Gomes, 2016) | Viana, Carvalho & Gomes, 2016 Brazil | 87-92 29 116 - 121 45 — 46
Squalus cubensis southwestern Atlantic Ocean Present study Brazil | 82-85 | 27-28 |110-112 | 41;69-71

PV - Precaudal Vertebrae; CV — Caudal Vertebrae;

TV — Total Vertebra; Mono — Monospondylous; Diplo - Diplospondylous
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All 27 specimens analysed morphometrically were also analysed at the molecular level.
The COI sequence alignment comprised 650 base pairs (bp), presenting three variable sites
along the new sequences for S. cubensis from southwestern Atlantic Ocean (Brazil). The
average nucleotide percentages composition of the species in question were 32.5 adenine, 16.9

cytosine, 25.1 guanine and 25.5 thymine.

The final mtDNA matrix consisted of 74 terminals, including 27 new barcode sequences
of S. cubensis southwestern Atlantic, 29 sequences available in BOLD of S. cubensis North
Atlantic, eight sequences available of S. megalops and nine sequences of S. brevirostris.
DAMBE did not indicate any saturation in either transitions or transversions in both

asymmetrical (Iss.cAsym) and symmetrical (Iss.cSym) topologies.

The NJ and ML trees presented similar relationships among species, identifying three
clusters, comprehended by S. cubensis, S. megalops and S. brevirostris (Figure 5). Assuming
the samples of S. cubensis Southwestern Atlantic as a separate group from the other species,
we found pairwise K2P distance values of 0.002/0.019 of pairwise comparisons (excluding the
outgroup). The pairwise interspecific distance between S. cubensis southwestern Atlantic and
the S. cubensis North Atlantic was 0.002+0.002, these two populations appeared to be quite
closely related sister species, forming a cluster with a bootstrap value of 96%. Meanwhile, the
distance between the S. cubensis southwestern Atlantic and S. megalops specimens was
0.017+0.006.

The largest interspecific distance was detected between S. cubensis southwestern
Atlantic and samples of the S. brevirostris with 0.019+ 0.006. Between S. cubensis North
Atlantic and S. megalops it was 0.016, and reached 0.008 between S. megalops and S.
brevirostris (Table 3). Supplementary material 3 shows intra- and interspecific genetic

distances for each hypothesized species group.

Most of the analysed specimens, 20 females and three males, were sexually mature with
total length (TL) ranging from 508 to 650 mm. The other three females and one male were

juveniles, with TL varying between 320 and 559 mm TL.
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U‘ Squaius megalops (n=8)

GMSHK250 Squalus cubensis North Atiantic
GMSHK20535gualus cubensis North Atantic
GMEHKOST Squalus cubensis North Atlantic
GMEHK209 Squalus cubensis North Atlantic

08

— 100356 Squalus cubensis Southwestern Atlantic
100338 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100346 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100350 Squalus cubensis Southwestern Atfantic
100337 Squalus cubensis Southwestern Ablantic
100341 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100357 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100342 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100355 Squalus cubensis Southwestern Atfantic
100336 Squalus cubensis Southwestern Atfantic
100339 Squalus cubensis Southwestern Ablantic
100335 Squalus cubensis Southwestern Ablantic
100353 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100357 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100358 Squalus cubensis Southwestern Atfantic
100349 Squalus cubensis Southwestern Ablantic
100332 Squalus cubensis Southwestern Atlantic
100354 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100345 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100334 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100344 Squalus cubensis Southwestern Atfantic
100347 Squalus cubensis Southwestern Atfantic
100333 Squalus cubensis Southwestern Ablantic
100352 Squalus cubensis Southwestern Atiantic
100348 Squalus cubensis Southwestern Atiantic

100343 Squalus cubensis Southwestern Atfantic

— GMSHK187 Squalus cubensis North Atlantic

GMSHK181 Squalus cubensis North Atlantic
MGT03562 Squalus cubensis North Atfantic
GMSHKO13 Squalus cubensis North Atfantic
GMSHK186 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHK282 Squalus cubensis North Atlantic
FBECI594 Sgualus cubensis North Abiantic
GMSHKO28 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHK189 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHK251 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHKOS3 Squalus cubensis North Atfantic
GMSHK049 Squaius cubensis North Atiantic
GMSHK197 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHK048 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHKOS2 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHKO14 Squalus cubensis North Atfantic
GMSHK248 Squalus cubensis North Atiantic
GMSHK028 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHK185 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHK180 Squalus cubensis North Atlantic
GMSHK249 Squalus cubensis North Atfantic
GMSHKO32 Squalus cubensis North Atfantic

100340 Squalus cubensis Southwestern Atiantic

GMSHKOS0 Squaius cubensis North Atiantic

GMSHKO047 Squalus cubensis North Atlantic

n.on?

a8 '— GMSHKZ252 Squalus cubensis North Atfantic
—* Squalus brevirostris (n=3)
GNSHK 148 Cirrhigaleus asper

Figure 5. Best maximum likelihood tree based on the cytochrome c¢ oxidase subunit | gene
Squalus cubensis Southwestern Atlantic Ocean (N= 27), Squalus cubensis (N= 29)
of North Atlantic Ocean, Squalus brevirostris of East China Sea, and Squalus
megalops of Indo-Pacific Ocean, with bootstrap value at nodes.
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Discussion

The specimens analysed in this study are distinguished from local congeners Squalus
acanthias by the following main characters: absence of white spots dorso-laterally on body;
anterior margin of nostrils bilobate; origin of first dorsal-fin spine located anterior to the inner
margin of the pectoral fins. S. cubensis southwestern Atlantic can be distinguished from all
other local congeners, except S. albicaudus, by the combination of dermal denticles unicuspid
and distance from snout tip to nostril less or equal than the distance from nostrils to upper labial
furrow. They are also relatively smaller than the other species (508-650 mm), being close to S.
albicaudus (440-610 mm), but smaller than S. bahiensis (588-690 mm), S. lobularis (530-725
mm), and S. quasimodo (660-830 mm). The discrimination can also be made from total, pre-
caudal and monospondylous vertebrae numbers (Table 2), with large overlaps only for S.

lobularis, which, however, has tricuspid dermal denticles.

Representatives of “Squalus megalops group” show many morphological similarities
that have led to misidentification. Over the years, records of the genus Squalus in the
southwestern Atlantic Ocean have undergone various designations, with the short-snouted

dogfish sharks have being identified as S. megalops, S. cubensis and S. albicaudus.

Southwestern Atlantic S. cubensis when compared with the data provided by Viana et
al. (2016), fit the identification key of S. albicaudus, sharing unicuspid and lanceolate dermal
denticles, and morphological characteristics that distinguish it from the regional congeners,
such as a short snout (PRN 4.5%, 3.4 - 5.0% TL < INFL 4.9%, 4.4-5.5% TL x PRN 4.6%, 4.3
5.2% TL <INFL 5.1%, 4.6-5.5% TL in S. albicaudus); and short dorsal fins (D1H 7.3%, 6.6—
8.7% TL ; D2H 4.2%, 3.1-5.4% TL x D1H 7.5%, 6.8-8.0% TL; D2H 5.6%, 4.9-6.2% TL in S.
albicaudus), with the exception of S. bahiensis that presents values quite close to the dorsal
height (D1H 7.0%, 6.9-7.1% TL; D2H 4.6%, 4.2-5.3% TL). The first and second dorsal
anterior margin lengths are also close for these three species (S. cubensis Southwestern Atlantic:
D1A 10.4%, 8.3-11.6% TL and D2A 8.9%, 6.2-11.0% TL; S. albicaudus: D1A 10.6%, 9.7—
11.2% TL and D2A 9.5%, 8.8-10.3% TL,; and S. bahiensis: D1A 10.5%, 10.3-10.6% TL and
D2A 9.5%, 9.3-9.7% TL).

Besides the morphometric similarity found in the present study with those of S.
albicaudus, they also do not differ much from the data presented by Last et al. (2007c) and
Viana et al. (2016) for S. megalops and S. cubensis, respectively (Table 1). The greatest
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differences are observed for column C?, probably because it is a single individual, and for F,
that is, among S. cubensis southwestern Atlantic and S. megalops.

According to Viana et al. (2016), the shape of the pectoral fins, with a strongly concave
posterior margin and markedly pointed free rear tips, a striking feature for this species, is also
observed in other species, such as S. albicaudus, S. brevirostris, S. cubensis and S. megalops,
and should not be used to differentiate these species.

Squalus cubensis southwestern Atlantic, however, can be distinguished by the presence
of a discontinuous white post-ventral caudal margin, with a dark grey caudal bar between the
upper and lower lobes, whereas in S. megalops this region is markedly demarcated, extending
along the entire posterior margin of fin, besides not having a caudal bar. These two species also
diverge in total and monospondylous vertebrae number (110-112 and 41, for S. cubensis
southwestern Atlantic x 102-110 and 37-40, for S. megalops by Last et al., 2007c).

The differences are no longer so evident when the results obtained in the present study
are compared with the data of S. cubensis, sampled in the Gulf of Mexico (GOM) and the
Brazilian coast, reported in other studies (Table 1). A more rounded snout and a more prominent
dark spot on the dorsal fins in the Gulf of Mexico and Caribbean specimens may reflect the
habitat and type of feeding in different areas. With a great variation in the proportions of the
morphological and meristic characters, no significant difference was observed among the
species (Table 1). The total vertebrae number (110-112) was lower than observed by Springer
& Garrick (1964) (112-116), however it was within the range presented by Viana et al. (2016).
The number of precaudal and caudal vertebrae, nevertheless, was similar to those presented by
both authors (Table 2).

