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RESUMO

JASER, Suhaila Karim Kbhalil Jaser. Marcadores moleculares aplicados aos estudos
genéticos de peixes-de-bico do Atlantico ocidental: aspectos populacionais e técnicas
forenses para manejo e conservacgao. 2020. 133 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa
de Pds-Graduacdo Interunidades em Biotecnologia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2020.

Os peixes-de-bico (agulhdes e espadarte) sdo distribuidos globalmente, ocorrendo em éaguas
tropicais e subtropicais, sendo representados por seis espécies no oceano Atlantico. Como
grandes predadores, ocupam o apice da cadeia alimentar, desempenhando um importante papel
ecologico no ambiente marinho. Além disso, os peixes-de-bico sdo capturados acidentalmente
pela pesca industrial e s&o alvos na pesca esportiva. Assim, mudangas na abundancia de
individuos podem resultar em efeitos negativos para a produtividade, estabilidade e estrutura
dos ecossistemas marinhos. Devido a forte pressdo sobre os estoques marinhos de peixes de
interesse para pesca causada pelas mudancas ambientais e pesca predatoria varias espécies tém
seus estoques em processo de declinio populacional. Dessa forma, dados genéticos sdo
importantes para o planejamento do manejo pesqueiro ao fornecer informacGes a respeito da
distribuicdo, estrutura e diversidade genética das populacdes, além de ser uma ferramenta
altamente precisa para identificar espécies quando caracteres morfoldgicos diagnésticos para
uma identificacdo espécie-especifica ndo estdo disponiveis. Portanto, o presente trabalho
objetivou empreender o primeiro estudo genético populacional de uma espécie de agulhdo
endémica do oceano Atlantico, Tetrapturus pfluegeri (agulhdo-verde ou longbill spearfish),
utilizando marcadores moleculares nucleares e mitocondriais. Ademais, metodologias de
genética forense foram aplicadas para se conhecer a composicdo de peixes-de-bico em
comercializa¢do na maior central de abastecimento de produtos agricolas da América Latina, a
CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo).

Palavras-chave: agulhdes, pesca industrial, conservacdo, estoque pesqueiro, marcadores

moleculares



ABSTRACT

JASER, Suhaila Karim Khalil. Molecular biology applied to genetic studies of Western
Atlantic billfish and swordfish: population aspects and forensic techniques for
management and conservation. 2020. 133 f. Thesis (Ph.D.) - Biotechnology Post Graduation
Program. University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

Billfish and swordfish species are globally distributed, inhabiting mostly in tropical and
subtropical waters; six occur in the Atlantic Ocean. As big predators, they are in the apex of the
food chain. Moreover, they are catch by the industrial fisheries and are target species in the
sport fishing. So, changes in the population size can lead to negative effects on productivity,
stability and structure of the marine environments. Due to the great pressure suffered by the
marine fish stocks with economical value, induced by the environmental changes and predatory
fishing, many species are suffering a process of population decline. Thus, genetic data works
as a basis for fisheries management by providing information about the population's
distribution, structure, and diversity. It is also a highly accurate tool for species identification
when diagnosis morphological data for specie-specific identification are not available.
Therefore, the present work was the first to assess population genetic data of a billfish species
endemic of the Atlantic Ocean, Tetrapturus pfluegeri (longbill spearfish), using mitochondrial
and nuclear molecular markers. Furthermore, DNA-based forensic tools were applied to find
the marketed billfish and swordfish species composition in the largest central supply of
agricultural products in Latin America, the CEAGESP (General Warehouse Company of S&o
Paulo).

Keywords: billfish, industrial fishing, conservation, fisheries stocks, molecular markers.
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CAPITULO 1: Introducéo geral

1.1 Peixes-de-bico

O termo “peixes-de-bico” é utilizado para denominar algumas espécies de peixes 0sse0s
marinhos que tém como principais caracteristicas a presenca de estrutura semelhante a uma
lanca (agulhdes) ou espada (espadarte) na regido frontal da cabeca; nadadeira dorsal que se
estende ao longo de grande parte do corpo e nadadeiras pélvicas estreitas. As espécies existentes
constituem dois grupos taxondmicos, (I) Xiphiidae, representado por uma Unica espécie, 0
espadarte (Xiphias gladius) e (Il) Istiophoridae, composto pelos agulhdes, os quais s&o
atualmente representados por nove espécies organizadas em cinco géneros. As espécies
conhecidas até 0 momento e inseridas no grupo dos agulhdes sdo: agulhdo-vela (Istiophorus
platypterus), agulhdo-negro (Istiompax indica), agulhdo-branco (Kajikia albida), espadim-
raiado (Kajikia audax), agulhdo-azul (Makaira nigricans), agulhdo-verde (Tetrapturus
pfluegeri), agulhdo-polegar (Tetrapturus georgii), espadim-do-Mediterraneo (Tetrapturus
belone) e espadim-de-bico-curto (Tetrapturus angustirostris) (WILLIAMS et al., 2018). Existe
também notificacdo de um terceiro grupo, a familia Xiphiorhynchidae, cujos representantes ja
estdo todos extintos (NAKAMURA, 1985).

A origem evolutiva dos peixes-de-bico ainda permanece incerta, pois poucos fosseis
foram registrados, indicando apenas que a origem do agulhdo-vela, com base em um fossil de
fragmento de vértebra, ocorreu por volta de cinco a dois milhdes de anos atras, inicio do periodo
Plioceno (GOTTFRIED, 1982). Ja os representantes do género Makaira tém origem estimada
a partir do fim do periodo Plioceno e meados do periodo Mioceno (FIERSTINE, 1990).

Esses peixes sdo distribuidos globalmente e podem ser encontrados desde proximo a
superficie marinha até profundidades de mais de 500 metros. Sdo definidos como espécies
altamente migratdrias, residindo tipicamente em &guas tropicais e subtropicais, deslocando-se
para regides temperadas e de aguas frias para se alimentar e reproduzir (HANNER et al., 2011).
No oceano Atlantico, o grupo é representado por seis espécies: agulhdo-branco, agulhdo-verde,
agulhdo-polegar, agulhdo-vela, agulhdo-negro e espadarte (WILLIAMS et al., 2018) (Figura
1.1).

Como grandes predadores, os peixes-de-bico ocupam o apice da cadeia alimentar
marinha usando o bico alongado para golpear e atordoar cardumes de peixes. Dentre as presas
mais comuns estdo sardinhas (DOMENICI et al., 2014), atuns e lulas (ROSAS-ALAYOLA et
al., 2002; LOOR-ANDRADE et al., 2017). Estas espécies se alimentam constantemente e
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ingerem suas presas uma a uma (JUNIOR et al., 2004), tanto inteiras como talhadas, quando
sdo atingidas com o bico (DOMENICI et al., 2014). Estudos para anélise de habitos alimentares
descrevem que os peixes-de-bico se alimentam preferencialmente de espécies epipelagicas, mas
espéecies mesopelagicas também fazem parte de sua dieta, demonstrando que esses peixes se
deslocam até grandes profundidades em busca de suas presas (JUNIOR et al., 2004; SHIMOSE
et al., 2006; LOPES et al., 2009). Junior et al. (2004), ao avaliarem o contetudo estomacal de
quatro agulhdes do Atlantico verificaram que a chaputa (Brama brama) e a lula (Ornithoteuthis
antillarum) foram os principais componentes de suas dietas. A chaputa é um peixe 0sseo de
tamanho médio que vive em pequenos cardumes e atingem até 70 cm na fase adulta
(GENTNER, 2016) e a lula (O. antillarum) ndo excede 125 mm no Atlantico tropical onde pode

ser encontrada tanto na zona epipelagica quanto mesopelagica (ARKHIPKIN et al., 1998).

Figura 1.1: llustracGes das espécies de peixes-de-bico presentes no oceano Atléantico. Obs.: a ilustracdo néo esta
representando tamanho real e proporcional de cada espécie. Fonte: modificado de ICCAT (2006-2016).

