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RESUMO

As raias da familia Rhinopteridae Bonaparte, 1835 sdo altamente migratérias e estdo
distribuidas em &guas mornas em mares tropicais e temperados. O litoral brasileiro registra a
ocorréncia de 2 espécies, Rhinoptera bonasus e Rhinoptera brasiliensis, as quais, devido ao
grande tamanho corpéreo sdo alvo facil de captura acidental como fauna acompanhante de
pescarias de arrasto, como as de camardo marinho. As relagdes filogenéticas do género ainda
ndo estdo elucidadas, havendo suspeitas sobre a validade de algumas espécies, bem como a
possivel presenca de linhagens cripticas ainda ndo descritas dentro de algumas espécies. O
presente estudo tem por objetivos, através da utilizacdo do gene COI elucidar a posicdo
filogenética das espécies de Rhinoptera que ocorrem no litoral brasileiro, em relagcdo as outras
linhagens validas do género, bem como a verificacdo da possivel presenca de linhagens cripticas
dentro do género. Individuos das duas espécies foram coletados ao longo da costa brasileira.
Sequéncias adicionais de outras espécies do género foram baixadas no Genbank e adicionadas
ao banco de dados. Os resultados demonstram a presenca de R. brasiliensis na Costa Norte
brasileira, ampliando sua area de ocorréncia no litoral brasileiro. Adicionalmente, 2 linhagens
de R. bonasus foram recuperadas demonstrando que a espécie € formada por um complexo de
espécies. O género Rhinoptera deve passar por revisdes sistematicas mais apuradas para correta
elucidacdo de quantas espécies comp8dem o género no litoral brasileiro.

Palavras-chave: conservacgdo; sobrepesca; linhagens cripticas; filogenia; especiagéo.
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ABSTRACT

Rays of the family Rhinopteridae Bonaparte, 1835 are highly migratory and are distributed in
warm waters in tropical and temperate seas. The Brazilian coast records the occurrence of 2
species, Rhinoptera bonasus and Rhinoptera brasiliensis, which, due to their large body size,
are an easy target for accidental capture as bycatch in trawl fisheries, such as marine shrimp.
The phylogenetic relationships of the genus are not yet elucidated, with suspicions about the
validity of some species, as well as the possible presence of cryptic lineages not yet described
within some species. The present study aims, through the use of the COI gene, to elucidate the
phylogenetic position of the species of Rhinoptera that occur in the Brazilian coast, in relation
to other valid lineages of the genus, as well as to verify the possible presence of cryptic lineages
within the genus. Individuals of both species were collected along the Brazilian coast.
Additional sequences from other species of the genus were downloaded from Genbank and
added to the database. The results demonstrate the presence of R. brasiliensis in the Brazilian
North Coast, expanding its area of occurrence in the Brazilian coast. Additionally, 2 strains of
R. bonasus were recovered demonstrating that the species is formed by a species complex. The
genus Rhinoptera must undergo more accurate systematic reviews for the correct elucidation
of how many species make up the genus on the Brazilian coast.

Keywords: conservation; overfishing; cryptic lineages; phylogeny; speciation.
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1 INTRODUCAO
1.1 AMEACAS A CONSERVACAO DE ELASMOBRANQUIOS

A exploracdo pesqueira constitui-se na maior ameaca a biodiversidade dos
elasmobranquios com o agravante de que a nivel mundial o manejo ndo é aplicado por auséncia
de informagdo béasica ou em outros casos, ma fé (Bonfil 1994). Neste contexto, 0s
elasmobranquios apresentam caracteristicas bioldgicas que os tornam altamente vulneraveis as
pressdes cada vez mais intensas exercidas pela sobrepesca, como um ciclo de vida longo,
crescimento lento, maturidade sexual tardia e baixa fertilidade (Hoenig & Gruber 1990), o que
limita o crescimento populacional e a recuperacdo de acbes (Vooren & Klippel 2005).
Elasmobréanquios séo frequentemente capturados como fauna acompanhante em pescarias que
visam espécies mais lucrativas (como, atum e espécies semelhantes ao atum), o que vem
causando grandes declinios populacionais de espécies ndo-alvo (Bonanomi et al. 2017). A
maioria das espécies de tubar@es e raias podem ser classificadas como fortes estrategistas K,
isto é, possuem vida longa com taxas de crescimento lentas e maturacdo sexual tardia. Grande
parte das espécies apresenta baixa fecundidade, o que resulta em um potencial reprodutivo
pequeno. Além disso, os elasmobranquios normalmente séo os principais predadores em suas
comunidades, logo, apresentam uma baixa abundancia (Bonfil 1994).