In order to identify, with some degree of certainty, closely related species such as the
genus Squalus, morphometric, meristic and molecular data need to be evaluated concomitantly
for a better comprehension about species' distribution and ecology. Data from DNA barcoding
(COI) generated in this study, in addition to the morphological and meristic analyses, allowed
the genetic identification of three different species: S. cubensis, S. megalops and S. brevirostris.
The genetic distances from the mtDNA COI sequences of S. cubensis southwestern Atlantic
and S. cubensis North Atlantic (below 0.02) showed a low pairwise value within-species, which
is consistent with results found by Pfleger et al. (2018) for S. clarkae (0.33) and by Daly-Engel
et al. (2018) for S. hawaiiensis (0.00) and S. japonicus (0.18).
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Several molecular studies of the genus Squalus have demonstrated low to medium
interspecific genetic distances using mtDNA COIl. The interspecific genetic distances within
“S. mitsukurii complex”, for instance, was 0.30% between S. japonicus and S. mitsukurii; while
for S. hawaiiensis and S. mitisukurii, as well as for S. hawaiiensis and S. japonicus, the distance
was 0.50%. Between S. hawaiiensis and S. nasutus, in turn, the distance was 0.80% (Daly-Engel
et al. 2018). Pfleger et al. (2018), also using concatenated COIl and ND2 sequences, found
relatively higher values within this complex, for S. clarkae and S. mitsukurii (2.80%). When
the species compared were from different “complexes”, the distances were even bigger, such
as between the S. clarkae, from the *“S. mitsukurii complex”, and S. cubensis (4.81%), belonging
to “S. megalops complex”. Within the “S. acanthias complex”, the distance between S.
acanthias and S. suckleyi was 0.765+ 0.307%, using only COI (Ebert et al., 2010). The
relatively low/medium genetic distances detected among Squalus species may be a limiting
factor for the correct identification of the different species, with mtDNA COI marker. These
low interspecific genetic distances are not found in other shark species (Bernard et al., 2016,
Ambily et al., 2018). The distance of Cirrhigaleus asper to all species analysed in this study,
for instance, ranged from 6.792 to 7.418%, being nearest to S. megalops and furthest to S.

cubensis Southwestern Atlantic.

The combination of morphometric characterization with molecular identification
substantially strengthens the taxonomic diagnosis, helping to guide future work of this
important and complex taxonomic group. The specimens collected in Brazil and evaluated in
the present study confirm the presence of S. cubensis in a region to the south of its previous
range, extended their occurrence from the Gulf of Mexico to southwestern Atlantic.
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Significance Statement

Due to the taxonomic uncertainties surrounding Squalus species delimitation the

results confirm that it is extremely necessary to use multiple tools to carry out the consecrated
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identification and ecological approaches of this genus that include species described almost a

century ago and, until now, low understood.
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APPENDIX 1
Abbreviations of the main morphometric characters taken for Squalus (following Last et al.,
2007D).
Abbreviations Meaning
TL total length
PCL precaudal length
PD2 pre-second dorsal length
PD1 pre-first dorsal length
SVL pre-vent length
PP2 prepelvic length
PP1 prepectoral length
HDL head length
PG1 prebranchial length/
PSP prespiracular length
POB preorbital length
PRN prenarial length
POR preoral length
INLF inner nostril-labial furrow space
MOW mouth width
ULA labial furrow length
INW internarial space
INO interorbital space
EYL eye length
EYH eye height
SPL spiracle length
GS1 first gill-slit height
GS5 fifth gill-slit height
IDS interdorsal space
DCS dorsal-caudal space
PPS pectoral-pelvic space
PCA pelvic-caudal space
DiL first dorsal length
D1A first dorsal anterior margin
D1B first dorsal base length
D1H first dorsal height
D1l first dorsal inner margin
D1P first dorsal posterior margin
D1ES first dorsal spine length
D1BS first dorsal spine base width
D2L second dorsal length
D2A second dorsal anterior margin
D2B second dorsal base length
D2H second dorsal height
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D2l second dorsal inner margin
D2P second dorsal posterior margin
D2ES second dorsal spine length
D2BS second dorsal spine base width
P1A pectoral anterior margin
P1l pectoral inner margin

P1B pectoral base length

P1P pectoral posterior margin
P2L pelvic length

P2l pelvic inner margin

CDM dorsal caudal margin

CPV preventral caudal margin
CFwW caudal fork width

HANW head width at nostrils
HAMW head width at mouth
HDW head width

TRW trunk width

ABW abdomen width

HDH head height

TRH trunk height

ABH abdomen height
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Capitulo 111 - The northernmost geographic limit, additional description and genetic
analyses of the Northeastern Brazilian dogfish, Squalus bahiensis (Squaliformes:

Squalidae).

Abstract

The Northeastern Brazilian dogfish, Squalus bahiensis is further described on the basis
of 15 adult females [729-854 mm in total length (TL)] and 2 males (511 and 720 mm TL)
collected from Pernambuco, Brazil. In addition to morphometric and meristic data, the DNA
barcoding was analysed to confirm species identification accurately. This is the first description
of adult female specimens and it is the first effort to join complementary taxonomic tools for
Squalus species from Southwestern Atlantic Ocean. The results confirm a greater northern

geographic limit than previously reported for the species.

Keywords: continental slope, DNA barcoding, Elasmobranchii, morphology, Atlantic Ocean.

Background

With a complex taxonomic history, species of the genus Squalus Linnaeus, 1758,
characterized by the presence of spines in both dorsal fins and the absence of the anal fin, show
a highly conservative morphology. Because of that peculiar trait, they are often recognized in
species complexes - Squalus acanthias, S. megalops and S. mitsukurii (COMPAGNO et al.,
2005) - according to their morphometric and meristic characteristics.

The northeastern Brazilian dogfish Squalus bahiensis (Viana, Carvalho & Gomes, 2016),
along with the Atlantic lobefin dogfish S. lobularis (Viana, Carvalho & Gomes, 2016) and the
humpback western dogfish S. quasimodo (Viana, Carvalho & Gomes, 2016), are representatives
of the Squalus mitsukurii species complexes. They exhibit a set of common features like
bilobed anterior nasal flap, prenarial length greater than inner nostril-labial furrow space and
tricuspid dermal denticles. The similarity of external morphology among species complexes
has led to several misidentifications in previous literature (e.g. FISHER et al., 2006; GOMES
etal., 1997; LESSA etal., 1999; ROSA & GADIG, 2014).

Despite the recent clarifications in the taxonomy of Squalus bahiensis, no molecular tool
has ever been used to complement meristic and morphologic data, due to the conditions of long-

preserved specimens. Furthermore, its original description was based on three adult male
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specimens, since no female was available. Previously reported as endemic to the coast of Bahia
(Brazil), here we report and describe seventeen specimens of S. bahiensis found off

Pernambuco (Brazil), with emphasis in fresh specimen coloration and genetic analysis.

Materials and Methods

The data used in this research were obtained with full approval of the Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) of the Brazilian Ministry of the
Environment (permit no. 39978-4 and 13843-1). Capture methods were pre-approved by the
Commission of Ethics on the Usage of Animals from the Federal Rural University of
Pernambuco (license no. 044/2016; protocol no. 23082.025801/2015).

The present study is based on 17 fresh specimens collected in Pernambuco state, 8,099°-
8,172°S and 34,534°- 34,570°W, during three research cruises conducted between January and
March 2018, in depths ranging from 200 to 400 m. All catches were made by cylindrical traps
(120 cm height and 60 cm diameter), or demersal longline.

Morphometric measurements were made following Last et al. (2007a), expressed as
percentages of total length (%TL) and were used for comparisons with Squalus mitsukurii
species complexes from the Atlantic Ocean, in addition to the holotype S. mitsukurii measured
by Viana et al. (2016). The description of coloration follows Last et al. (2007a), based in fresh
specimens, examined up to 48h after capture, aiming to differentiate fresh samples from
preserved ones. Vertebral meristic data (monospondylous; total, precaudal and caudal
vertebrae) were obtained for four specimens using X-radiographs of Software ImageSuite V4.
Of these, dermal denticles and tooth shape and row counts were taken directly from specimens
or photographed by stereomicroscopy Leica EZ4W, according to Viana et al. (2016).

After measurement, the specimens were eviscerated for the collection of the reproductive
organs, which were evaluated according to ICES (2012). However, six specimens were
preserved whole in 10% formalin. Genetic analyses of DNA barcoding were performed for
molecular identification of collected samples, with gene cytochrome ¢ oxidase subunit | (COI).
All tissue samples were deposited at the Laboratério de Biologia e Genética de Peixes,
Botucatu, Brazil (see Suppl.1). Genetic methods follow Roque et al. 2020 (in press.).

The COI sequences for S. blainville (Risso, 1827) from Mediterranean Sea, S. mitsukurii
(Jordan & Snyder 1903) from Pacific Ocean (Japan), S. clarkae (Pfleger, Grubbs, Cotton &
Daly-Engel 2018) from North Atlantic Ocean (Gulf of Mexico, EUA), S. cf. mitsukurii from
North Atlantic Ocean (Gulf of Mexico) and S. cf. mitsukurii South Atlantic Ocean (Brazil and
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Uruguay) deposited in the database Barcode of Life Data (BOLD) were inserted in this study
(see Suppl. 2). We used Cirrhigaleus asper (GNSHK146) as an outgroup. Finally, a haplotype
network was generated from trees using the median-joining analysis (Bandelt et al. 1999)
available in POpART 1.7 (Leigh & Bryant, 2015). Samples were labelled on the haplotype
network according to species.