Agulhdo-negro (Makaira nigricans) Agulhdo-branco (Kajikia albida)

Agulhao-vela (Istiophorus platypterus) Agulhao-verde (Zetrapturus pfluegeri)

Agulhdo-polegar (Tetrapturus georgii) Espadarte (Xiphias gladius)
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Os agulhdes e o espadarte possuem corpos perfeitamente adaptados ao ambiente
aquatico. Suas caracteristicas anatdmicas favorecem a hidrodindmica, conferindo a uma dessas
espeécies, 0 agulhdo-vela, titulo de peixe mais rapido dos oceanos, podendo atingir até 120 km/h
(ELLIS, 2013). Além disso, 0 peixe 0sseo de maior peso ja registrado no ranking de peixes
esportivos pertence a espécies dos agulhdes-negros, a qual possui registros de 1,26 a 3,68
metros de comprimento (HOOLIHAN et al., 2019).

Atualmente, sabe-se que as fémeas possuem tamanhos significativamente maiores e tém
vidas mais longas que os machos (DeMARTINI et al., 2007; KOPF et al., 2011; SHIMOSE et
al., 2015; HOOLIHAN et al., 2019). DeMartini et al. (2007) avaliaram 1.336 espadartes
capturados pela pesca pelégica na regido do Hawaii e observaram que as fémeas tinham entre
46 e 260 cm enquanto 0os machos estavam na faixa de 36 a 229 cm. Hoolihan et al. (2019)
estimaram a idade de agulhfes-negros do Atlantico por meio da contagem dos aneis de
crescimento anual dos ot6litos e raios da primeira nadadeira anal. Com isso, as maiores idades
observadas pelos autores foram de 19,6 anos para machos e 31,3 anos para fémeas. Sendo
assim, o dimorfismo sexual nessas espécies se da devido ao maior tamanho explicito das fémeas
(WILSON et al., 1991).

Dados sobre habitos reprodutivos, areas de reproducao e bercarios naturais dos peixes-
de-bico sdo ainda escassos. Sabe-se atualmente que o Golfo do México é reconhecido como
uma area essencial para alimentacdo, desova e habitat para larvas e juvenis (SIMMS et al.,
2010; CHEN, 2017). Além disso, Rooker et al. (2012) demonstraram que a concentracdo de
larvas do agulhdo-negro, agulhdo-branco, agulhdo-vela e espadarte depende de caracteristicas
fisico-quimicas das aguas em que habitam. Os autores observaram que as larvas apresentavam
maior abundancia em &guas costeiras com menor temperatura da superficie e maior salinidade,
concluindo que a regido Norte do Golfo do México é de grande valor para a reproducdo dessas
espécies.

A temperatura é um dos fatores que influencia a abundéncia, ndo so de larvas, mas
também, de peixes adultos. O que foi demonstrado por Sedberry e Loefer (2001), em um estudo
no qual exemplares de espadartes foram marcados com sensores de temperatura e profundidade.
Os resultados indicaram movimentos diarios para regibes com diferentes temperaturas,
variando entre 10 a 27°C. Segundo o0s autores, esses dados mostram que para atingir regioes
com temperaturas tdo baixas quanto 10°C, os animais tem que mergulhar até profundidades
entre 150 e 350 metros. Isso mostra um comportamento de migragéo vertical circadiana, na

gual os animais costumam permanecer proéximos a superficie, onde a temperatura é mais alta,
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durante a noite, migrando para maiores profundidades durante o dia (SEDBERRY; LOEFER,
2001; CHANG et al., 2012; ELLIS, 2013).

A variacdo de temperatura ao longo das diferentes estacdes climaticas também é um
importante fator para a reproducéo dos peixes-de-bico. Muitos estudos procuraram identificar
areas usadas como bercérios por meio da coleta e identificacdo de ovos e larvas em diferentes
regides e estacOes do ano (SERAFY et al., 2003; HYDE et al., 2006a, 2006b; RICHARDSON
et al., 2009; ROOKER et al., 2012; SCHMIDT et al., 2015; RODRIGUES et al., 2017). Por
exemplo, Rodrigues et al. (2017) identificaram agulhdes-vela e agulhdes-brancos, em estagios
iniciais do desenvolvimento, na costa sudeste do Brasil durante o verdo. Neste Estudo, 0s ovos
e larvas foram verificados em aguas superficiais onde a temperatura variou entre 23,07 e
26,2°C.

1.2 Importancia econdmica dos peixes-de-bico

Além de sua importancia ecologica, devida ao fato de que mudancas na abundancia de
predadores podem influenciar o equilibrio das redes tréficas, resultando em efeitos negativos
para a produtividade, estabilidade e estrutura dos ecossistemas marinhos (ROOKER et al.,
2012), os peixes-de-bico possuem grande importancia econdmica global. A pesca dos peixes-
de-bico é uma pratica antiga que comecou com 0 uso de arpdes até chegar nas praticas atuais
de pesca esportiva e comercial com grandes frotas de pesca por espinhel (ELLIS, 2013).
Segundo Holland et al. (1998), espécies como o agulhdo-negro, agulhdo-branco e agulhdo-vela
sdo uma grande atracgdo turistica, ao redor da qual existe consideravel movimentacdo monetéria.
Por esses e outros motivos, muitas associacfes de pesca esportiva incentivam e auxiliam a
conservacdo e a manutencdo dos estoques pesqueiros, visando garantir as melhores
experiéncias para os praticantes dessa atividade.

Com o objetivo de estabelecer regras na pratica da pesca esportiva, foi fundada a IGFA
(International Game Fish Association) em 1939, uma associacdo internacional de pesca
esportiva sem fins lucrativos. Atualmente, a IGFA se dedica a conservagao de peixes esportivos,
promove a pesca responsavel e registra os recordes dos maiores peixes pescados, contribuindo
para o conhecimento cientifico (IGFA, 2018). Posteriormente em 1986, foi fundada a TBF (The
Billfish Foundation), uma associagdo com foco em pesquisa que empreende um dos maiores
programas de marcagdo e monitoramento de peixes-de-bico do mundo. Dentre as principais

realizacOes da TBF, elenca-se 0 avanco e as melhorias para avaliagdes de estoques de peixes-
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de-bico do Atlantico e do Pacifico; transicdo da pesca esportiva para atividades de marcagéo de
peixes e a implementacdo de regulamentacdes para gestdo e conservagdo que proibem a
retencdo comercial e a venda de peixes-de-bico nos EUA (THE BILLFISH FOUNDATION,
2018).

Existe ainda uma terceira agéncia responsavel por expandir o conhecimento a respeito
das dindmicas e condicBes dos estoques pesqueiros de grandes peixes pelagicos, a ICCAT
(International Comission for the Conservation of Atlantic Tunas), fundada em 1969. Entretanto,
a partir de 2005, a ICCAT passou a ter como missdo a conservagdo dos estogues de atuns e
afins no Atlantico e oceanos adjacentes. Atualmente, aproximadamente 30 espécies sdo de
interesse direto da ICCAT e entre elas estdo inclusas o espadarte e todas as espécies de agulhdes
(ELLIS, 2013; GONCALVES, 2019). A ICCAT estimou que nos anos de 2017 e 2018 a captura
comercial de peixes-de-bico variou entre 350 e 20.559 toneladas. Além disso, ampliou seus
objetivos para avaliar o uso do habitat pelos peixes adultos, estudar os padrdes de propagagédo
e a genética populacional (ICCAT, 2018).

1.3 Estoque pesqueiro e gestdo de pesca

Para melhor entender as praticas de gestdo pesqueira se faz necessario entender a
definicdo de um estoque pesqueiro. Um estoque de peixes pode ser definido como todos os
individuos pertencentes a mesma espécie vivendo na mesma area geografica em um
determinado tempo, ou seja, todos os individuos capazes de se reproduzir. Para fins de gestéo,
um estoque €, muitas vezes, definido por fronteiras politicas, isto €, a unidade de gerenciamento
inclui os membros de um estoque biolégico que estdo sob gestdo de uma Unica agéncia
governamental. Com isso, quando os limites de estoque se estendem para além das jurisdicdes
nacionais, apenas a cooperagdo internacional pode permitir o gerenciamento desses recursos
bioldgicos (BOARD; NATIONAL REASEARCH COUNCIL, 2000).