Entretanto, tubardes e raias sofrem pressdes distintas. Os dois grupos séo afetados pela
destruicdo de habitat, entretanto, os tubarbes possuem uma pesca direcionada devido ao
comercio de barbatanas (Stevens et al. 2000, Simpfendorfer et al. 2011, Dulvy et al. 2014),
sendo o Brasil, um dos maiores exportadores de carne e barbatanas ao mercado asiatico, que é
o principal importador mundial de carne de tubardo no mundo onde s&o comercializadas como
iguarias (Dulvy et al. 2014, Dent & Clarke 2015, Barreto et al. 2017). Historicamente, apesar
do alto valor de alguns produtos de peixes cartilaginosos (por exemplo, mercado de barbatana
de tubardo, atingindo valores de até 1000 dolares por quilo (Fabinyi & Liu 2014), os esfor¢os
de conservacéo e divulgacao a sociedade dos dados sobre as ameacas as espécies tém feito com
que alguns mercados internacionais iniciem programas de conservagdo voltados as espécies.

1.2 RAIAS E O GENERO Rhinoptera van Hasselt, 1824



As raias sdo o maior subgrupo dos Chondrichthyes e atualmente compreendem 26
familias e 633 espécies validas (Last et al. 2016). No entanto, especialistas sugerem que existam
aproximadamente 50 espécies ndo reconhecidas ou ndo descritas (Weigmann 2016).
Diferentemente dos tubardes, ndo existem pescarias direcionadas as espécies de arraias.
Entretanto, algumas espécies sdo alvo de pesca esportiva, ou vitimas de redes de arrasto de
fundo para pesca de camardo, sendo considerada fauna acompanhante e descartadas depois de
ja estarem mortas nas redes (Lessa 1986, Nunes et al. 2005). Nesta vertente, algumas espécies
de raias marinhas estdo criticamente ameagadas de extingdo, como 0 peixe serra ou espadarte
(Pristis pristis Linneus, 1758), ao qual ocupa o ranking de umas das espécies de
elasmobranquios mais ameacadas devido a captura acidental e perda de héabitat, assim como o
cacdo anjo (Squatina guggenheim Marini, 1936) espécie que foi muito capturada nos anos 70 e
80 no sul do Brasil (Voorren & Klippel 2005).

O Brasil é responsavel pela captura de cerca de 12.000 toneladas anuais de tubardes e
5.000 toneladas de raias (Feitosa et al. 2018, Ferrete et al. 2019) e, a partir do ano 2000, passou
a ser considerado pela IUCN como um dos seis paises que mais capturam elasmobranquios em
todo o mundo, sendo incluido na categoria “Major Shark fishing State” (Lack & Sant 2006).
Posto isto, o desenvolvimento de a¢des de conservagdo, atraves da implementacdo de um Plano
de Acdo Nacional para a conservacdo de Tubardes e Raias Marinhas ameacadas de extingéo
(PAN Tubardes), é a perspectiva de reverter a prevalente situacdo de ameaca que paira sobre as
espécies brasileiras de Chondrichthyes pois tem como objetivo geral “Mitigar os impactos sobre
os elasmobranquios marinhos ameagados de extingdo no Brasil e de seus ambientes, para fins

de conservagdo em curto prazo” (Rosa & Gagid 2014).

As raias da familia Rhinopteridae Bonaparte, 1835 séo altamente migratorias e estdo
distribuidas em aguas mornas em mares tropicais e temperados com excecdo da regido ao redor
das ilhas do Pacifico (Mceachran & Fechhelm 1998, Last & Stevens 1994), sendo constituida
por individuos bentopelagicos, passando parte do tempo na superficie, formando grandes
agregacOes, mas alimentando-se no fundo, principalmente de crustaceos, bivalves e moluscos
(Bogorodsky et al. 2014). As raias do género Rhinoptera van Hasselt, 1824 possuem tamanho
médio a grande com um disco amplamente romboidal, a pele é lisa ou finamente granulada sem
espinhos ou denticulos alargados. A boca dessas espécies € localizada ventralmente e quase tao
larga quanto a cabeca, contendo dentes em formato de placa, normalmente dispostos em 7 ou
mais fileiras em cada mandibula. Os animais desse género sdo viviparos, a maioria das espéecies
gera apenas um filhote a cada gestacdo e ndo possuem conexao placentéria entre mae e filhote
(Last et al. 2016). Atualmente, o género é formado por 8 espécies validas: Rhinoptera bonasus



Mitchill, 1815, Rhinoptera brasiliensis Miller, 1836, Rhinoptera javanica Miller & Henle,
1841, Rhinoptera jayakari Boulenger, 1895, Rhinoptera marginata Geoffroy Saint-Hilaire,
1817, Rhinoptera peli Bleeker, 1863, Rhinoptera neglecta Ogilby, 1912 e Rhinoptera
steindachneri Evermann & Jenkins, 1891 (Last et al. 2016). Para o continente americano 3
espécies sdo descritas: R. bonasus, R.brasiliensis e R. steindachneri sendo esta Gltima
ocorrendo apenas no Oceano Pacifico (Last et al. 2016).