Results

Six specimens were deposited as vouchers in the Museu de Zoologia da Universidade de
S&o Paulo (MZUSP) and in the Museu de Oceanografia Prof. Petronio Alves Coelho (MOCH)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). These include the 825 mm female (MZUSP-
125022), 720 mm male (MZUSP-125026), 729 mm female (MOCH 253FL0318), 848 mm
female (MOCH 254FL0318), 835 mm female (MOCH 256FL0318) and 511 mm male (MOCH
257FL0318).

The specimens were determined to be adult with 720 to 854 mm TL, with males being
the smallest individuals. Specimens examined agree with diagnostic characters previously
described, with the first dorsal-fin spine length (2.8-4.3% TL), pectoral-fin anterior margin
length (13.7-15.6% TL), dorsal-caudal space (10.2-11.9% TL), and interdorsal space (24.2-
29.1% TL) overlapping with S. bahiensis (Table 1).

Total vertebrae (TV) number (113-116) relatively low, including 42-44 monospondylous
centra, with 27-31 caudal vertebrae (CV) centra and 84-86 precaudal (PV) centra (Figure 1).
The dermal denticles were tricuspid and imbricated. Teeth similar in the upper and lower jaw,
with two to three rows in both jaws: 25-27 in the upper row and 22-23 in the lower one.

When fresh, the coloration was similar to preserved specimens, except for dorsal surface,
which was grey to light-grey, clearing gradually towards the ventral surface. First dorsal fin
with a narrow black apical margin, extending up to less than two-thirds of the posterior margin,
with free rear tips whitish. The second dorsal fin uniformly grey, sometimes appearing very
similar to the first dorsal fin, or, in some occasions, being whitish in the half posterior margin.
Pectoral fins posterior margin whitish. Pelvic fins uniformly grey. The caudal fin grey with a
dark grey caudal bar at fork height; white dorsal caudal margin and preventral caudal margin
less evident than in preserved state. Eyes bright green in life (Figure 2).
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Figure 1. Digital radiography of Squalus bahiensis (MZUSP-125026, adult male, 720 mm TL),
caught in Pernambuco, Brazil. ImageSuite V4. Scale bar: 120 mm

Figure 2. Lateral view of Squalus bahiensis female (729 mm TL), collected at Pernambuco,
Brazil. Scale bar = 100 mm.

Late embryos exhibite: a caudal fin pattern strong, black and white; relatively short dark
oblique bar, extending from the origin of the ventral lobe to the caudal fork; a dark basal
marking; black blotch on central anterior portion of upper lobe, sometimes reaching to the
dorsal caudal margin; caudal stripe broad and grey in both lobes; a white upper caudal fringe
sharply defined edged; upper postventral caudal margin and most of ventral lobe white. First
dorsal fin apex dark reaching one/third to the anterior and posterior margin, extending to the
center of the fin; a great white blotch near the base on anterior margin, broken by a dark skin
on anterior dorsal-fin spine; about two-thirds of the posterior margin whitish and free rear tips
white edge. Second dorsal light grey, whitish near the base, with a dark spot on the apex. Skin

on anterior dorsal-fin spines greyish. Eyes blueish (Figure 3).
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Pernambuco, Brazil. Scale bar = 50 mm.

COlI partial sequences ranged from 730 to 970 base pairs (bp), with the average length
generating a matrix of 848 bp. Pairwise distances ranged from 0.3% to 6.6%, with the S.
blainville molecularly well distinct from any species analysed in this work. For Squalus
bahiensis the highest interspecific distance was recorded to S. mitsukurii from Japan with
0.021+ 0.006, and the lowest to S. cf. mitsukurii from Uruguay with 0.003+ 0.001 (Table 2).

The final mtDNA matrix consisted of 56 terminals, including 17 new barcode sequences
of S. bahiensis Southwestern Atlantic and 36 sequences available in BOLD (S. mitsukurii N=05,
S. blainville N=09, S. clarkae N=04, S. cf mitsukurii_BRA N=03, S. cf mitsukurii|_URU N=02
and S. cf mitsukurii_GOM N=16) (Figure 4).

Discussion

Viana et al. (2016) have recently described Squalus bahiensis, along with three other
Squalus species: S. albicaudus, S. quasimodo and S. lobularis. Morphological and meristic
examination separate S. bahiensis from the two species of the “S. megalops group” that occur
in Brazil, S. albicaudus and S. cubensis (Howell Rivero, 1936), by the combination of the
tricuspid dermal denticle (vs. unicuspid in “S. megalops group”), prenarial length greater than
inner nostril-labial furrow space (vs. prenarial length less or equal than inner nostril-labial
furrow space in ““S. megalops group”) and the presence of black caudal bar on posterior margin

of caudal fin (vs. presence of caudal fin white border on its posterior margin in “S. megalops

group”).
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Figure 4. Best maximum likelihood tree based on the cytochrome c oxidase subunit I gene in
species of Squalus bahiensis Southwestern Atlantic Ocean N= 17, S. mitsukurii N=05, S.
blainville N=09, S. clarkae N=04, S. cf mitsukurii_BRA N=03, S. cf mitsukurii_URU N=02
and S. cf mitsukurii_GOM N=16, with bootstrap value at nodes.
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Table 1. External measurements expressed as percentage of total length (% TL) for
Squalus bahiensis.

Squalus bahiensis

Female (15) Male

MZUSP- MOCH
Min  Max X SD 125026  257FL0318

Total length (mm) 7290 85.40 8155 3.76 72.00 51.10
Precaudal length 75.52 8214 80.12 157 78.47 79.06
Pre-second dorsal length 60.42 6420 6215 1.24 62.50 59.88
Pre-first dorsal length 28.23 31.76 29.61 1.08 27.50 30.92
Pre-vent length 48.70 55,57 53.08 1.99 50.00 50.68
Prepelvic length 4221 49.61 4783 2.17 44.72 45.40
Prepectoral length 18.96 2146 20.30 0.81 20.14 21.53
Head length 16.75 18.61 17.60 0.54 16.94 18.00
Prebranchial length 19.61 2233 2094 0.69 20.14 23.48
Prespiracular length 11.43 1253 12.00 0.31 12.36 12.72
Preorbital length 6.79 7.76 7.26  0.28 7.08 7.63
Prenarial length 431 496 467 023 4.72 4.70
Preoral length 850 974 921 0.33 8.61 9.78
Inner nostril-labial furrow space 355 419 400 0.18 4.03 431
Mouth width 6.46 767 692 034 7.36 7.44
Labial furrow length 1.70  2.47 203 021 2.22 2.74
Internarial space 436 517 466 022 4.44 5.09
Interorbital space 749 831 781 0.25 7.64 8.22
Eye length 359 478 411 034 4.58 4.50
Eye height 131 269 191 0.37 2.08 2.15
Spiracle length 0.71 1.36 1.06 0.18 1.25 1.37
First gill-slit height 124 238 188 0.38 1.53 1.37
Fifth gill-slit height 1.77 265 229 0.32 1.94 1.96
Interdorsal space 2423 2958 26.08 1.73 27.08 24.27
Dorsal-caudal space 10.18 1156 10.76 0.39 11.94 10.18
Pectoral-pelvic space 22.73 27.92 2593 1.38 23.33 24.85
Pelvic-caudal space 2510 2752 2654 0.73 28.06 27.79
First dorsal length 1221 13.90 1339 047 12.78 13.11
First dorsal anterior margin length 8.12 10.89 10.19 0.65 10.00 10.37
First dorsal base length 706 8.62 750 0.38 7.36 6.46
First dorsal height 585 6.82 637 0.28 6.53 6.26
First dorsal inner margin length 4.76 6.70 5.61 0.58 5.14 5.68
First dorsal posterior margin length 749 935 847 049 8.61 6.26
First dorsal spine length 279 431 350 044 3.33 3.13
First dorsal spine base width 059 094 077 0.10 0.69 1.17
Second dorsal length 11.02 1356 1225 0.76 11.94 12.33
Second dorsal anterior margin length 8.25 10.78 9.64 0.79 8.33 9.78
Second dorsal base length 6.23  8.62 7.56 0.68 6.25 6.85
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Second dorsal height

Second dorsal inner margin length
Second dorsal posterior margin length
Second dorsal spine length

Second dorsal spine base width
Pectoral anterior margin length

Pectoral inner margin length

Pectoral base length

Pectoral posterior margin length

Pelvic length
Pelvic inner margin |

ength

Dorsal caudal margin length

Preventral caudal margin length

Caudal fork width
Head width at nostril
Head width at mouth
Head width

Trunk width
Abdomen width
Head height

Trunk height
Abdomen height
Clasper outer length
Clasper inner length

S

3.63
3.86
4.12
2.83
0.59
13.70
6.45
5.14
9.70
8.37
3.79
19.14
10.33
6.20
5.92
10.05
11.62
10.79
11.25
8.21
8.71
10.06

Brasil

5.17
5.05
5.99
4.67
0.94
15.57
8.21
6.25
12.04
10.73
4.99
21.30
12.50
7.66
6.90
11.17
14.27
14.64
15.51
9.70
13.04
13.63

4.10
4.54
5.24
3.88
0.73
14.65
6.95
5.83
11.27
9.46
4.24
20.30
11.33
6.72
6.27
10.42
13.10
13.39
13.76
8.90
10.80
11.90

0.41
0.39
0.51
0.52
0.12
0.58
0.47
0.31
0.61
0.61
0.36
0.75
0.54
0.37
0.26
0.39
0.79
1.30
1.33
0.45
1.55
1.30

3.75
4.86
5.56
3.89
0.69
13.75
6.11
5.69
10.97
9.31
3.89
21.11
11.67
7.92
6.67
10.97
10.97
12.50
11.39
8.06
9.86
10.83
4.44
7.64

3.72
5.09
3.52
3.52
0.98
14.09
8.22
4.70
9.98
9.20
5.87
21.14
11.55
7.63
6.46
11.15
12.33
10.76
11.94
8.41
10.18
10.57
1.76
4.31

Table 2. Average percent sequence divergence of CO1 (Figure 6) between and within
Squalus mitsukurii complex species from Atlantic Ocean and S. mitsukurii
from Pacific Ocean.