Segundo Carvalho; Hauser (1995), o conceito de estoque abrange uma ampla gama de
definicBes, dependendo do propoésito. Em termos praticos (no manejo de recursos pesqueiros
para fins comerciais) o estoque pode ser considerado como um grupo de peixes explorados em
determinada &rea ou por um determinado método de captura. Outro conceito aplicado ao termo,
citado pelos mesmos autores, é que estoque pesqueiro corresponde a um grupo de peixes da
mesma espécie que habita uma mesma area e esta dentro da faixa etaria (ou tamanho) permitida

para captura. Isso potencializa a exploragéo indiscriminada de um estoque e pode comprometer
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populacdes distintas da mesma espécie. J& a definicdo proposta por Ihssen et al. (1981) descreve
estoque como um grupo intraespecifico de individuos que se reproduz ao acaso com integridade
espacial e temporal. Esta defini¢do caracteriza um estoque modelo ou ideal.

Begg et al. (1999) determinaram que a sobreposicdo de todas as informagdes
disponiveis, a respeito de estoque pesqueiro, permitiria 0 desenvolvimento de padrbes
consistentes e definitivos, relativos as necessidades de manejo de cada espécie. Ou seja, a
necessidade de manejo, em escalas temporal e espacial, ditaria a escolha das técnicas para
identificacdo dos estoques e o tipo de definicdo de estoque a ser adotada.

Neste contexto, os predadores de topo de cadeia sdo mais sensiveis as atividades
pesqueiras, pois sua abundancia € menor que a dos organismos em niveis intermediarios e
baixos da cadeia trofica. Além dos impactos causados pela pesca, esses peixes também séo
afetados quando ha exploracdo e diminuicdo na abundancia de suas presas (TREMBLAY-
BOYER et al., 2011). Estudos prévios estimaram que aproximadamente 90% dos estoques de
grandes peixes predadores foram perdidos em todos os oceanos devido a pesca predatéria que
ocorre em diversos ecossistemas marinhos (JACKSON et al., 2001; MYERS; WORM, 2003;
MYERS et al., 2007; TREMBLAY-BOYER et al., 2011). Segundo Myers et al. (2007), a
biomassa atual dos grandes predadores presentes nos oceanos representa somente 10% do que
existia antes do advento da pesca industrial, levando a previsdo de que tais niveis de declinio
levardo a sérias consequéncias para muitas espécies. Contudo, atualmente ainda é aceito que
estoques isolados sejam pescados com pequeno esforco de captura, 0 que acentua ainda mais
as incertezas sobre o futuro dessas espécies.

Os dados mais recentes apresentados pelo ICCAT estimaram que 0s peixes-de-bico do
Atlantico estdo sobrexplorados (ICCAT, 2018) devido a seu alto valor econémico e distribuigdo
cosmopolita, mostrando que esse grupo representa um recurso de grande importancia para
diferentes nacGes (DITTON; STOLL, 2003). Desde os anos 1950, a quantidade de peixes
marinhos capturados para fins comerciais teve aumento gradual até o fim dos anos 1980 e inicio
dos anos 1990. Essa atividade foi responsavel pela pesca de pouco mais de 13 milhdes de
toneladas em 1965, atingiu 0 maximo de aproximadamente 72,9 milhdes de toneladas em 1994,
e se manteve entre aproximadamente 60 e 70 milhGes de toneladas até 2018 (Figura 1.2) (FAO,
2020a). Os ultimos dados estatisticos de producao pesqueira e aquicultura da FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) mostraram que a captura marinha global
atingiu 84 milhdes de toneladas em 2018, onde a frota atuneira foi responsavel pela captura de

7,9 milhdes de toneladas, correspondente a 9,40 % da captura marinha total (FAO, 2020a).
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Apesar do aumento crescente do volume capturado pela pesca atuneira, nos Ultimos anos
0s peixes-de-bico vém apresentando uma discreta queda no volume de captura (Figura 1.3). O
espadarte, por exemplo, teve aumento crescente de captura até 1992, quando atingiu um pico
de 22,4 mil toneladas. A partir dai, a pesca desta espécie teve muitas oscilacdes e, em alguns
anos, apresentou queda, atingindo aproximadamente 13,4 mil toneladas em 2004 e, até 0 ano
de 2018 néo voltou a alcangar o0 maximo registrado em 1992.

Para os agulhBes do oceano Atlantico, a queda no volume de captura foi ainda mais
expressiva (Figura 1.3). Até 1976, a captura do agulhdo-vela, por exemplo, o agulhdo mais
capturado no Atlantico, apresentou aumento até atingir a marca de 5.896 toneladas, caiu para
1.787 toneladas em 1977 e se manteve oscilando entre aproximadamente 2,5 e 3,5 mil toneladas
até 2018. O agulhdo-branco, hoje em situacao de vulnerabilidade (IUCN, 2020) e considerada
sobreexplorada (ICCAT, 2018), teve diminuicdo consideravel no volume de captura a partir de
meados dos anos 1990. A pesca dessa espécie passou de um pico de captura de 1.169 toneladas,
em 1983, para 349 toneladas em 2018, o que pode estar relacionado a proibicdo da pesca de
agulhdes em estado de vulnerabilidade, reducdo dos estoques naturais ou subnotificagéo.

Com esse cendrio, praticas de gestdo da pesca sdo necessarias para assegurar que 0S
estoques pesqueiros possam continuar a ser explorados de forma sustentavel e para auxiliar a
recuperacdo de estoques ja empobrecidos. Entretanto, essa ndo € uma tarefa fécil, pois as
comunidades bioldgicas sdo altamente varidveis e os impactos adicionais das atividades
pesqueiras ainda ndo sdo bem compreendidos (WARD, 2000).

O gerenciamento e a conservacao dos organismos marinhos sao tarefas desafiadoras por
varios motivos, dentre os quais estdo: a amplitude da distribuicdo das espécies; 0 manejo
compartilhado por vérios paises; as dificuldades envolvidas na observacdo de determinadas
espécies e na coleta de amostras para estudos (WAPLES, 1998). Além disso, a conservacdo de
um recurso bioloégico aquéatico requer o conhecimento de variaveis fisioldgicas,
comportamentais e ecoldgicas, as quais sdo importantes na determinacdo de como uma dada
populacdo se mantém e se reproduz em diferentes ambientes (WAPLES; GAGGIOTTI, 2006;
SANCHEZ-MOLANO et al., 2013).
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Figura 1.2: Volume, em toneladas, da captura global de peixes marinhos e peixes pelagicos para propdsito
comercial, recreacional e de subsisténcia, segundo dados disponibilizados pela FAO (2020b). Fonte:
http://www.fao.org/fishery/statistics/global-capture-production/query/en
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Fonte:

Dessa forma, os principais dados cientificos necessarios para uma gestdo eficiente

incluem: abundancia e produtividade dos estoques e informagdes sobre a sua dinamica, 0s quais

podem ser obtidos por meio de marcacGes para monitoramento, dados morfométricos e dados

genéticos (WARD, 2000). Nesse contexto, informagGes sobre a genética populacional possuem

particular importancia pois permitem entender a estrutura dos estoques, o fluxo génico entre

populacdes e a variabilidade genética de uma espeécie (BEGG et al, 1999).
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1.4 Uso de marcadores moleculares em estudos genéticos populacionais de peixes-de-bico

Uma gama de métodos ja foi utilizada para avaliar aspectos populacionais de peixes
marinhos, tais como: andlise de parasitas (MARGOLIS; OTHERS, 1963); tamanho e forma
corporal; idade e crescimento de estruturas calcificadas (CADRIN et al., 2014); composigéo
quimica dos otdlitos (KERR; CAMPANA, 2014) e marcacdes com recaptura (CUELLAR-
PINZON et al., 2016). As dificuldades associadas a estes métodos s&o inimeras. Por exemplo,
no caso da marcacdo com recaptura, a marcacdao ndo pode interferir no comportamento e na
taxa de mortalidade dos animais, um grande numero de individuos devem ser marcados caso
exista alta taxa de mortalidade na populacdo e, além disso, os individuos marcados devem
representar, da melhor forma possivel, a populacdo total. Levando em conta estas e outras
limitacGes existentes nos métodos classicos, 0s marcadores genéticos se tornaram cada vez mais
populares por facilitar e aumentar a acurécia dos estudos populacionais (THORROLD et al.,
2002).