R. bonasus apresenta distribuicdo desde o sul da Nova Inglaterra, nos Estados Unidos,
ao Sul do Brasil, incluindo Golfo do México e Cuba (Bigelow & Schroeder 1953, Mceachran
& Carvalho 2002, Palacios-Barreto et al. 2017) (Figura 1). Esta atualmente classificada como
"vulnerdvel” na Lista Vermelha de espécies ameacadas da IUCN (Carlson et al. 2019).
Previamente tida como uma espécie com distribuicdo apenas em &guas brasileiras, R.
brasiliensis estd presente desde a regido da Florida, nos Estados Unidos (Weber et al. 2020),
Golfo do México, Coldmbia, Venezuela (Palacios-Barreto et al. 2017), ao sul do Brasil, onde
sua faixa geografica é supostamente limitada do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (Vooren
& Lamédnaca 2004, Jones et al. 2017) (Figura 2). Esta classificada como “vulneravel” pela
IUCN (Carlson et al. 2019).

Figura 1- Rhinoptera bonasus, Mitchill 1815. Fonte: Rosa & Gadig (2014)



Figura 2- Rhinoptera brasiliensis Muller, 1836. (Rhinoptera brasiliensis 2022).

As duas espécies podem ocorrer de maneira simpatrica e sintdpica na costa do Brasil,
durante o periodo neonatal. Essa estratégia aumenta as chances de sobrevivéncia e sucesso
alimentar durantes as primeiras semanas/meses de vida (Rangel et al. 2017). Adicionalmente,
foi proposta area de bercgario no sudeste do Brasil, com nascimento no final da primavera e
inicio do verdo. O uso repetitivo dessa area por R. bonasus e R. brasiliensis sugere importancia

dessa area para a histdria de vida dessas espécies (Rangel et al. 2018).

Até 0 momento, das revisdes filogenéticas feitas dentro do género Rhinoptera, apenas o
trabalho de Palacios-Barretos et al. (2017) utilizou individuos do sudeste do Brasil e Golfo do
Mexico, no qual, expandindo a area de ocorréncia de R. brasiliensis até a regido do Caribe,
Recentemente, Souza et al. (2021) demonstrou um padrdo de agrupamento populacional dentro
de amostragem ao longo das quatro regides costeiras do Brasil, demonstrando alta variacao para
amostras da Costa norte do Brasil, fato este que poderia estar mascarando a ocorréncia de
espécies cripticas nessa regido. O aumento da utilizagdo de marcadores moleculares tem
revelado a presenca de espécies cripticas dentro de varios grupos, e a presenca de linhagens nao
descritas de elasmobranquios ja foi registrada no Atlantico Sul Ocidental (Pinhal et al. 2012,
Silveira 2017).



1.3 FERRAMENTAS MOLECULARES PARA ESTUDOS COM RAIAS

Espécies morfologicamente semelhantes sdo frequentemente agrupadas em registros de
captura, e algumas carcacgas podem ser identificadas de forma incorreta se partes do corpo que
os caracterizem forem removidas. Técnicas moleculares tém sido utilizadas nas Gltimas décadas
para identificar espécies de tubarbes, especialmente quando o0s métodos taxondmicos
tradicionais falham devido a informacgdes morfoldgicas insuficientes (Holmes et al. 2009). Nos
altimos anos, o avanco da técnica de identificacdo a nivel molecular das espécies, vém
auxiliando a taxonomia de grupos problematicos, permitindo a identificacdo e discriminagdo de
espécies novas de elasmobranquios (Pinhal et al. 2012, Ruocco et al., 2012, Arlyza et al. 2013,
White et al. 2013, Last et al. 2016). Ao longo dos anos, a descricdo e a identificacdo das
espécies vém sendo feita com base em tragcos morfoldgicos e sdo restritas a uma pequena parcela
de pesquisadores, os taxonomistas, 0s quais muitas vezes ndo estdo presentes em numero
suficiente dada a grande diversidade de espécies, assim como em regides mega-diversas como
o0 Atlantico Sul Ocidental (Palmeira et al. 2013). Entretanto, muitas vezes somente a abordagem
morfolégica ndo consegue chegar a uma descricdo precisa de determinada espécie, ha certas
limitacGes que ocultam a real posicdo sistematica das espécies, basicamente porque alguns
grupos de animais conservam caracteristicas morfoldgicas muito similares entre si, o que limita
a acao dos taxdbnomos (Hebert et al. 2003, Hajibabaei et al. 2007). Adicionalmente a esta
problematica, as chaves de identificacdo geralmente ndo tratam todos os estagios de vida de
uma espécie/grupo, tornando o sistema fortemente dependente de especialistas (Hebert et al.
2003).