S. cf. S. cf. S. cf.
S. S. S. . . . .. ) .. .
blainville bahiensis mitsukurii mitsukurii - mitsukurii - mitsukurii clarkae
BRA URY GOM
S. blainville 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010
S. bahiensis 0.063 0.006 0.002 0.001 0.002 0.002
S. mitsukurii 0.066 0.021 0.005 0.005 0.005 0.005
S. cf. mitsukurii_BRA 0.064 0.006 0.018 0.002 0.002 0.002
S. cf. mitsukurii_URY 0.064 0.003 0.018 0.004 0.002 0.002
S. cf. mitsukurii_GOM 0.063 0.005 0.019 0.005 0.004 0.002
S. clarkae 0.062 0.005 0.019 0.005 0.004 0.005
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Historically considered as a very wide-ranging species (LAST et al., 2007 b), Squalus
mitsukurii is the main representative of the long-snouted dogfish shark species complex.
Currently, seven species of this complex are reported to occur in the Atlantic Ocean: S.
probatovi (Myagkov & Kondyurin, 1986) from southeast; S. bassi (Viana, Carvalho & Ebert,
2017) from the east; S. blainville from northeast; S. clarkae from northwest; and S. bahiensis,
S. quasimodo and S. lobularis from the southwest.

Besides being geographically distinct, S. bahiensis differs from S. bassi and S. probatovi
by having a lower first dorsal height (5.9-6.8% TL S. bahiensis vs. in 7.5-9.1% TL in S. bassi
vs. 8.2-10.4% TL in S. probatovi) and larger interdorsal space (24.2-29.1% TL S. bahiensis vs.
in 20.5-25.7% TL in S. bassi vs. 21.9-24.8% TL in S. probatovi). S. bahiensis has less
monospondylous and total vertebrae than S. probatovi (42-44 and 113-116 for S. bahiensis vs.
45-48 and 118-124 for S. probatovi).

Although the Squalus mitsukurii species complex has been identified as S. blainville in
Brazil (RIBEIRO, 1907, 1923), this species was excluded from the comparative morphometric
analyses due to a clear difference in the shape of the nostril and anterior nasal flap with rather
large posterior secondary lobe (MAROUANI et al., 2012). Molecular data on the species,
however, were analysed, due to the rather low number of species with morphological plus
molecular information of the genus in the Atlantic Ocean.

As the number of individuals analysed increased, many morphological characters
eventually overlapped. S. bahiensis still shares with S. clarkae many characters like similar
trunk length (interdorsal space 24.2-29.1% TL vs. 24.1-25.8% TL and dorsal-caudal space 10.2-
11.9% TL vs. 10.4-12.1 % TL, respectively), although measures that characterize S. clarkae as
having a shorter snout than S. bahiensis could not be useful for separating these two species. A
great overlap in monospondylous and total vertebrae number (42-44 and 113-116 vs. 44-45 and
111-114, respectively) could be also observed for these species, although the difference is clear
when analysing the precaudal and caudal vertebrae number (84-86 and 27-31 vs.87-90 and 24-
27, respectively). Another divergence between these species is the caudal fin pattern in
embryos, with upper caudal blotch reaching the dorsal caudal margin in S. bahiensis (not
reaching in S. clarkae).

Genetic comparison was evaluated concomitantly, as well as morphometric and meristic
data, for the long-snouted dogfish shark from the Atlantic Ocean. Molecular data had been
previously reported for S. lobularis, S. quasimodo, S. probatovi and S. bassi. A TCS network
illustrates genetic separation among S. mitsukurii, S. blainville and S. bahiensis. For other taxa,

some haplotypes are closely related mainly with Gulf of Mexico species (Figure 5).
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Figure 6. Haplotype networks based on COI sequences from Squalus bahiensis Southwestern
Atlantic Ocean N=17, S. mitsukurii N=05, S. blainville N=09, S. clarkae N=04, S. cf
mitsukurii_ BRA N=03, S. cf mitsukurii| URU N=02 and S. cf mitsukurii_GOM N=16. Each
colour represents a species, the circle size is equivalent to the number of individuals and
uninterrupted branches represent single mutational steps.

The genetic distances from the mtDNA COI sequences indicate low/medium pairwise
values for the Squalus species analysed, except between populations of S. bahiensis and S. cf.
mitsukurii from Uruguay (0.03). S. bahiensis is characterized by a slender body as well as a
slender second dorsal fin, whereas S. quasimodo has a prominent dorsal hump and the second
dorsal fin upright, similar to the first dorsal fin. They also diverge in the vertebral meristic
counts, but with a slight overlap (42—45 monospondylous centra, 84-87 precaudal centra, 113-
117 total centra number in S. bahiensis vs. 45-46 monospondylous centra, 87-92 precaudal
centra, 116-1121 total centra number in S. quasimodo).

The total, caudal and precaudal vertebrae number between S. bahiensis, including type
specimens, and S. lobularis were indistinguishable. However, these species can be
distinguished by the arrangement of the dermal denticles, not adjacent in S. bahiensis. Despite
the lack of molecular information on a voucher specimen, Verissimo et al. (2016) proposed that
the analyzed samples from Brazil were S. lobularis. Our results show that there is no haplotype
sharing with any other sample available on BOLD. This supports the difference between these
two species.

The specimens collected at Pernambuco, with the complementary molecular analyses,
confirm the presence of S. bahiensis from the northwestern Brazil to Uruguay. The
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morphological measurements were expanded in range compared to the values previously
reported for S. bahiensis by Viana et al. (2016) even though a great morphological overlap has

been observed within different taxa of this species complexes.
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Capitulo 1V — Estutura populacional e biologia reprodutiva do cacdo bagre de Cuba
capturado em Pernambuco, Brazil.

Introducéo

O sucesso evolutivo dos elasmobranquios pode ser atribuido a sua eficiéncia como
predador e as suas sofisticadas adaptacOes reprodutivas (CASTRO 1987), estratégias que
influenciaram positivamente a sua sobrevivéncia. No entanto, essas mesmas estratégias
resultaram em um baixo potencial reprodutivo e uma reduzida taxa intrinseca de crescimento
populacional (HOENING & GRUBER, 1990; SMITH et al., 1998), tornando-os mais
vulneraveis as acdes antropicas do que os peixes teledsteos, por exemplo (e.g. WORM et al.
2013. HOWARD et al. 2019).

Fisiologicamente, a reproducdo esta intimamente ligada a diversos aspectos do sistema
reprodutor, como desenvolvimento, embriologia, fecundidade, fertilizacéo e producéo da prole,
além das oportunidades que um individuo possui para se reproduzir (ZAVALA-CAMIN, 2004).
Assim, informagdes como proporcdo sexual, distribuicdo de frequéncia de comprimento,
relacdo peso-comprimento, tamanho de primeira maturacdo, relagdo gonadossomatica, fator de
condicdo e, no caso dos tubardes, o indice hepatossomatico sdo necessarias para se compreender
o0s aspectos fisioldgicos e a estrutura populacional de uma determinada espécie.

InformacOes detalhadas sobre a histdria de vida e dindmica reprodutiva dos
elasmobranquios, entretanto, estdo disponiveis apenas para algumas espécies, principalmente
para aquelas de maior importancia comercial e de habito pelagico (e.g. BROWN e ROFF, 2019;
GRANT et al. 2018). No entanto, varios esfor¢cos tém sido empreendidos em todo 0 mundo com
0 objetivo de expandir o conhecimento acerca da fauna demersal de aguas profundas (e.g.
BARGIONE et al. 2019; PINHEIRO et al., 2020).

Além do empenho necessario para se ter acesso a amostras de mar profundo, espécies do
género Squalus apresentam uma alta taxa de sobreposicdo dos caracteres morfologicos e
meristicos, o que leva a uma grande dificuldade na sua identificagdo taxonémica. Apesar do
numero crescente de estudos com o género, principalmente na area de taxonomia, ainda é pouco
0 que se conhece em relacdo a ecologia das espécies do género. Das 35 espécies do género
Squalus, as dez descritas na Ultima década ndo constam na lista vermelha da Unido
Internacional para a Conservacéao da Natureza e dos Recursos Naturais (International Union for
Conservation of Nature- IUCN), e apenas 23 tém algum registro, das quais 61% sao

classificadas como “dados deficientes” (Data Deficient- DD), incluindo o S. cubensis.
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O entendimento acerca da estrutura e dinamica populacional de uma determinada espécie
é de extrema importancia para que 0 seu manejo e a conservacdo possam ser realizados de
maneira eficiente, tornando, assim, necessario o estudo da sua biologia, incluindo informacdes
como tamanho de maturacéo, fecundidade, idade, crescimento e longevidade (NATANSON et
al., 2002).