A genética da conservacao tem a genética populacional como seu principal componente,
entretanto, ambas possuem interesses distintos. A genética de populacdes tem como foco central
0S processos e mecanismos envolvidos nas mudancas evolutivas. Em contrapartida, a genética
da conservacdo trata dos efeitos da perda de diversidade genética e de alteracBes recentes na
estrutura genética das populagdes, aspectos que podem afetar a sobrevivéncia, a longo prazo,
de espécies ameacadas (WAN et al., 2004). Assim, a diversidade genética e seus diferentes
padrdes podem fornecer pistas a respeito da histéria e do grau de isolamento evolutivo das
populagdes, sendo que, populacGes pequenas apresentam consanguinidade e perda de
diversidade genética, resultando em maiores riscos de extingdo (OKUMUS; CIFTCI, 2003;
WAN et al., 2004).

Assim, os marcadores genéticos, ou marcadores moleculares, permitem observar e
explorar variacGes genéticas, estejam elas, presentes no DNA mitocondrial (DNAmt) ou no
DNA nuclear (DNAnN). Dentre as técnicas mais comuns usadas nos estudos com marcadores
moleculares estdo as analises por eletroforese de proteinas (alozimas); polimorfismos no
tamanho de fragmentos de restricio (RFLP); polimorfismos no DNA amplificado
aleatoriamente (RAPD); polimorfismos de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP);
analises de microssatélite; polimorfismos de sitio unico (SNP); e marcadores de sequéncia
expressa (EST) (CHAUHAN; KUMAR, 2010; HILSDORF; HALLERMAN, 2017).

Durante os anos 1960, a eletroforese de proteinas era 0 método molecular disponivel

para estudar variagdes genéticas em loci codominantes com heranca mendeliana (OKUMUS;
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CIFTCI, 2003), a partir dos quais as diferencas alélicas de uma enzima refletem mudancas na
sequéncia de DNA implicita. Com isso, as proteinas migram em ritmos diferentes quando
passam através de um gel de eletroforese, dependendo das mudancas de aminoacidos
decorrentes de sequéncias variaveis no gene codificante (CHAUHAN; KUMAR, 2010).

O uso de alozimas para avaliagdo de diversidade genética foi amplamente difundido em
estudos com teledsteos, incluindo peixes marinhos de importancia econémica (SMITH et al.,
1990; WARD; GREWE, 1994; ALLEGRUCCI et al., 1997; LARSSON et al., 2007).
Entretanto, esse marcador possui limitagdes importantes, como por exemplo, a impossibilidade
de andlise em pequenas quantidades de tecidos, impedindo sua aplicacdo em amostras
pequenas. A maioria das enzimas sdo expressas em tecidos especificos e sua analise depende
do tecido fresco, o que requer o sacrificio dos organismos devido a métodos invasivos de coleta
e necessidade de armazenamento criogénico, visando preservar a atividade enzimatica. Além
disso, determinadas variagBes nucleotidicas ndo conferem variagdes nos aminoacidos
resultantes ou, quando conferem, essas alteracbes ndo sdo passiveis de ser detectadas por
eletroforese (OKUMUS; CIFTCI, 2003).

Sendo assim, para espécies e populacdes ameacadas, ou para espécies com variabilidade
enzimatica limitada, a necessidade de métodos ndo invasivos e marcadores moleculares
altamente polimorficos levou a buscas por marcadores mais eficientes (CARVALHO;
HAUSER, 1998). Com o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) (MULLIS;
FALOONA, 1987) surgiram novas possibilidades, como por exemplo examinar diretamente as
variacdes na sequéncia de nucleotideos em uma regido genémica (SUNNUCKS, 2000;
OKUMUS; CIFTCI, 2003). Para isso sdo necessarias amostras minimas de tecidos que podem
ser facilmente armazenadas em etanol (ou solucdes que conferem estabilidade ao DNA), néo
havendo mais necessidade de sacrificio dos organismos estudados (CARVALHO; HAUSER,
1998). Justamente devido aos avangos que surgiram na area da biologia molecular no inicio dos
anos 1990, as pesquisas sobre genética de peixes foram marcadas com o surgimento de estudos
baseados nas variagdes em sequéncias de DNA, tanto nuclear quanto mitocondrial
(CARVALHO; HAUSER, 1998).

O genoma mitocondrial € dotado de caracteristicas responsaveis por permitir sua
utilidade para tracar ancestralidade matrilinear e inferir historias genealogicas diretas, fazendo
dele uma valiosa ferramenta para estudos populacionais (PARKER et al., 1998; UNDERHILL;
KIVISILD, 2007). Dentre essas caracteristicas esta o fato de ser composto por moléculas de
DNA circular, de dupla fita, herdadas em um modelo ndo mendeliano, com transmissédo

uniparental (geralmente materna). Essas moléculas néo sofrem recombinacéo e apresentam alta
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taxa matacional, especialmente na regido controle (D-loop) (PARKER et al., 1998;
GARRIGAN; HAMMER, 2006).

Algumas das regides do genoma mitocondrial evoluem em um ritmo mais dinamico em
comparagdo com outras regides mitocondriais e nucleares, o que possibilita que sejam aplicadas
para resolver diferentes escalas taxonémicas como identificagdo de espécies ou unidades
populacionais dentro de espécies (CUELLAR-PINZON et al., 2016). Segundo Chauhan e
Kumar (2010), o DNAmt é a melhor ferramenta para resolver problemas taxonémicos.

Na década de 70, analises do DNAmt foram estabelecidas como uma ferramenta
poderosa para estudos evolutivos em animais (MORITZ et al., 1987). A medida que genomas
mitocondriais completos foram sequenciados, varia¢des foram identificadas e utilizadas como
ferramentas efetivas para andlises filogenéticas e populacionais (AVISE et al., 1987; SATOH
etal., 2016). Avise et al. (1979) publicaram o primeiro estudo de filogeografia usando DNAmt
e demonstraram a existéncia de variagfes intra e interpopulacionais nas sequéncias de
nucleotideos em espécies de roedores. Os autores mostraram ainda que a variabilidade
identificada foi eficiente para estimar relacGes entre individuos e populacbes (AVISE et al.,
1979).

As regides mitocondriais mais comumente aplicadas em estudos filogeograficos de
peixes sdo: citocromo oxidase | e Il; subunidades maior e menor do RNA ribossomal (RNAr);
citocromo b (cit-b); e D-loop (CUELLAR-PINZON et al., 2016). Em estudo realizado por Satoh
et al. (2016) foram encontradas informacdes precisas a respeito da estrutura e variacdo do
genoma mitocondrial de peixes 6sseos e cartilaginosos. Este trabalho demonstrou que a regido
D-loop apresenta grande variacdo de comprimento (de 724 pb a 1.401 pb) entre diferentes
espécies de teledsteos e que a posicao relativa dos 4 dominios de sequéncia conservada (CSBs)
€ 0 mesmo reportado anteriormente para alguns vertebrados.

Trabalhos utilizando o DNAmMt em avaliacbes populacionais foram e continuam sendo
publicados para um grande nimero de espécies de peixes marinhos (SMITH et al., 2001; ELY
et al., 2005; NAKADATE et al., 2005; KUNAL et al., 2013; DOMINGUES et al., 2017,
MORALES et al., 2018; GAO et al., 2019; GREEN et al., 2019; ZHANG et al., 2019a, 2019b),
incluindo peixes-de-bico (FINNERTY; BLOCK, 1992; GRAVES; MCDOWELL, 1994b,
2006; GRIJALVA-CHON et al., 1994; ALVARADO BREMER etal., 1995; ROSEL; BLOCK,
1996; BUONACCORSI et al., 1999; BUONACCORSI et al., 2001; HOOLIHAN et al., 2004;
ELY et al., 2005; MCDOWELL et al., 2007; PURCELL; EDMANDS, 2011; BERNARD et
al., 2014; LU et al., 2014; RUBIO-CASTRO et al., 2016). Entretanto, 0 DNAmt nos permite

olhar por apenas uma das janelas evolutivas atuantes nos organismos. Sendo assim, a inferéncia
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feita a respeito da historia populacional de uma espécie pode ser altamente enviesada, tornando
clara a necessidade de marcadores nucleares para sustentar e complementar anélises
populacionais (OKUMUS; CIFTCI, 2003).