Mais recentemente, os métodos baseados em DNA ganharam popularidade, uma vez
que este é relativamente estavel, e pode ser acessado de todas as etapas da vida usando pequenas
quantidades de tecido, bem como o fato das sequéncias de DNA serem altamente reproduziveis
(Ward et al. 2005). O DNA barcoding € um sistema inovador projetado para fornecer
identificacGes de espécies réapidas, precisas e automaticas usando regifes de genes curtas e
padronizadas (Hebert & Gregory 2005).

Estudos com a utilizagdo da ferramenta de DNA Barconding em elasmobranquios tém
demonstrado fortes evidéncias de que muitas espécies desse grupo de organismos possuem um
risco alto de extingdo futura (Garcia et al. 2008). Pesquisas recentes revelaram que a pescaria
de espécies de elasmobranquios ameagados de extincdo ainda ocorre de forma acentuada
(Feitosa et al. 2018, Tavares et al. 2013, Rodrigues-Filho et al. 2009). Também utilizam-se
dados moleculares para a identificacdo de espécies de tubardes e raias comercializados, como
em forma de filés (Palmeira et al. 2013). Nestes casos, analises de DNA representam uma



ferramenta Util para rastrear e verificar a autencidade de produtos derivados de elasmobranquios
(carne e barbatanas) comercializados em determinadas regides ou exportados para outros paises
e eventualmente identificar espécies ameacadas (Palmeira et al. 2013).

O uso do cadigo de barras de DNA utilizado nos condrictes € um potencial aliado dos
sistematas na elucidacdo de espécies enigmatica, ajudando a resolver a nomenclatura do
grupo/espécies em questdo (White et al. 2013, White & Naylor 2016, Silveira 2017). Bem como
na descoberta de novas espécies (Richards et al. 2009, Pinhal et al. 2012, Roucco et al. 2012).

JUSTIFICATIVA

Os elasmobranquios sdo um grupo de espécies com alto nivel de ameaca de extingéo.
Mesmo com os estudos crescentes com relacdo a fauna do Atlantico Sul Ocidental nos ultimos
anos (Sales et al. 2019, Petean et al. 2020, Souza et al. 2021), a caracterizagdo de alguns grupos
ainda permanece nao elucidada (Silveira 2017). As espécies do género Rhinoptera, apresentam
morfologia extremamente conservada, fato que pode mascarar a presenca de linhagens
genéticas distintas (Palacios-Barreto et al. 2017). O fato das duas espécies que ocorrem no
Litoral Brasileiro estarem classificadas como “vulneraveis” na Lista Vermelha de espécies
ameacadas da IUCN (Carlson et al. 2019), faz com que estudos moleculares sejam amplamente
necessarios tanto para uma estimativa dos status de variabilidade das espécies, quanto a
presenca de possiveis espécies cripticas ocorrendo no Atlantico Sul Ocidental.



2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo realizar uma inferéncia filogenética do género Rhinoptera,

com enfoque em espécies que ocorrem no litoral Brasileiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a possivel presenca de espécies cripticas dentro do género Rhinoptera no Atlantico
Sul Ocidental.

Verificar o posicionamento filogenético das espécies de Rhinoptera que ocorrem no Atlantico
Sul Ocidental.



3 MATERIAL E METODO
3.1 AMOSTRAGEM E ANALISES LABORATORIAIS

Amostras de R. bonasus e R. brasiliensis utilizadas no presente estudo foram coletadas
em diferentes pontos ao longo do Atlantico Sul Ocidental e Atlantico Central. (Figura 3 e Tabela
1). De cada individuo, foi retirada uma pequena amostra de tecido muscular e acondicionado
em tubos eppendorfs de 1.5 microlitros contendo etanol absoluto. Posteriormente, as amostras
foram acondicionadas em freezer a -4°C até o momento das extracoes de DNA.