A combinagdo da caracterizagdo morfométrica com a identificacdo molecular fortalece
substancialmente a diagnose taxondmica das espécies. Recentemente, Roque et al. (2020),
utilizando essas duas ferramentas, confirmaram a ocorréncia de Squalus cubensis no nordeste
do Brasil. O presente estudo objetivou avaliar a dindmica e a estrutura populacional de Squalus

cubensis, visando a subsidiar medidas de gestdo capazes de assegurar a sua conservacao.

Metodologia

Todos o0s espécimes foram capturados no talude continental, entre 7°50'26.5"S/
34°26'10.7"W e 8°2020,6"S/ 34°38'51,2"W, e entre as profundidades de 240 e 600 m, com
armadilhas de fundo e espinhel horizontal. Em ambas as artes de pesca foram utilizadas como
isca a sardinha verdadeira (Sardinella brasiliensis (Steindachner, 1879)) ou a cavalinha
(Scomber scombrus Linnaeus, 1758). As operacdes de pesca foram conduzidas pelo barco de
pesquisa “Sinuelo”, pertencente ao Departamento de Pesca e Aquicultura (DEPAQ) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

No Laboratério de Oceanografia Pesqueira (LOP) da UFRPE, os individuos capturados
foram identificados, sexados e tiveram seu comprimento total (da ponta do focinho até a ponta
posterior da nadadeira caudal, em mm) e o peso total (g) mensurados. Em seguida, foram
aferidas as dimensdes dos 6rgdos do sistema reprodutor, incluindo comprimento e largura, em
milimetros, e peso total, em gramas, e o peso total do figado (g).

A analise macroscoépica foi adaptada da tabela de descricdo do sistema reprodutor dos
elasmobranquios viviparos proposta pela ICES (2013) (Tab. 1). Apdés a medicdo do
comprimento e largura do utero, os mesmos foram dissecados para se verificar se havia
presenca de ovos ou embriGes, com 0S mesmos, sempre que presentes, tendo sido contados e,
no caso dos embrides, sexados.

Uma vez medidos e analisados, todas as amostras foram imersas em solucdo de formol a
10% por 24 horas. Apos esse periodo, os testiculos e epididimo dos machos e 0s ovarios,
glandulas oviducais e Gteros das fémeas foram clivados e retornaram ao processo de fixagéo
por mais 24 horas, tendo sido, na sequéncia, imersos em alcool com concentracdo de 70%, para

fins de conservacao.
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Tabela 1- Estagios maturacionais de Squalus cubensis capturados na costa de Pernambuco,
Brasil, entre outubro de 2014 e marco de 2018, baseados na escala sugerida por ICES (2013).
MACHOS FEMEAS
Imaturo

IMATURO . Imaturo
Em desenvolvimento

Capaz de reproduzir
Gestacao Inicial
Gestacdo média

Gestacao final

Capaz de reproduzir
MADURO
Ativo

A proporcdo sexual foi calculada através da razdo entre fémeas e machos capturados
(PSC), em idade reprodutiva (PSR) e embrionéria. Para avaliar a significancia estatistica das
diferencas observadas na proporcéo sexual (PSC e PSR), foi utilizado o teste de Qui quadrado
(%), a partir da formula X =3 ((O — E) 2/E), na qual O = frequéncia observada e E= Frequéncia
esperada.

A relagéo peso x comprimento foi avaliada a partir da funcdo de regresséo potencial Y=
aX® na qual Y, a variavel peso, é dependente de X, a variavel comprimento. Em seguida os
dados foram linearizados, a partir da formula logY = Log a + b logX, para uma melhor
representacdo grafica, além de permitir a realizacdo do teste T de Student, comparando-se o
valor do coeficiente de equilibrio “b” ao valor de isometria = 3, que indica que peso e
comprimento aumentam igualmente. Caso b > 3, a espécie possui crescimento alométrico
positivo, no qual a taxa de aumento de biomassa é maior que a do crescimento; caso b < 3, a
alometria é negativa com a taxa de crescimento do animal sendo maior que o ganho de peso.

O tamanho de primeira maturacdo (Lso) foi calculado através da formula P= 1/(1+exp[-
|b|(L-Lso)], na qual P é a proporcdo de maduros, b € coeficiente angular, e L é o valor médio
das classes de comprimento e Lso = [a/b|, tendo sido necesséria a linearizagdo do modelo para a
obtencg&o dos valores de a e b (KING, 1995).

A Relacdo Gonadossomatica (RGS) foi avaliada por: RGS= (PG/PT-PG) *100, onde PG
é 0 peso da gdnada (ambos ovarios) e PT é o peso total do animal, ambos em gramas. O indice
hepatossomatico (IHS) foi também calculado, por: IHS= (PF/PT-PF)*100, na qual PF é o peso
do figado e PT & o peso total do animal (KOUSTENI, MEGALOFONOU, 2011,
ROCHOWSKI, GRAHAM, et al., 2015, WATSON, SMALE, 1998).

Tanto os ovarios (peso, largura e didametro do maior 6vulo) como os testiculos direito e
esquerdo (peso, comprimento e largura) foram comparados para se avaliar possiveis diferencas
estatisticamente significantes, aplicando-se, para este fim, o teste ndo paramétrico de Wilcoxon,
em razdo das variancias ndo terem apresentado uma distribuicdo normal (W > 0,05), com
excecdo para 0 peso e para o comprimento dos testiculos (W < 0,05), tendo se utilizado nesses

dois casos o teste T de Student. Para todas as analises estatisticas foram utilizados os programas
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“Microsoft Office Excel 2013, “BioEstat 5.3” ¢ “R Studio 3.5”, considerando-se 0 nivel de

significancia de 5%.

Resultados

Entre outubro de 2014 e margo de 2018, foram capturados 108 individuos de S. cubensis:
55 fémeas (15 imaturas, 5 capazes de reproduzir, 17 em gestacdo inicial, 14 em gestacdo média
e 4 em gestacao final), e 53 machos (4 imaturos, 5 em desenvolvimento, 23 capazes de
reproduzir e 21 ativos). Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao género nao
foram observadas para o total de animais capturados (PSP), nem tdo pouco para aqueles que
estavam capazes de se reproduzir (PSR) ou eram embrifes (Tab. 2). A fecundidade uterina

média foi igual a 3 embriGes, variando entre 1 e 8.

Tabela 2- Proporcdo sexual dos individuos capturados pela pesca (PSP), dos individuos
adultos, em idade reprodutiva (PSR), e entre os embrides de S. cubensis, capturado no litoral
de Pernambuco, Brasil. F= Fémea, M= Macho, SNI= sexo néo identificado.

F M SNI Total FIM e P
PSP 55 53 - 108 1,03 0,37 0,84
PSR 41 44 - 85 0,93 0,11 0,7449
EMBRIOES 33 27 30 90 1,22 0,60 0,4306

O comprimento total dos exemplares examinados variou de 231 mm a 860 mm, para
fémeas, com uma moda entre 546 e 625 mm (média= 613 mm, n= 26); e de 244 mm a 542 mm,
para os machos, com uma moda entre 467 e 546 mm (média= 485 mm, n= 45). O nimero de
individuos nas primeiras classes de comprimento foi baixo para ambos os sexos (Fig. 1).

Para as fémeas, a relacdo peso eviscerado x comprimento total (Fig. 2) apresentou um
valor de b= 2,97 (R? = 0,9769), indicando uma alometria levemente negativa, enquanto que
para os machos (Fig. 3) esse valor foi: b= 3,16 (R2=0,9672), indicando uma alometria positiva,
i.e. um maior incremento de peso do que de tamanho, na taxa de crescimento. A correlacao
entre a fecundidade uterina e o comprimento das fémeas gestantes (Fig. 4) indica que as maiores
fémeas tendem a gerar um numero maior de embrides.

O tamanho de primeira maturacdo das fémeas (Fig. 5) foi estimado em 571,4 mm,
variando entre 554,4 e 589,0 mm (o= 0,05), enquanto que para os machos o valor médio foi
igual a 452,1 mm, com uma variag¢ao de 400,5 a 478,8 mm (o= 0,05). O comprimento em que
95% das fémeas e machos atingem a capacidade reprodutiva foi de 649,3 e 502,9 mm,

respectivamente, sugerindo que as fémeas tenham um desenvolvimento mais lento.
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Figura 1- Distribuicdo de frequéncia de comprimento do S. cubensis capturado em aguas
profundas Pernambuco- Brasil.
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Figura 2- Relagéo Peso Eviscerado (PE) x Comprimento Total (CT) de fémeas de S. cubensis
capturadas em aguas profundas de Pernambuco, Brasil.
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Figura 3- Relacdo Peso Eviscerado (PE) x Comprimento Total (CT) de machos de S. cubensis
capturados em aguas profundas de Pernambuco, Brasil.
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Figura 4- Comprimento total (CT) das fémeas x fecundidade uterina de Squalus cubensis
capturado em aguas profundas de Pernambuco, Brasil.
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Figura 5- Tamanho de primeira maturacdo (Lso) para machos e fémeas de S. cubensis
capturados em aguas profundas de Pernambuco, Brasil.