Desde meados dos anos 1990 (SCHLOTTERER, 2004) até os dias de hoje os
microssatélites estdo entre os marcadores nucleares mais populares na literatura, pois sdo
altamente informativos e podem ser isolados mesmo a partir de amostras com baixas
concentracdes e baixa qualidade de DNA (SCHLOTTERER, 2004; DAWSON et al., 2013).

Também chamado de STRs (short tandem repeats) ou SSRs (simple sequence repeats),
este marcador codominante possui heranca mendeliana, é caracterizado por unidades de dois a
oito nucleotideos repetidos em tandem e estd presente em todos os genomas eucarioticos
(TAUTZ, 1989; OKUMUS; CIFTCI, 2003). Em um locus polimorfico, a variagdo no numero
de repeticGes entre individuos é decorrente do aumento ou diminuicdo no nimero de copias de
cada unidade formadora do microssatélite (motif) (Figura 1.4), o que € causado principalmente
por eventos de slippage, ou deslize da DNA polimerase durante a replicagédo (TAUTZ, 1989;
VARGAS, 2013).

Os microssatélites, geralmente, estdo localizados em regides ndo codificantes e, por isso,
n&o estdo sob pressédo direta de selecdo natural, o que permite a existéncia de alta variabilidade
nessas regides. Tais caracteristicas fazem com que 0s microssatélites sejam eficientes para uma
ampla gama de aplicagbes como, mapeamento gendmico, genética forense, andlise de
parentesco, melhoramento genético, genética da conservacdo, estudos filogeograficos e
genética populacional (LIU; CORDES, 2004; HODEL et al., 2016).

O primeiro locus microssatélite de peixe foi isolado da truta (Salmo trutta) (ESTOUP et
al., 1993 apud CUELLAR-PINZON et al., 2016) e, imediatamente, aplicado na gestdo de
estoques da espécie (PRESA et al., 1994 apud CUELLAR-PINZON et al., 2016). A partir de
entdo, microssatélites polimorficos vém sendo amplamente identificados e aplicados em
espécies de peixes com 0 objetivo de decifrar sua estrutura populacional (CUELLAR-PINZON
et al., 2016; O’ BRYHIM et al., 2015; CHABOT, 2015; GARCIA et al., 2019; ISMAIL et al.,
2019; VAINI et al., 2019; LI-QIN et al., 2019; DAMMANNAGODA et al., 2011; NIKOLIC
etal., 2015; KITANISHI et al., 2014; WILLIAMS et al., 2015; LU et al., 2014; BERNARD et
al, 2012; BERNARD et al., 2014; KASAPIDIS et al., 2009; MUTHS et al., 2009 MUTHS et

al., 2013), visando sua conservagdo e manejo adequados.
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Figura 1.4: Insercdo e delecdo decorrentes do mau pareamento causado pelo evento de slippage ou deslizamento
durante a replicacdo do DNA. O deslizamento da nova fita pode levar ao surgimento de novas unidades de
repeticdo (insercéo), ja o deslizamento da fita molde pode levar a subtragdo de unidades repetitivas (delegao).
Fonte: Jaser (2020).
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O primeiro estudo populacional para peixes-de-bico, por meio de marcadores
moleculares, foi publicado em 1982 (SHAKLEE et al., 1983) e avaliou a diferenciacdo genética
em agulhdes-azuis, provenientes da regido do Hawaii, utilizando alozimas. O préximo estudo
nesta area foi publicado somente dez anos depois, para a mesma espécie (FINNERTY; BLOCK,
1992), utilizando sequenciamento de gene cit-b.

A partir de entdo os estudos genético-populacionais para os peixes-de-bico passaram a
ser mais frequentes (Apéndice D). Por meio de uma extensa busca na literatura foi possivel
verificar que dentre as 13 avaliagbes populacionais de agulhdes e espadarte conduzidas na
década de 1990, 46% utilizaram PCR-RFLP (BUONACCORSI et al, 1999; CHOW et al., 1997;
GRAVES; MCDOWELL, 1994a, 1994b) e 23% utilizaram alozimas (SHAKLEE et al., 1983;
GRIJALVA-CHON; LA ROSA-VELEZ, 1996; BUONACCORSI et al., 1999). Ao longo do
tempo, com o aprimoramento de técnicas no campo da biologia molecular e a descoberta de
novos marcadores (SCHLOTTERER, 2004), este cenario foi se modificando e, tanto a PCR-

RFLP guanto as alozimas, passaram a ser cada vez menos empregadas.
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Entre os anos de 2000 e 2009 os microssatélites e SNPs comegaram a ser usados para
avaliar diferenciacdo genética nos peixes-de-bico. Nesse periodo, os microssatélites foram
aplicados em 35% dos estudos publicados, j& os SNPs passaram a apresentar maior ascensado a
partir de 2010, quando a porcentagem de estudos utilizando esse tipo de marcador chegou em
19% (SMITH et al., 2015; LU et al., 2016; MAMOOZADEH et al., 2019; WILLIAMS et al.,
2020). Dentre os principais marcadores moleculares utilizados em avaliagcdes populacionais
desses grandes predadores pelagicos, o sequenciamento de regides mitocondriais foi
crescentemente empregado ao longo de todos os periodos. Esta abordagem ja era bem
conhecida nos anos 1990 e esteve presente em 31% dos estudos populacionais para agulhdes e
espadarte. Entre os anos de 2000 e 2009 esta propor¢do aumentou para 26%, a mesma dos
microssatélites, atingindo 44% no periodo de 2010 a 2020 e ultrapassando a proporcao de

publicacBes que empregaram os demais marcadores (Figura 1.5)

Figura 1.5: Proporcdo de estudos sobre a genética populacional de peixes-de-bico utilizando diferentes
marcadores moleculares publicados entre os anos 1982 a 1999, 2000 a 2009 e 2010 a 2020. Dados levantados no
presente estudo por meio de pesquisa em periodicos cientificos.

S0% 46% 44%
40% \ 35%
@ 30% 31% 2% 30%
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§ 10% 3% 7%
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——PCR-RFLP Sequenciamento DNAmt Microssatélites —— SNPs Alozimas

As estimativas feitas pelos estudos genético-populacionais em peixes-de-bico, algumas
vezes, apresentam resultados variados, mesmo quando conduzidos com a mesma espécie e
amostras provenientes das mesmas regibes. Por exemplo, a maior parte dos estudos
populacionais realizados para X. gladius indica panmixia interoceanica e diferenciagdo genética
entre oceanos (ALVARADO BREMER et al., 1995; ALVARADO BREMER et al., 2005;

MUTHS et al., 2013). Entretanto, alguns autores detectaram diferenciacdo genética entre
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populagdes pertencentes ao mesmo oceano, como Vifas et al. (2010), que identificou clara
diferenciacdo genetica entre populacdes do Mediterraneo Ocidental e Mediterraneo Oriental.
Estruturacdo genética também foi verificada entre o Atlantico Norte e o Atlantico Sul (CHOW
et al., 1997; CHOW et al., 2002; ALVARADO-BREMER et al., 2005), assim como entre
regides do oceano Pacifico, onde Lu et al. (2016) encontraram indicios da existéncia de dois
estoques diferentes (Fct = 0.0022, p < 0.01).

Tratando-se dos agulhdes, o cenario é parecido, sendo que, uma espécie pode apresentar
padrdes populacionais diferentes dependendo da regido avaliada ou do marcador utilizado. Por
exemplo, em um estudo realizado com K. albida, Graves e McDowell (2006) usaram
sequenciamento do D-loop e estimaram que o fluxo génico no oceano Atlantico é suficiente
para impedir o0 acimulo de diferenciacdo genética que cause estruturacao populacional, porém,
0s autores relataram uma diferenciacdo pouco significativa, detectada entre duas sub-regides
0,040 (p = 0,045), a qual merece anlises mais profundas. A mesma espécie foi avaliada por
Mamoozadeh et al. (2018), por meio do sequenciamento da regido D-loop e 24 loci
microssatélites, e estimou-se a existéncia de apenas um estogue distribuido por todo o oceano
Atlantico. Os autores ainda destacaram que amplas amostragens e marcadores com maior poder
estatistico resultaram em menores niveis de diferenciacdo genética, assim, quando o poder
estatistico é baixo, existe maior chance de se detectar falsos sinais de estruturagdo populacional
(MAMOOZADEH et al., 2018).