O DNA gendmico total foi obtido utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega Corporation, Madison, USA), seguindo-se o protocolo Mouse Tail. Para as Reacdes
em Cadeia da Polimerase (PCR), as PCR’s foram realizadas com um volume final de 25 pl
contendo: 0.5 pl de cada primer, 2 pl de MgClz, 4 pl de dNTP (1.25mM), 5.0 pl de 5x buffer,
0.2 ul de Taqg polimerase (5U/ul) e o restante completado com agua ultra pura. Inicialmente, o
gene COI foi amplificado com o par de marcadores Fish F1 e R1 (Ward et al. 2005). As
condigdes de para os PCRs foram os seguintes: Desnaturagao inicial a 94°C por 1°, 35 ciclos a
94°C por 40>’ (desnaturacao), 52°C por 40’ (hibridizagdo) e 72°C por 1°, e extensdo final a
72°C por 10°. Para o sequenciamento dos fragmentos obtidos, as PCR’s foram purificadas com
a enzima ExoSAP-IT (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), e as reagcdes de sequenciamento
realizadas com os reagentes do Kit BigDye (AppliedBiosystems) e entdo sequenciadas no
sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems).

120°0°0.000"W 20°00.000"W

40°00.000"N

20°00.000"N

0°0'0.000"

20°00.000"S

Sistema de Coordenadas Geograficas
LEGENDA PROJECAO UNIVERSAL TRANSVERSA DE MERCATOR (UTM)
/. Rhinoptera brasiliensis Datum horizontal: SIRGAS 2000

@ Rhinoptera bonasus Créditos da base cartografica: Base dos Dados.org (2015).



Figura 3- Locais dos pontos de amostragem do presente estudo.

Tabela 1- Listagem das amostras e sequéncias utilizadas no presente estudo de Rhinoptera contendo nome da
espécie, codigo utilizado, local de procedéncia e sequéncia de acesso do Genbank, quando retirada do banco de

dados do site.

(continua)
Espécie Codigo Localidade GenBank
Rhinoptera bonasus Rbona590 Maxatlan, Mexico Presente estudo
Rbonag81 Cabo Norte, Amapa Presente estudo
Rbona910 Braganca, Para Presente estudo
Rbona91l1l Braganca, Para Presente estudo
Rbona912 Braganca, Para Presente estudo
Rbona913 Braganca, Para Presente estudo
Rbona914 Braganca, Para

Rbona73 Recife, Pernambuco Presente estudo
Rbona76 Recife, Pernambuco Presente estudo
Rbona79 Recife, Pernambuco Presente estudo
Rbona80 Recife, Pernambuco Presente estudo
Rbona215 Toque Pequeno, Sao Paulo Presente estudo
Rbona218 Toque Pequeno, Sao Paulo Presente estudo
Rbona221 Toque Pequeno, Sao Paulo Presente estudo
Rbona315 Toque Pequeno, Sao Paulo Presente estudo
Rbona70 Florianépolis, Santa Catarina Presente estudo
Rbona71 Florianépolis, Santa Catarina Presente estudo
Rbona74 Florianépolis, Santa Catarina Presente estudo

(concluséo)

Espécie Codigo Localidade GenBank

Rbona776 Florianopolis, Santa Catarina Presente estudo

RbonaFL Florida, USA JX241051

RbonaCB Chasepeake Bay, USA KF245596
Rbonal Baia de S&o Marcos, Maranhédo Presente estudo
Rbona3 Baia de S&o Marcos, Maranhédo Presente estudo
Rbona4 Baia de S&o Marcos, Maranh&o Presente estudo
Rbonal0 Matinhos, Parana Presente estudo
Rbona20 Matinhos, Parana Presente estudo
Rbona30 Matinhos, Parana Presente estudo
Rbona40 Matinhos, Parana Presente estudo
Rhinoptera brasiliensis Rbra82 Braganca, Para Presente estudo
Rbra773 Braganca, Para Presente estudo
Rbra775 Braganca, Para Presente estudo
Rbra674 Rio de Janeiro, Rio de Janeiro Presente estudo
Rbra681 Rio de Janeiro, Rio de Janeiro Presente estudo
Rbra682 Rio de Janeiro, Rio de Janeiro Presente estudo
Rbra683 Rio de Janeiro, Rio de Janeiro Presente estudo
Rbra306 Toque Pequeno, Sao Paulo Presente estudo
Rbra319 Toque Pequeno, Sao Paulo Presente estudo
Rbra322 Toque Pequeno, Sao Paulo Presente estudo
Rbra323 Toque Pequeno, Sao Paulo Presente estudo
Rbra340 Florianépolis,Santa Catarina Presente estudo
Rbra352 Florianépolis,Santa Catarina Presente estudo
Rbra353 Floriandpolis,Santa Catarina Presente estudo
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Rhinoptera jayakari