No sistema reprodutor das fémeas (Fig. 6), 0s ovarios, as glandulas oviducais e os Uteros
foram encontrados na cavidade celomatica entre a cavidade toracica e a regido pélvica,
apresentando-se em pares, um de cada lado do corpo. Os ovarios sdo formados por células
germinativas circulares (foliculos), vasos sanguineos e corpora lutea, localizando-se abaixo da
cavidade torécica, entre as nadadeiras peitorais, sendo indiferenciados nos espécimes imaturos.

A largura do ovario (4,5 — 87,0 mm), o peso do ovario (6,4 — 760,0 g), o nimero de
foliculos (10 — 60) e o didmetro do maior foliculo (0,1 — 39,0 mm) apresentaram valores médios
mais baixos no estagio imaturo, aumentando progressivamente até o estagio capaz de reproduzir
(Tab. 3).
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Quando a fémea chega a capacidade reprodutiva o ovario apresenta foliculos maduros e
prontos para serem fecundados. Logo apds a ovulacdo, os foliculos maduros que ndo foram
liberados passam pelo processo de degeneracdo e o ovario volta a ter menores dimensoes,
durante o periodo gestacional. Na gestacdo média, o ovario tende a se desenvolver novamente,
com a fémea se encontrando pronta para uma nova ovulacdo logo apés o parto.

A glandula oviducal também seguiu o padrdo observado para o ovario (Tab. 3), quanto
ao seu peso (0,03 —2,02 mm) e largura (3,0 — 14,0 mm), apresentando valores baixos no estagio
imaturo, crescendo até o estagio capaz de reproduzir, diminuindo novamente no inicio da
gestacdo e aumentando até o seu final. Esses valores indicam que o sistema reprodutor prepara
a glandula oviducal para a passagem do foliculo ovariano que possui diametro maior do que a
prépria largura da glandula (24,2 e 11,1 respectivamente, em mm).

Figura 6- Fémea em gestacao inicial de Squalus cubensis capturado em aguas profundas de
Pernambuco, Brasil. Seta branca= ovario; Seta preta = Utero; Seta cinza = Glandula oviducal.

A largura do utero (Tab. 3) apenas aumentou com o desenvolvimento do sistema
reprodutor, sendo estreito quando imaturo (0,1 — 40,5 mm) e aumentando de acordo com o
avanco da gestagdo, chegando ao maximo de elasticidade no seu final (35,1- 69,5 mm), quando
os embrides ja estdo completamente desenvolvidos.

No sistema reprodutor dos machos (Fig. 7) (Tab. 4), testiculos, epididimos e ampolas do
ducto deferente foram observados em pares, nos lados direito e esquerdo do corpo. O testiculo
foi localizado proximo a regido torécica, entre as nadadeiras peitorais, com coloragdo alaranjada
e estrutura delgada, formando l6bulos. O clasper mostrou sinais de calcificacdo em torno do
tamanho de primeira maturacdo, indicando que em suas primeiras tentativas reprodutivas o0s

machos da espécie podem nao estar ainda com o clasper completamente calcificado (Fig. 8).
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o peso (W= 0,0004; p= 0,1433)
e a largura (W> 0,0001; p = 0,2250) dos ovarios direito e esquerdo, nem em rela¢do ao didmetro
do maior 6vulo (W= 0,0021; p= 0,6363), indicando que as fémeas possuem funcGes
reprodutivas igualmente ativas em ambos os lados do sistema reprodutor. No caso dos machos,
da mesma forma, ndo houve diferencas significativas entre o comprimento (W= 0,8133; p=
0,09372), a largura (W= 0,01732; p= 0,8108) e 0 peso (W= 0,3053; p= 0,9722) dos testiculos
direito e esquerdo, indicando niveis similares de atividades reprodutiva em ambos os lados.

A variacdo mensal do RGS indica a ocorréncia de dois picos reprodutivos nas fémeas, um
em abril (4,19) e outro em novembro (5,21), com uma queda brusca no més seguinte a cada
pico (0,63 e 0,53, respectivamente). Tendéncia inversa é observada na varia¢ao do IHS, com os
menores valores tendo sido observados em abril (4,01) e novembro (1,36), com uma subida

abrupta nos meses seguintes (6,05 e 7,79, respectivamente) (Fig. 9).
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Figura 7- Macho capaz de reproduzir de Squalus cubensis capturado em aguas profundas de
Pernambuco, Brasil. Seta branca= ampola do ducto deferente; Seta preta = epididimo; circulo
pontilhado= regido de localizac&o do testiculo.

O diametro dos foliculos ovarianos (Fig. 10) teve maiores médias nos meses de maio
(2,25) e dezembro (2,55), meses seguintes aos maiores picos de RGS e menores de IHS,
evidenciando o uso de reservas energéticas do figado para o desenvolvimento ovocitario. Ja
para os machos, os valores de RGS (Fig. 11) ndo apresentaram varia¢fes importantes ao longo
do ano, variando entre 0,84 e 1,30. No caso do IHS, embora a amplitude de variacdo tenha sido

maior (2,75 — 6,04), ndo pareceu estar diretamente associada ao ciclo reprodutivo (Fig. 11).

Tabela 3- Caracteristicas morfométricas do sistema reprodutivo de fémeas de S. cubensis
capturadas na costa de Pernambuco, Brasil. LO= Largura do ovario (mm); PO= Peso do ovario
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(9); NF= Numero de foliculos; DMF= Didmetro do maio foliculo (mm); PG= Peso da glandula
(9); LG (Largura da glandula (mm) e LU= Largura do utero (mm).

Capaz de Gestacdo Gestacao Gestacao
Imaturo (13) > oduzir (5)  Inicial (17)  média (14)  Final (4)
Ovario
PO (g) 0,6 -13,9 5,0-76,0 3,0 -8,6 3,8-53.,8 11,9 -50,0
LO (mm) 4,5-27,5 23,0 -87,0 14,0 -39,0 18,0 -51,5 38,0 -55,0
NF 18 -30 22-25 10 -50 15-50 15 -60
DMF (mm) | 0,1-23,0 8,5-39,0 6,0 -20,0 10,5 -40,5 16,0 -33,5
Glandula
Oviducal
PG (g) 0,1-1,0 0,6 -2,0 0,4-1,2 0,5-1,6 0,6 -1,6
LG (mm) 3,0-12,0 8,5-14,0 7,5 -13.,5 5,5-13.,5 11,0 -14,0
Utero
LU (mm) 0,1 -40,5 13,0 -50,5 25,0 -54,5 36,0 -52,0 35,1 -69,5
Embrides
Presenca de o
. Embrides  completamente
- vitelo .
- Filiformee  Totalmente visiveis com  formados com
Descrigao . amarelado ou o r o
delgado desenvolvido saco vitelinico saco vitelinico
com manchas . .
ainda grande  reduzido ou
rosadas
ausente

Tabela 4- Caracteristicas morfométricas do sistema reprodutivo de machos de S. cubensis
capturados na costa de Pernambuco, Brasil. PTE= peso do Testiculo (g); CTE= comprimento
do testiculo (mm); LTE= largura do testiculo (mm); LA= largura da ampola (mm); LE= largura

do epididimo (mm).

Em desenvolvimento Capaz de .
Imaturo (4) ) reproduzir (23) Ativo (21)
Testiculo
PTE (g) Aparelho 1,46 -3,20 1,83 -4,26 3,15-5,20
reprodutor
LTE (mm) indiferenciado 8,0-11,2 8,5-17,0 9,0-18,0
CTE (mm) do 6rgdo 36,0 -42,5 31,5 -52,0 34,5 -47,0
epigonal
Ampola do ducto
deferente
LA (mm) 1,0 -1,0 1,0 -11,5 1,0-9,5
Fluidos saindo
_— Sem fluido seminal =~ Presenca de pelo clasper e
Descricao . .
aparente fluido seminal  cloaca quando
pressionado
Epididimo
LE (mm) 3,0-5,0 3,0-9,0 3,0-8,0
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Figura 8- Relacdo entre o comprimento do clasper (CL), grau de calcificacdo e comprimento
total (CT) de machos de S. cubensis capturados em aguas profundas de Pernambuco, Brasil. O
quadrado com linha continua representa 0s machos imaturos e o com linha tracejada indica 0s

machos maduros
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Figura 9- Variacdo mensal de RGS (Circulos pretos) e IHS (triangulo vazado) de fémeas de S.
cubensis, capturadas em aguas profundas de Pernambuco, Brasil.
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Figura 10- Correlacdo do didmetro do maior foliculo (DMO) por més das fémeas de S. cubensis,
capturados em aguas profundas de Pernambuco, Brasil. X = media.
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Figura 11- Variacdo mensal do RGS (Circulos pretos) e do IHS (triangulo vazado) de machos
de S. cubensis, capturados em aguas profundas de Pernambuco, Brasil.

Discussao

Hazin et al. (2006), estudando os aspectos reprodutivos de Squalus megalops capturados
na costa nordeste do Brasil, reportaram uma proporg¢éo sexual com uma forte predominéncia de
fémeas (5:1), padréo semelhante ao encontrado para o S. cubensis em estudo realizado em La
Pared, Venezuela (TAGLIAFICO et al., 2019), com proporc¢do de 9 fémeas: 1 macho. Esses
resultados diferem do encontrado neste trabalho, ja que ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significantes entre os sexos. As possiveis razes para essa forte discrepancia
podem estar ligadas a segregacdo sexual por area ou profundidade.