Dentre as espécies de agulhfes que ocorrem no Atlantico, Makaira nigricans é a
espécies para a qual existe maior nimero de estudos genético-populacionais. Resultados
convergentes indicaram clara diferenciacdo genética entre 0s oceanos Pacifico e Atlantico
(BUONACCORSI et al., 2001; BUONACCORSI et al., 1999; GRAVES; MCDOWELL,
1994b; SORENSON et all., 2013), além de panmixia intraoceanica em ambos 0S oceanos
(MCDOWELL et all., 2007; WILLIAMS et all., 2020; GRAVES; MCDOWELL, 2001).
Buonaccorsi et al. (1999) sugeriram que a divergéncia genética entre os oceanos, estimada por
marcador mitocondrial, foi significantemente maior que a divergéncia estimada por loci
nucleares. Segundo os autores, isso indica um periodo historico de alopatria seguido de contato
secundario recente.

Analises realizadas para 1. platypterus tém demonstrado, por meio de distintos
marcadores moleculares, que a espécie possui estruturacdo populacional no oceano Pacifico,
(LU et al.,, 2015; RUBIO-CASTRO et al., 2016) e distribuicdo continua no Atlantico
(MCDOWELL; GRAVES, 2002). Além da diferenciacdo genética detectada entre 0s oceanos
Pacifico e Atlantico (GRAVES; MCDOWELL, 1994b), Hoolihan et al. (2004) demonstraram
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indicios de limitado fluxo génico entre as regifes interna e externa do Golfo Pérsico, o que pode
ter levado a estruturagdo populacional detectada no estudo.

Em vista deste breve panorama, é consenso nos estudos populacionais dos peixes-de-
bico que os resultados até entdo obtidos ndo sdo conclusivos e existe necessidade de mais
estudos com maior poder estatistico. Além disso, algumas espécies do Atlantico, como por
exemplo T. georgii e T. pfluegeri, sdo carentes de estudos no &mbito da genética populacional.
Sendo que para T. georgii existe apenas um estudo, no qual marcadores microssatélites e a
regido D-loop foram avaliados e revelaram resultados ndo conclusivos sobre a diferenciacéo
genética em diferentes regides do oceano Atlantico. Ja para T. pfluegeri, tais estudos ainda ndo

foram realizados.

1.5 Marcadores moleculares para identificacédo de espécies

Avaliacdes genético-populacionais em peixes selvagens ou de cativeiro sdo essenciais
para interpretar, entender e manejar, de forma efetiva, as populagfes ou estoques pesqueiros
(OKUMUS; CIFTCI, 2003). Segundo Ogden (2008), a importancia em escala global da pesca
comercial exige solucbes que contribuam para a aplicacdo da lei e incentivem politicas de
gerenciamento cada vez mais rigorosas. O autor ainda afirma que a identificacdo de espécies é
0 primeiro, e muitas vezes, 0 Unico procedimento a ser aplicado para garantir as conformidades
com a lei.

Em casos nos quais a identificacdo morfoldgica ndo é possivel, marcadores moleculares
sdo ferramentas de grande eficiéncia e acurdcia para sanar problemas relacionados a
identificacdo de espécies (BINGPENG et al.,, 2018). Ao contrario das caracteristicas
morfolégicas, o0 DNA pode ser extraido de produtos altamente processados e degradados
(ALACS et al., 2010) como carne cozida ou seca (WONG et al., 2004), garras deixadas em
peles curtidas (HEDMARK; ELLEGREN, 2005), nadadeiras de tubardes ja secas (CHAPMAN
et al., 2003), cascas de ovos (MOORE et al., 2003), pelos (BRANICKI et al., 2003), 0ssos
(PRADO et al., 2002), marfim (WASSER et al., 2007), chifres (HSIEH et al., 2003), cascos
(LO et al., 2006), penas (RUDNICK et al., 2007) e escamas (KUMAR et al., 2007).

Nos ultimos anos, diferentes técnicas moleculares, baseadas nos polimorfismos dos
genomas nuclear e mitocondrial, tem sido empregadas na identificacdo de espécies marinhas,
entre as quais estdo camardes (GUSMAO et al., 2000), tubardes (SHIVJI et al., 2002), atuns
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(BARTLETT; DAVIDSON, 1991), cefalopodes (CHAPELA et al., 2003; SANTACLARA et
al., 2007) e agulhdes (HSIEH et al., 2007; DOMINGUES et al., 2015). Marcadores presentes
no DNAmt sdo, geralmente, favoritos devido a facilidade de identificagdo quando proveniente
de amostras degradadas ou altamente processadas (ALACS et al., 2010). Além disso, o uso de
DNAmt se tornou um processo padrao na identificacdo de espécies, possibilitando comparagdes
entre estudos conduzidos em diferentes laboratorios e permitindo um meio para padronizar
metodologias (LINACRE; TOBE, 2011).

Existem muitas razdes pelas quais o DNAmt é o favorito nos estudos voltados a
identificacdo especifica, dentre as quais estdo: (1) auséncia de recombinacdes; (I1) auséncia de
enzimas capazes de corrigir erros de incorporacdo de base durante a replicacéo, levando a um
acumulo de mutacdes de base Unica cinco vezes maior que no DNAn (TAYLOR; TURNBULL,
2005); (111) maior numero de copias por célula contra apenas duas copias de DNAN, ou seja,
cada mitocéndria possui véarias copias de DNA e cada célula possui varias mitocéndrias, o que
varia dependendo do tipo celular (TOBE; LINACRE, 2008).

As regides mitocondriais de escolha para a identificacdo forense sdo baseadas naquelas
utilizadas em estudos taxonémicos e filogenéticos (SIMON et al., 2006). Algumas regides do
DNAmt exibem baixa variabilidade entre individuos pertencentes a mesma espécie e maior
variabilidade entre individuos de espécies diferentes, permitindo a estimativa do grau de
parentesco e tempo de divergéncia entre espécies. Em outras palavras, sdo sequéncias de DNA
consideradas “relogios moleculares calibrados” (OGDEN et al., 2009; LINACRE; TOBE,
2011).

Hebert et al. (2003) propuseram o uso do gene mitocondrial citocromo c oxidase | (COIl)
como nucleo de um sistema para identificacdo de espécies animais que possui duas principais
vantagens. A primeira, é que o primer universal para esse gene € robusto e permite cobertura
para a maioria dos filos animais. A segunda, € que o COI parece possuir maior regido de sinal
filogenético quando comparado aos demais genes mitocondriais.

Com isso, 0 uso do COI continuou aumentando até que, em 2007, foi adotado pelo
Consorcio BOLD (The Barcode of Life Data System) (http://www.boldsystems.org/), um banco
de dados online que permite a aquisicdo, armazenamento, anélise e publicacdo de registros de
sequéncias do COI, usadas para identificacdo especifica (RATNASINGHAM; HEBERT
2007). Apesar da eficacia e disseminacéo de seu uso, o sistema BOLD requer que o gene COl,
ou parte dele, seja sequenciado para comparagdo com as sequéncias de diversas espécies, ja
existentes no banco de dados, tornando esse método mais custoso quando comparado a técnicas

mais simples.
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A distingdo entre espécies taxonomicamente relacionadas pode ser averiguada por
diferencas na sequéncia de um dado trecho de DNA que se localiza em sitios de reconhecimento
de endonucleases de restricdo e pode ser alvo de aplicacdo da PCR-RFLP (OGDEN, 2008). A
sigla RFLP significa ‘polimorfismo de comprimento em fragmentos de restri¢do’ (Restriction
Fragment Length Polymorphisms) e é uma técnica de baixo custo, de protocolos simples,
robustos, de facil reproducdo e requer o uso de poucos equipamentos, o que confere vantagens
sobre o sequenciamento (RASMUSSEN; MORRISSEY, 2008). Esta técnica se baseia no fato
de que os SNPs podem levar ao surgimento ou desaparecimento de sitios reconhecidos por
determinada enzima de restricdo, mudando o padrdo de fragmentos gerados em amostras de
DNA de diferentes individuos, os quais podem ser facilmente visualizados por meio de
eletroforese (SCHLOTTERER, 2004).