Rhinoptera javanica
Rhinoptera javanica

Rhinoptera steindachneri
Rhinoptera steindachneri
Rhinoptera marginata

Manta birostris
Aetobatus narinari
Myliobatis freminvillei

Rbra365
Rbral0
Rbral

RjayalN
RjayaNic
RjayaBdsh
RjayaSdk
RjayaSdk2
RjayalN2
RjayalN3
RjavaAus
RjavaML
RjavaQT2
RjavaQT1

RsteiMX
RsteiSri
RmargTK1
RmargTK2
Mbiro
Anari263
Mfrem

Floriandpolis,Santa Catarina
Parana
Santos, Sao Paulo

Kochi, India
Ilha Nicobar, India
Bangladesh
Sandakan, Malasia
Sandakan, Malasia
India
India
Queensland, Australia
Sandakan, Malasia
Qatar
Qatar

Baja California, Mexico
Sri Lanka
Gulf of Iskenderun, Turkey
Gulf of Iskenderun, Turkey
Africa do Sul
S&o Sebastido, Sado Paulo
Sao Paulo

Presente estudo
Presente estudo

JX124888

KF899682
KY574494
MH841982
MG792120
KM073015
KF899680
KF899679
DQ108133
KMO073013
GU673400
GU673396

JN184076
KM364907
KY176595
KY176594
JF493866
KY323256
JF018547
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3.2 ANALISE DOS DADOS

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas através da ferramenta de alinhamento
automatico CLUSTALW (Thompson et al. 1997) implementada no programa BioEdit versdo
7.0.4 (Hall 1999). Com o intuito de verificar e comparar as sequéncias obtidas no presente
estudo, sequéncias de individuos do género Rhinoptera disponiveis no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) foram baixadas e implementadas no nosso banco de dados.
Sequéncias de Myliobatis freminvillei Lesueur, 1824, Aetobatus narinari Euphrasen, 1790 e
Manta birostris Walbaum, 1792 foram utilizadas como grupo externo para polarizar o
direcionamento das espécies do género Rhinoptera nas analises filogenéticas do presente
estudo.

Para o presente estudo, duas metodologias filogenéticas foram empregadas. Inferéncia
bayesiana (IB) a qual foi realizada no programa Mr. Bayes v.3.2 (Ronquist et al. 2012) e
méaxima verossimilhanca (ML), utilizando o programa PhyML v.3.0 (Guidon et al. 2010). Para
estas duas metodologias filogenéticas, os conjuntos de dados foram analisados com um Unico
modelo de substituicdo (ndo particionado), e particionado por posicdo de codon (os modelos de
substituicdo foram selecionados para cada uma das trés posi¢des). Os modelos evolutivos mais
adequados para cada banco de dados foram estimados no programa jModeltest 2 (Darriba et al.
2012). Para as analises de ML, o indice de confiabilidade dos ramos foi estimado através de
1000 pseudo-réplicas de bootstrap ndo paramétrico (Felsenstein 1985). No caso das Inferéncias
Bayesianas, foram baseadas em amostragens de MCMC em quatro corridas simultaneas, cada
uma consistindo de quatro cadeias (uma quente e trés aquecidas) com uma corrida total de 10
milhGes de geracdes. Probabilidades bayesianas foram selecionadas com um consenso de 80%.
Conservativamente, 25% das arvores iniciais foram descartadas como burn-in. Os scores de
log-likelihood foram plotados no programa Tracer v.1.5 (Rambaut & Drummond 2009) para
confirmar a validade do periodo inicial de burn-in usado no Mr. Bayes. As amostras pos burn-
in foram usadas para construir as arvores utilizadas no presente estudo.

4 RESULTADOS



12

Os modelos evolutivos selecionados para as analises de ML e IB foram TrN+I para
ambas as analises. As reconstrucdes filogenéticas geradas no presente estudo sugerem novas
topologias em relacdo a trabalhos anteriores (Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares 2011), sendo
desta forma, o trabalho a utilizar a maior quantidade de espécies do género. Foram recuperados
no nosso estudo, agrupamentos filogenéticos distintos dentro da filogenia de Rhinoptera. No
ramo mais derivado da arvore, uma topologia formada por R. javanica da Australia (R.
javaAUS) formando um clado bem suportado (98% e 1 para Maxima verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana respectivamente) com outra sequéncia da mesma espécie proveniente da
Malasia (R. javaML) e uma sequéncia identificada como R. steindachneri proveniente do Sri
Lanka (R. steiSri) (98% e 0.97 para ML e IB) (Figura 4).