No presente estudo, também ndo houve diferenca significativa no fator reprodutivo da
espécie, nem na proporc¢do sexual dos embries, com uma fecundidade uterina de cerca de 3
embrides por fémea, muito préxima, portanto, do Squalus acanthias (YIGIN e ISMEN, 2013)
e do Squalus megalops (HAZIN et al. 2006), ambos com fecundidade média de 4 embrides por
fémea.

De acordo com Yigin e Ismen (2013), fémeas de S. acanthias possuem alometria positiva
de crescimento, enquanto os machos apresentam alometria negativa, tendéncia, portanto,
contraria aquela observada para a presente espécie.

O S. cubensis apresentou um tamanho de primeira maturacdo (Lso) maior nas fémeas
(554,4 mm) do que nos machos (478,8 mm), variacdo considerada alta para o género e que pode
ser explicada pela menor taxa de crescimento dos machos. Tagliafico et al. (2019), porém,
encontraram valores menores para o Lsg das fémeas da mesma espeécie, Lso = 445,3 mm. Essas
diferengas, além de intrinsecas a espécie, em consequéncia do seu processo evolutivo, também
podem ser explicadas pelos distintos parametros bidticos e abidticos de cada local de captura,
como temperatura, disponibilidade de alimento, entre outros, que podem influenciar o
crescimento do animal e/ou o desenvolvimento reprodutivo dos espécimes. Os valores do

presente trabalho, porém, sdo préximos aos relatados por Hazin et al. (2006), para S. megalops,
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que encontraram uma amplitude ainda maior, com o tamanho de maturacdo para fémeas
situando-se em 588,0 mm, contra o intervalo entre 430,0 e 480,0 mm, para os machos. Ja no S.
acanthias, a diferenca é menor, com as fémeas e 0s machos chegando & maturidade com,
respectivamente, 564,0 e 528,0 mm (YIGIN e ISMEN, 2013).

Hazin et al. (2006) encontraram um comprimento médio para os machos de S. megalops
igual a 641,6 + 72,0 mm, enquanto que para as fémeas o valor foi de 472,4 + 45,5 mm,
aproximadamente 170 mm de diferenca, situagdo oposta ao presente trabalho, em que o
comprimento médio das fémeas (613 mm) foi bem maior do que o dos machos (485 mm) de S.
cubensis, mesmo padrdo encontrado por Tagliafico et al. (2019) com menor diferenca entre 0s
sexos, fémeas = 534 mm e machos = 508 mm. Levando-se em consideracdo que o tamanho de
primeira maturagdo das fémeas em ambas as espécies € maior do que o dos machos, é possivel
que o presente trabalho tenha realizado capturas na area reprodutiva da espécie, no talude
continental, enquanto Hazin et al. (2006) podem ter realizado capturas em diferentes
profundidades, tendo, assim, acesso a um nimero maior de classes de comprimento.

No presente caso, os dois ovarios apresentaram caracteristicas semelhantes, com ambos
se encontrando ativos sexualmente, da mesma forma que o S. megalops (HAZIN et al., 2006).
Segundo os autores, os foliculos maduros possuiam um diametro > 20,0 mm compativel,
portanto, com o tamanho médio dos foliculos em fémeas consideradas aptas a se reproduzir no
presente trabalho, igual a 24,2 +11,1 mm. O fato de as fémeas em final da gestagdo também
apresentarem foliculos ovarianos bem desenvolvidos (25,6 +11,5 mm) indica que ela estara
pronta para uma nova ovulacao assim que terminar a gestacdo em curso. Além disso, a variacao
anual do didametro médio do maior foliculo indicou que as fémeas podem passar por 2 periodos
reprodutivos anuais, sendo um entre abril e maio e o outro, possivelmente, entre novembro e
dezembro.

Embora ndo haja machos de tamanho intermediario na presente amostragem (300 a 420
mm), o clasper parece apresentar um crescimento abrupto, servindo possivelmente como um
bom indicador da maturacdo sexual, em conjunto com o seu estagio de calcificagéo, coincidindo
com o comportamento descrito por Yigin e Ismen (2013), para o S. acanthias, por Hazin et al.
(2006), para os S. megalops, e por Jones et al. (2013), para o S. cubensis capturado no Golfo do
México.

O IHS foi inversamente proporcional ao RGS e diretamente proporcional a varia¢éo anual
do didmetro do maior foliculo, indicando a utilizacdo de reservas do figado para a sintese de
vitelo e amadurecimento dos ovdcitos, antes da ovulacdo e inicio da gestacdo, quando o IHS
volta novamente a subir. Essa variacdo sazonal é similar a descrita por Hazin et al. (2006), que

encontraram um maior numero de fémeas gestantes no mesmo periodo de picos de RGS do S.
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cubensis. O IHS dos machos, ao contrario, ndo apresentou uma correlacdo clara com o RGS,
indicando uma independéncia de reservas hepaticas para a sintese dos gametas masculinos.
Diferentemente da variagcdo sazonal aqui descrita, Watson e Smale (1998) ndo conseguiram
encontrar evidéncias de um ciclo reprodutivo definido para o S. megalops capturado na Africa
do Sul, j& que foram encontradas fémeas prenhes durante todo o ano. J& para o S. acanthias,
Yigin e Ismen (2013) sugere que tanto o IHS quanto o RGS variaram de acordo com o estagio
maturacional, tanto para as fémeas quanto para 0s machos, assemelhando-se ao comportamento

apresentado pelo S. cubensis aqui descrito.

Concluséao

O Squalus cubensis apresenta propor¢do sexual equilibrada de uma fémea para um
macho, tanto na pesca quanto na reproducéo e natalidade. O maior comprimento médio das
fémeas (613 mm) em relacdo aos machos (485 mm) pode resultar tanto de uma segregacéo
sexual por tamanho como de um crescimento diferenciado entre os sexos ou, ainda, diferentes
taxas de mortalidade.

As fémeas exibiram uma alometria negativa, com a taxa de crescimento em tamanho
sendo maior que em peso, diferentemente dos machos, provavelmente em razdo desses ultimos
terem um custo energético menor para 0 amadurecimento reprodutivo, podendo transferir,
assim, mais energia para o ganho de massa. Muito provavelmente por esta razdo, também, os
machos atingem a maturacdo sexual antes das fémeas (452,1 mm x 5714 mm,
respectivamente).

N&o foi encontrada diferenca significativa entre os aspectos morfométricos dos ovarios
direito e esquerdo, nem dos dois testiculos, indicando que ambos sdo ativos sexualmente. A
relacdo gonadossomatica (RGS) das fémeas apresentou dois picos, em abril e em novembro,
apresentando quedas bruscas nos meses seguintes, indicando, portanto, a provavel existéncia
de dois periodos de maior atividade reprodutiva para a espécie, comportamento corroborado
pelo indice hepatossomatico (IHS) que apresentou resultados antagénicos ao RGS. Ja para 0s
machos esta relagdo nao foi observada, ndo ocorrendo grande variagdo no peso dos testiculos

durante o ano, e sem correlagdo com o IHS.
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Considerac0es Finais
O estudo das comunidades marinhas de profundidade ampliou-se significativamente a partir

deste século. O avanco no uso das tecnologias aplicada as regides oceanogréaficas permitiu a utilizacao
de materiais mais resistentes durante prospeccfes, aumentando significativamente o ndmero de
compilacdes faunisticas, descri¢es de espécies e numerosos estudos sobre os mais variados aspectos
da biologia das espécies de aguas profundas em todo o mundo, inclusive no Brasil.

Concomitantemente ao incremento no conhecimento a cerca desses habitats, é crescente a
necessidade de recursos da sociedade. A migracdo das zonas de pesca para areas cada vez mais
profundas, a exploracdo de petroleo e gas e as possiveis catastrofes ligadas a estas atividades podem
tomar proporcdes avassaladoras. Face aos incidentes que ocorreram em Tramandai, sul do Brasil, em
janeiro de 2019 e mais recentemente (agosto de 2019) na costa do nordeste e norte dos estados da
regido sudeste do pais e que afetam ndo s6 economicamente as comunidades que dependem dos
recursos marinhos, mas também compromete toda uma cadeia alimentar.

Crescente também é a preocupacdo de pesquisadores e Orgdos de pesquisa em relacdo a
vulnerabilidade e a capacidade de resiliéncia do mar profundo, e o principio bésico para gestdo e
conservacao € conhecer para proteger. O estudo da biodiversidade desse ambiente € uma area de
pesquisa emergente e apresenta um alto potencial para a descoberta de novas espécies, assim como a
compreensdo dos aspectos ecoldgicos que as permeiam.

Estudos que aliam diferentes ferramentas de identificacdo de espécies ddo robustez aos dados
e evitam potenciais erros, principalmente quando se trata de grupos taxonémicos complexos. A
caracterizacdo da dindmica populacional também € vital para o desenvolvimento de estratégias de
conservacao para qualquer espécie.

Sendo assim, a presente tese contribui com o delineamento de duas espécies de Squalus além
do detalhamento reprodutivo da espécie Squalus cubensis, cuja descri¢cdo data do inicio do seculo
passado, mas que durante todo esse tempo esteve envolvida em incertezas taxonémicas e davidas
sobre a real area de ocorréncia.

Salientamos também a importancia das parcerias entre pesquisadores e instituicbes que
promove o fortalecimento da ciéncia, uma vez que os resultados dos trabalhos podem se tornar uma
ferramenta valiosa em prol da conservacao e da gestdo sustentivel de eventuais recursos pesqueiros

de aguas profundas.
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Coparticipagdes em linhas de pesquisa relacionadas

¢ Artigo: Age and growth of the Cuban dogfish shark (Squalus cubensis) of the Southwestern

Atlantic Ocean;

Trabalho desenvolvido no &mbito do projeto da tese em parceria com a pesquisadora Sara
Loebens, do programa de Pds-graduacdo em Oceanografia da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

e Artigo: InteracBes troficas entre espécies demersais da familia Squalidae do Atlantico

Sudoeste utilizando isétopos estaveis.