Ao aplicar a PCR-RFLP na analise de regides especificas do DNAmt, muitos autores
passaram a usar tal abordagem para identificar espécies a partir de amostras forenses (CORDES
etal., 2001; ZHANG et al., 2006), assim como para identificar uma gama de espécies marinhas
em estudos sobre fraudes no comércio pesqueiro (INNES et al., 1998; MCDOWELL,;
GRAVES, 2002; HSIEH et al., 2007; DOMINGUES et al., 2015). Por exemplo, Lin e Hwang
(2007), por meio dessa técnica, conseguiram identificar oito espécies em 18 amostras de atum
enlatado, comercializados em Taiwan. Akasaki et al. (2006), desenvolveram uma metodologia
baseada em PCR-RFLP que foi capaz de identificar se amostras de bacalhau importado para o
Japao eram provenientes de espécies regulamentadas.

Recentemente, um método baseado em PCR-RFLP, desenvolvido por Anjali et al.
(2019), foi capaz de diferenciar, com precisao, seis espécies de garoupa, do género Epinephelus,
capturadas na costa da India. Segundo os autores, a técnica pode ser aplicada para monitorar
fraudes envolvendo essas espécies em amostras frescas, congeladas, cozidas e, até mesmo,
processadas. Similarmente, Matsumoto et al. (2019) descreveram a diferenciacdo de quatro
espécies de truta, por meio de PCR-RFLP, visando sua aplicacdo no monitoramento de fraude
comercial onde Oncorhynchus masou rhodurus é substituida por espécies aparentadas de menor
valor comercial.

Chow (1994), inspirado em estudos que isolaram o gene mitocondrial cit-b e utilizaram
sua sequéncia para diferenciar espécies de atum e bacalhau (BARTLETT; DAVIDSON, 1991,
CARR; MARSHALL, 1991), desenvolveu, pela primeira vez, um protocolo para identificar
espécies de peixes-de-bico por meio de PCR-RFLP, evitando, assim, o custoso e demorado
sequenciamento. Para isso, 0 autor testou treze endonucleases de restricdo em fragmentos

amplificados do cit-b de Istiophoridae e identificou nove enzimas capazes de diferenciar dez
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espécies pertencentes aos oceanos Atlantico e Pacifico. Além disso, um protocolo baseado na
PCR-RFLP foi desenvolvido por INNES et al. (1998) para identificar seis espécies de agulhdes
encontrados na costa da Australia utilizando quatro enzimas de restricdo para digerir a regido
D-loop.

Hsieh et al. (2005) desenvolveram e utilizaram, de maneira aplicada (HSIEH et al.,
2007), um protocolo de PCR-RFLP capaz de detectar o espadarte e quatro espécies de agulhbes
em produtos contendo carne crua, congelada ou cozida. Os autores amplificaram o cit-b, que
foi digerido com trés enzimas de restricao e detectaram duas (dentre dez) amostras comerciais
fraudulentas, vendidas como peixe-de-bico, demonstrando a eficiéncia e rapidez do método em
detectar produtos enganosos para os consumidores.

Devido a inexisténcia de um protocolo capaz de identificar as seis espécies de peixes-
de-bico que ocorrem no oceano Atlantico e, a presenca de duas espécies em estado de
vulnerabilidade nessa regido, Domingues et al. (2015) desenvolveram um método de PCR-
RFLP da regido COIl. Esta abordagem foi capaz de diferenciar o espadarte e as cinco espécies
de agulhdes encontradas no Atlantico, incluindo T. georgii, espécie recém validada
(COLLETTE et al., 2006; SHIVJI et al., 2006), utilizando apenas duas enzimas de restricao.
Segundo os autores, esta abordagem foi capaz de identificar, com preciséo, larvas e individuos
adultos, podendo ser aplicada para fiscalizar o comércio ilegal de peixes-de-bico ao longo de
todo o oceano Atlantico.

1.6 Objetivos

Devido a importancia ecoldgica e valor econémico dos peixes-de-bico e a relativa
escassez de estudos a seu respeito, 0s objetivos da presente tese foi testar a hipotese de panmixia
da espécie Tetrapturus pfluegeri ao longo do oceano Atlantico ocidental Norte e Sul por meio
de marcadores moleculares nucleares e mitocondriais. Além disso, o presente estudo prop6s
escrutinar a composicdo de especies de peixes-de-bico comercializadas na maior central de
abastecimento e distribuicdo de produtos agricolas da América Latina, a CEAGESP
(Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo) usando identificagdo molecular
por PCR-RFLP.
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1.7 Justificativa e apresentacao da tese

O ambiente marinho é regido por um delicado equilibrio ecologico, no qual predadores
que ocupam niveis troficos superiores tém papel fundamental no controle demografico de outras
espécies por meio da predacgdo direta e por induzir respostas comportamentais em suas presas
(CREEL; CHRISTIANSON, 2008). Dentre os predadores de topo estdo os mamiferos
marinhos, tubardes e grandes peixes teledsteos (HEITHAUS et al., 2008), valendo ressaltar que
algumas espécies de tubardes, atuns e peixes-de-bico, sdo pecas-chave da cadeia trofica de
ambientes peldgicos (BORNATOWSKI et al., 2018).

Alguns estudos vém demonstrando que a pressdo exercida pela pesca industrial tem
reduzido a biomassa dos grandes predadores pelagicos em altas porcentagens (MYERS;
WORM, 2003; HUTCHINGS; REYNOLDS, 2004; WORM et al., 2009; WORM et al., 2015),
reforcando a necessidade de regulamentacfes para a exploracdo dessas espécies. Com esse
intuito, duas grandes organizagOes internacionais, a IGFA (International Game Fish
Association) e a ICCAT (International Commission for the Conservation of Atlantic Tunas),
tém como principais objetivos fazer o levantamento da estatistica pesqueira, monitorar a pesca
e manejar estoques, assim como, desenvolver e estabelecer regulamentagdes para a exploragdo
de atuns e peixes-de-bico (ICCAT, 2018; IGFA, 2019).

A adocdo de estratégias adequadas de manejo depende de um bom compreendimento a
respeito das dinamicas populacionais e da demografia das espécies marinhas, principalmente
aquelas que possuem grandes populac6es e habitam largas extensées geograficas (WRIGHT et
al., 2015). Assim, estudos genéticos de espécies marinhas possuem um poderoso e Unico papel
para o conhecimento de estratégias eficazes de conservacao e manejo a longo prazo, visto que,
0 ecossistema marinho tem enfrentado impactos antropogénicos em niveis globais e sem
precedentes (SELKOE et al., 2016; DOMINGUES et al., 2019).

Dentre 0s peixes-de-bico existentes no oceano Atlantico, o agulhdo verde é o Unico para
0 qual ainda ndo existe estudo genético-populacional. Assim, o presente estudo buscou
responder a hipotese de panmixia do agulhdo-verde no oceano Atlantico ocidental para um
melhor entendimento sobre o nimero de estoques existentes, visando subsidiar futuros planos
de manejo para a espécie.

Além disso, a fiscalizacdo e 0 manejo adequado para esses animais dependem de
identificacdo precisa das espécies capturadas e comercializadas. Por esta raz&o e pelo fato de

existir uma grande dificuldade na identificacdo por caracteristicas morfoldgicas, o presente
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estudo procurou verificar se espécies com captura comercial proibida, como os agulhdes branco
e azul, vém sendo comercializadas no Sudeste Brasileiro.