O restante da sequéncias utilizadas de R. jayakari formaram outros dois clados bem
suportados. O primeiro, contendo sequéncias provenientes de Kochi na india, 1lhas Nicobar,
também na India além de Sandakan e outra sequéncia proveniente da india onde este
agrupamento foi fortemente suportado por ambos os métodos filogenéticos (81% e 0.99). O
outro agrupamento, é formado por sequéncias provenientes do Qatar, india e Maléasia com
suportes elevados (94% e 0.99).

Em ambas as reconstrucdes filogenéticas, R. marginata foi recuperada como
linhagem irma de R. brasiliensis, embora apenas para a topologia de ML, o valor de suporte
tenha sido significativo (92%) embora os valores de suporte que separem as duas espécies sao
elevados (Figura 4). Além do agrupamento com R. javanica, uma sequéncia de R. steindachneri
foi recuperada proximamente ao clado formado por R. marginata + R. brasiliensis, porém com

valor de suporte para as duas inferéncias filogenéticas ndo significativas.
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Figura 4- Arvore de Inferéncia Bayesiana, contendo espécies do género Rhinoptera. Valores das duas inferéncias
filogenéticas sdo mostradas na arvore, apenas valores de suporte superiores a 70% para maxima verossimilhanga
e superiores a 80% para Inferéncia Bayesiana, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo é o primeiro a realizar inferéncia filogenética contendo
individuos da Costa Norte do Brasil. Entretanto, para as duas espécies presentes no litoral
brasileiro, os resultados foram contrastantes; R. brasiliensis foi recuperado como um
agrupamento monofilético, estando amplamente distribuida desde o litoral sul do Brasil, até a
costa norte Brasileira. Este resultado, se soma a estudos anteriores que ja demonstravam que a
espécie esta presente no Golfo do México (Palacios-Barreto et al. 2017) bem como
possivelmente até a regido da Florida nos Estados Unidos (Weber et al. 2020). Entretanto,
Weber et al. (2020) ao verificarem a presenca de R. brasiliensis no litoral dos EUA, nédo
utilizaram amostras de outras localidades para confirmacao de que R. brasiliensis identificadas
por eles pertenceriam realmente a linhagem de R. brasiliensis distribuida do Brasil ao Golfo do
México (Palacios-Barreto et al. 2017).

Em nosso estudo, também foi possivel verificar a presenca de sequéncias com
possiveis identificacdes de espécies feitas de forma errada, como o caso R. steindachneri do Sri
Lanka (Rstei_sri. Rstei_MX e Rbona590). Rhinoptera steidachneri ndo ocorre na regido do Sri
Lanka, sendo uma espécie restrita ao Pacifico Americano (Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares
2011, Last et al. 2016). Entretanto uma sequéncia proveniente da Baja California no México
(Rstei_MX) foi recuperada dentro do clado formado por R. brasiliensis. Sandoval-Castillo e
Rocha-Olivares, (2011), realizando uma inferéncia filogeografica com Rhinoptera steidachneri
nesta regido, encontraram duas linhagens desta. Uma interna a regido de Baja California e outra
linhagem presente na porgdo externa (Peninsula). Entretanto, os autores ndo utilizaram
sequéncias de outras espécies do género Rhinoptera para comparagcdo com o banco de dados
gerados por eles. Nos dados, com a sequéncia proveniente desta regido de Baja California,
sugere a presenca de R. brasiliensis no Pacifico. Infelizmente, o gene utilizado por Sandoval-
Castillo e Rocha-Olivares (2011), difere do utilizado no presente estudo, inviabilizando (a
priori) a comparacdo do nosso banco de dados com o destes autores. Nossos dados
adicionalmente também indicam que a linhagem irm@ de R. brasiliensis é a espécie R.
marginata, uma espécie que ocorre no Atlantico Leste, 0 que sugere um proximo
relacionamento evolutivo entre as duas. No caso de outras linhagens de Myliobatiformes com
potencial de grandes migracOes, Sales et al. (2019) demonstrou que para género Aetobatus, o
resfriamento da barreira de Benguela na Africa foi o evento responsavel pela proximidade
genética de A. narinari com a linhagem de Aetobatus que ocorre na regido Leste do Atlantico.
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Possivelmente 0 mesmo evento pode ter provocado a especiagdo entre R. brasiliensis e R.
marginata.