Em parceria com a pesquisadora Fernanda Albuquerque da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

e Projeto de pesquisa: Estudos genéticos em espécies de tubarbes do género Squalus

(Chondrichthyes, Squalidae) na costa do Brasil.

Envolvendo a temética de conservacgdo de elasmobranquios e analises genéticas populacionais, 0
projeto, ja aprovado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
coordenado pelo Dr. Fausto Foresti e a equipe do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes (UNESP
— Botucatu), conta a com a participacao integrada dos professores / pesquisadores Dr. Otto B. F. GADIG
(Unesp — S&o Vicente / SP) e Dr. Fabio V. Hazin (UFPE — Recife / PE), no qual, se destacam com a
grande experiéncia em conservacdo de elasmobranquios no Brasil. Os professores / pesquisadores
Dr. Jodo Braulio (UFMA) e Dr. Diogo Teruo Hashimoto (CAUNESP/Unesp, Jaboticabal),
desenvolvem pesquisas com marcadores genéticos populacionais e apresentam experiéncia em analises
genéticas, no qual irdo colaborar na compreenséo e entendimento das populacdes de tubardes. Contamos
ainda com a colaboragdo de professores / pesquisadores Dr. Paulino Martinez Portela (Universidade
de Santiago de Compostela, Lugo, Espanha) e Dr. Manuel Vera (Universidade de Girona, Girona,
Espanha) que apresentam grande experiéncia com o desenvolvimento de marcadores moleculares. E
recentemente contamos com o apoio do grupo de pesquisadores Prof. Dr. Pindaro Diaz-Jaimes (Instituto
de Ciencias del Mar y Limnologia, Universidad Nacional Autonoma de México, Mexico) e Dr.
Sergio M. Delpiani (Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas — CONICET,

Buenos Aires — Argentina), que apresentam experiéncia com genética de elasmobranquios.
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Apéndices

I. Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica — SISBIO

Ministério do Melo Amblente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Blodiversidade - ICMBio

Icmid Sistema de Autorizacho e Informacéo em Blodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

MNimero: 398788 I Data da Emissdo: 31/06/2019 10:61:57 I Data da Revalidagio*: 31/05/2020
De acorde com o art. 26 da IN 03/2014, esta aulorzacho lem prazo oo validate equivalents 8o previsio no cronograma de stividades

do projeto, mas deverd ser revalidada anualmente mediante a apresentacio do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Si=bio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversdrio de sua emissdo.

Dados do titular

Mome: FABID HISSA VIEIRA HAZIN ICF“F. 389.565.824-40 |

Tiluls de Prejetn: ECOLOGLA E PESCA DE ESPECIES PELAGICAS OCEANICAS E DEMERSAIS DE PROFUNDIDADE NA COSTA NDRDESTEF ILHA

Home da Insibuicda: Universidade Federal Rural de Permambuco ICNF“J. 24 416.1740001-06 |

Cronograma de atividades

# | Descrigio da atividade Inicio {més/ans) Fim (mésiano)
1 | Coleta de Amosiras 0772013 DE/201S
2 | Processamenio das amostras 072013 062019
3 | Coleta de Amosiras 0872017 12722019
4 | Processamenio das amostras OE2017 ]
Equipe
¥ | Nome Fungio CPF Nacionalidade
1 | PAULD GUILHERME VASCONCELDS DE Calabaradar 920 385 35415 Brasileira
OLIVEIRA
2 | Danielle de Lima \Viara Colaboradara D38 E01.514-78 Brasileira
3 |Jorge Eduardo Lins Caolabaradar 140, TE3. 064 20 Brasileira
4 | Paulo Eurico Pires F . Travassos Colaboradar 188.312 93487 Brasileira
5 | Diogo Martins Nunes Calabaradar 056 000 31481 Brasileira
& | Mariana Gomes da Régo Colabaradara 052 288.014-21 Brasileira
7 | Rafsel Ferreira Muniz Colaboradar 03047016426 Brasileira
B | POLLYANA CHRISTINE GOMES ROGUE Caolaboradara 071.483.564-30 Brasileira
9 | Rémulo Cosla Pires Fereira Colaboradar 046,052 7B4-46 Brasileira
10 | DRAUSIO PINHEIRD VERAS Caolaboradar DBE 432 23472 Brasileira
11 | Paulo Rogério de Souza Almeida Pesquisador 07116581458 Brasilera
12 [ Al ira Maria Advincula Pires Pesquisadora O76.566.814-93 Brasileira
13 | Brura Cés=ar L. Macena Rocha Pesquisador 030,053 52447 Brasileira
14 | Camila Brasilino Botélha de Araljo Pesquisadora OB2 848 11408 Brasileira
16 | Cldudio Della Vedova Pesquisador 052.294.014-51 Brasileira
16 | Leorardo de Lima Fidelis Pesquisador 091.855.354-05 Brasileira
17 | Malalia Priscia Alves Berema Pesquisadora 051.064. 26405 Brasileira
18 | Fernanda Virginia Albuguergue da Silva Pesquisadora 058.573. 14481 Brasileira
18 | Karla Mirella de Assis Bezerra Martins Pesquisadora 070, 536.004-23 Brasileira
20 | Sara de Castro Loebers Pesquisadora 018476 41228 Brasileira
21 | Brura Cesar Rodrigues da Silva Pesquisador 057.178.984.14 Brasileira
22 | Isa Coutinha Pesquisadora DEE 448.174-01 Brasileira
23 | Jodao Vitor Albuguergue Veloso Pesquisador 029,555 40620 Brasileira
24 | Lucas Vinicius Sanlos Silva Pesquisador 106.495.084.0% Brasilera
[25 | Sidney Marcek Victor de Andrade Pesqusador 110.503.964-13 Brasileira

Ezfe documento foi expedids com base na hnstruglo Nommathva nd® 032004, Afravés do oidigo de aulenlicacls abaivo, qualguer
cidadlio poderd venficar a aufenticidacde ou reguiavidade desfe documenio, por mein da pdging do SEbiofCMBic na  Interned
(wawwicmbio. gov. brisishio).

Cédigo de autenticagio: 0399780620180531 Péagina 1/5
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I1. Supplementary material Squalus cubensis

Supplementary material 1. GenBank system accession number used in “Morphological and molecular analyses of the short-
snouted dogfish shark (Squaliformes: Squalidae) in the southwestern Atlantic Ocean”

Species Locality Latitude (S) Longitude (W) Voucher GenBank accession
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°10"01.7 34°33"24.4° 100332
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°10"01.7 34°33"24.4° 100333
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°08"48.8 34°33"35.9° 100334
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°08"48.8 34°33"35.9° 100335
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°09"01.8 34°33"48.4° 100336
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°08"48.7° 34°33"35.8° 100337
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°08"48.8’ 34°33"35.9° 100338
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°08"48.8 34°33"35.9° 100339
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°08"48.8’ 34°33"35.9° 100340
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°08"48.8 34°33"35.9° 100341
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°08"48.8’ 34°33"35.9’ 100342
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°10"18.1° 34°34"13.1° 100343
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°10"18.2 34°34"13.2° 100344
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°06"10.7 34°32"10.0° 100345
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°05"57.7’ 34°32"02.9° 100346
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°05"57.7’ 34°32"02.9° 100347
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°06"10.7 34°32"10.0° 100348
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°43"42.5° 34°44"57.3° 100349
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°43"42.5° 34°44"57.3° 100350
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°41"23.0° 34°44"15.5° 100351
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°42"35.8 34°44"32.1° 100352
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°41"23.0° 34°44"15.5° 100353
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°41"23.0° 34°44"15.5° 100354
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°41"23.0° 34°44"15.5° 100355
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°41"23.0° 34°44"15.5° 100356
Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°41"23.0° 34°44"15.5° 100357

Squalus cubensis Pernambuco - Brazil 8°41"24.0° 34°44"15.5° 100358
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I11. Supplementary material Squalus bahiensis.

Supplementary material 1. GenBank system accession number used in “The northernmost geographic limit, additional
description and genetic analyses of the Northeastern Brazilian dogfish, Squalus bahiensis (Squaliformes: Squalidae).”

Species Locality Latitude (S) Longitude (W) Voucher GenBank accession
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°12"20.3’ 34°34"13.4° 100369
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°11"20.3’ 34°34"17.2° 100371
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°11"20.3° 34°34"17.2° 100372
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°10"19.4° 34°33"57.7° 100373
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°10"19.4° 34°33"57.7° 100374
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°10"19.4° 34°33"57.7° 100375
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°10"19.4° 34°33"57.7° 100375
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°10"19.4° 34°33"57.7° 100376
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°10"19.4° 34°33"57.7° 100377
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°10"19.4° 34°33"57.7° 100378
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°10"19.4° 34°33"57.7° 100378
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°08"39.0° 34°33"02.7° 100379
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°08"39.0° 34°33"02.7° 100380
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°08"39.0° 34°33"02.7 100381
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°08"39.0° 34°33"02.7° 100382
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°05"28.4° 34°32"05.2° 100383
Squalus bahiensis Pernambuco - Brazil 8°05"28.4’ 34°32"05.2° 100384
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