A sequéncia identificada como R. bonasus proveniente do México (Rbona590) veio
da cidade de Mazatlan que € banhada pelo Pacifico. Desta forma, apds consulta com o
pesquisador responsavel pela coleta da mesma (Raul Lara-Mendonza), o mesmo relatou que
possivelmente seja Rhinoptera steidachneri e ndo R. bonasus. Relativo a R. bonasus, todas as
nossas reconstrucdes filogenéticas sustentam a presenca ao menos duas grandes linhagens da
espécie, uma proveniente de espécimes do Atlantico Norte (Fl6rida e Chesapeake Bay) e outra
linhagem amplamente distribuida no Atlantico Sul Ocidental (do Norte ao Sul do Brasil).
Curiosamente, a linhagem norte Americana foi recuperada como a mais derivada dentro (agora)
complexo de espécies de R. bonasus) enquanto a linhagem presente no Brasil, é espécie irma
de R. steidachneri. Esta intima relacdo entre espécies presentes no Atlantico/Pacifico
Americano pode estar associada a uma divergéncia recente, como a formacéo do Istmo do
Panama. A datacdo correta sobre o periodo exato deste evento tem sido amplamente debatida
ao longo dos anos variando de 5 milhGes de anos (Bacon et al. 2015) ao invés das estimativas
mais tradicionais de 3-3.5 milhdes de anos (Knowlton et al. 1993) ou até mesmo, datacdes que
indicam tempo muito mais recente (2 milhdes de anos, Cronin & Dowsett’s 1996). Sales et al.
(2019) recuperaram a separacéo entre A. narinari e A. laticeps do Pacifico a aproximadamente
1.41 milhGes de anos (com intervalo de confianca de 0.675 a 2.29 milhGes de anos). Desta
forma, possivelmente o mesmo evento também pode ter sido vicariante para as espécies de
Rhinoptera inferidas no presente estudo, assim como ja foi estimado para outras espécies de
elasmobranquios (Schultz et al. 2008, Chabot & Allen 2009; Sales et al. 2019).

Nossos dados também indicaram um agrupamento com alto valor de suporte para
sequéncias provenientes do Sul (Parand, Santa Catarina), Sudeste (Sdo Paulo) e uma sequéncia
proveniente do Nordeste (Rbona80). Souza et al. (2021) utilizando microssatélites, demonstrou
a presenca de pelo menos dois grupos genéticos distintos de R. bonasus com amostras vindas
da mesma localidade do presente estudo. Possivelmente o alto comportamento filopatrico que
as espécies de Rhinoptera apresentam pode explicar esta estruturacdo interna (Ogburn et al.
2018). Ja se tem registro de varias outras espécies de elasmobranquios que apresentam este
comportamento (Flowers et al. 2016). A costa brasileira apresenta pelo menos quatro areas
bercéario conhecidas para elasmobranquios sendo elas uma na costa Norte (Feitosa et al. 2017),
uma na costa nordeste (Yokota & Lessa 2006) e duas na regido Sudeste do Brasil (Silva &
Vianna 2018, Rangel et al. 2018).
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados apoiam a presenca de ao menos duas linhagens evolutivas distintas
dentro de R. bonasus e a presenga de uma populacdo adicional dentro da linhagem que ocorre
no Brasil, além de indicar uma expansao na area de ocorréncia de R. brasiliensis do Sul ao
Norte do Brasil e possivelmente, levantar suspeitas sobre a sua presenca no Pacifico Americano.
Adicionalmente, indicamos estruturacdes internas dentro da R. jayakari, indicando que
possivelmente uma das duas linhagens recuperadas no nosso trabalho pode ser referente a
Rhinoptera neglecta, espécie presente apenas na regido norte da Australia. A alta conservacgéo
morfoldgica dentro do género Rhinoptera reforga a necessidade da implementacéo de métodos
moleculares para correta discriminacdo das espécies do género de forma global.
Adicionalmente, todas as espécies do género se encontram com status de conservacdo pela
IUCN variando entre vulneravel (VU) (para o caso das duas espécies que ocorrem no Brasil)
até Criticamente Ameacada (CR). O fato do hol6tipo de R. bonasus ser proveniente dos EUA
demonstra que a espécie nova ainda ndo descrita encontrada no presente estudo é a que ocorre
no litoral Brasileiro, jogando nova luz a preocupagdo com relacéo a conservacdo das espécies
que ocorrem no Brasil.
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