Para responder a estas questdes, a presente tese esta apresentada em trés capitulos, onde
o Capitulo 1, descrito acima, ofereceu uma breve descricdo a respeito do assunto aqui estudado;
0 Capitulo 2 apresentard o primeiro estudo genético-populacional do agulhdo-verde
(Tetrapturus pfluegeri), a Unica espécie de peixe-de-bico do oceano Atléntico para a qual ndo
existem estudos sobre o tema; e o Capitulo 3 descrevera a aplicacdo de uma analise molecular
forense para identificar e quantificar espécies de peixes-de-bico do Atlantico, comercializados
na (CEAGESP), atualmente submetido para publicagdo na revista Conservation Genetics
Resources (Anexo B). Como pode ser visto no fluxograma a seguir.
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Marcadores moleculares aplicados aos estudos genéticos de peixes-de-
bico do Atlantico ocidental: aspectos populacionais e técnicas forenses
para manejo e conservagao

A4

\4

verde

Capitulo 2: Avaliagdo populacional do agulhdo-
(Tetrapturus
Ocidental: implicagBes para manejo pesqueiro e
conservacao de seus estoques

pfluegeri) no

Capitulo 3: Genética forense aplicada a
identificacdo de peixes-de-bico do Atlantico
comercializados no sudeste brasileiro.

Atlantico

\ 4

Objetivos: avaliar aspectos
populacionais do agulho-
verde do Atlantico Ocidental.

v

Objetivos: identificar espécies de
peixes-de-bico comercializadas na

AN

Amplificacdo e
sequenciamento parcial da
regido D-loop.
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AvaliacBes de diferenciagdo
genetica (@st) entre as
localidades CAR e BRA.
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de microssatélites.
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Anélise bayesiana de estrutura
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inferéncia do nimero de clusters.

v

Analise do &st entre
clusters.

A\ 4
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distribuicdo mismatch.
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de parentesco (R).
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terceira maior central de distribuicédo
de produtos agricolas do mundo, a
CEAGESP.

A 4

Amostragens periodicas
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CEAGESP.
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\ 4

Digestdo com as enzimas
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das espécies.

ImplicacGes dos resultados para novas abordagens de manejo pesqueiro e

conservacao.
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(Tetrapturus pfluegeri) NO ATLANTICO OCIDENTAL -
IMPLICACOES PARA O MANEJO PESQUEIRO E
CONSERVACAO DE ESTOQUES
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CAPITULO 2: Avaliagdo populacional do agulhdo-verde (Tetrapturus pfluegeri) no
Atlantico ocidental - implicagdes para 0 manejo pesqueiro e conservacao de estoques

RESUMO

O presente estudo buscou, pela primeira vez, avaliar aspectos populacionais do agulhdo-verde
(Tetrapturus pfluegeri) do oceano Atlantico ocidental. Para isso, foram realizados
sequenciamento parcial da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop) e avaliacdo de
diferenciacdo genética (&st) entre as localidades CAR e BRA. Uma analise bayesiana de
estrutura populacional (BAPS) foi conduzida para verificar o nimero de clusters existentes na
amostragem e uma segunda analise de diferenciacdo genética foi realizada entre os clusters
inferidos. Analises de neutralidade e da distribuicdo mismatch foram conduzidas para estimar
a dindmica populacional historica. Marcadores microssatélites também foram usados para
avaliar a taxa de diferenciacdo genética (Fst) entre as duas localidades. O nimero de clusters e
agrupamentos genéticos foi inferido por dois métodos de clusterizacéo: analise Bayesiana no
STRUCTURE e analise discriminante de componentes principais (DAPC). A diferenciacao
genética entre os clustes e agrupamentos foi verificada pelos indices Fst e Dest. Também foram
estimados taxa de endogamia (F) e o coeficiente de parentesco (R) entre os agrupamentos
genéticos. Os resultados mostraram ndo haver diferenciacdo genética entre as localidades CAR
e BRA. Entretanto, as analises de clusterizacdo, tanto por D-loop quanto por microssatélites,
estimaram trés grupos genéticos, para os quais foi verificado um @st geral de 0,040 (D-loop) e
um Dest (microssatélites) que variou entre 0,176 e 0,092 (p-valor < 0,05). Além disso, maiores
valores de coeficiente de parentesco foram verificados dentro dos agrupamentos. Os testes de
neutralidade e a distribuicdo mismatch mostraram que a espécie pode ter passado por expansao
populacional entre 112,7 e 281,7 mil anos atras devido aos dois ultimos periodos glaciais.
Portanto, o presente estudo sugere que podem existir diferentes grupos genéticos do agulhao-
verde no Atlantico ocidental, o que pode estar relacionado a fidelidade por locais de reproducéo.
Assim, novas hip6teses foram geradas, abrindo caminho para estudos futuros e alertando sobre
a importancia de programas de manejo que levem em conta os novos achados cientificos e as
particularidades da espécie.

Palavras-chave: peixes-de-bico, Istiophoridae, marcadores moleculares, pesca, manejo

pesqueiro.
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Population assessment of longbill spearfish (Tetrapturus pfluegeri) in the Western Atlantic

- implications for fishing management and stocks conservation

ABSTRACT

For the first time, this study evaluated the population genetics of the longbill
spearfish (Tetrapturus pfluegeri) from the Northwestern Atlantic Ocean using molecular
markers. Partial sequences of the mitochondrial control region (D-loop) were used to calculate
genetic differentiation (&st) between CAR and BRA localities. A Bayesian analysis of
population structure (BAPS) was carried out to assess the number of clusters in the general
sample, followed by a second genetic differentiation analysis between the clusters estimated by
BAPS. To assess demographic aspects, we performed neutrality and mismatch analysis.
Microsatellite markers were also used to determine the genetic differentiation (Fst) between
the two sampling locals. The number of clusters and genetic groups was calculated by two
clustering methods: Bayesian analysis in STRUCTURE and discriminant analysis of principal
components (DAPC). The genetic differentiation between clusters and groups was assessed
by Fst and Dest index. It was also estimated the inbreeding rate (F) and the relatedness
coefficient (R) between genetic groups. As a result, the analysis showed no genetic difference
between localities. However, the clustering analysis with D-loop and microsatellite showed
three genetic groups for which a general @st of 0.040 (D-loop) and a Dest (microsatellite) of
0.176 - 0.092 (p-value < 0,05) were obtained. Moreover, a higher relatedness coefficient was
observed between genetic groups than inside them. The neutrality and mismatch tests have
shown that demographic expansion may have happened to longbill spearfish at about 112.7 and
281.7 thousand years before present, due to the last two glaciations. Thus, the present work
suggests that the existence of different genetic groups of T. pfluegeri in the Atlantic Ocean is
possible, what can be retained by the possible fidelity to spawning places, what have already
been shown for some billfish species. The new hypothesis produced in this study are starting
points to future studies about longbill spearfish population dynamics. It highlights the
importance of fisheries management programs that consider the scientific data and peculiarities

of the species.

Keywords: billfish, Istiophoridae, molecular markers, fisheries, fisheries management.
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2.1 Introducao

Atualmente, € bem conhecido o fato de que os estoques dos grandes predadores
marinhos estdo sobrexplorados em nivel global (COLLETTE et al., 2011; GRAVES;
MCDOWELL, 2015). Por isso, é essencial que estes animais sejam adequadamente
conservados e, para isso, € importante considerar que o nivel de fluxo génico entre diferentes
populacgdes pode influenciar sua tenacidade. Sendo assim, é fundamental entender as dinamicas
populacionais e a diversidade genética das populacdes (BERNARD et al., 2016).

O nivel de isolamento e a extensdo do fluxo génico sdo parametros chave para modular
dindmicas populacionais, diversidade genética e processos evolutivos (BERNARD et al.,
2016). Assim, a identificacdo de unidades de manejo e conservacdo depende de estudos
genéticos populacionais acurados, o que se caracteriza como um desafio quando se trata de
espécies migratorias peldgicas e epipelagicas. 1sso se deve a grande extensdo do ambiente
marinho, a pequena quantidade de barreiras geograficas aparentes, ao grande numero
demogréafico das populacdes e a existéncia de larvas com alta capacidade de dispersao. Essas
caracteristicas, quando associadas ao habito migratorio de longas distancias apresentado pelos
grandes predadores peléagicos, tendem a promover o fluxo génico e evitar estruturacdo
populacional (PALUMBI, 1994; WAPLES, 1998).

Considerando os avancos recentes nas técnicas de genética molecular, algumas excec¢des
tém surgido para o paradigma de que populacGes marinhas migradoras sdo essencialmente
homogéneas (HAUSER; CARVALHO, 2008). Estudos prévios ja demonstraram estruturacdo
populacional em algumas espécies marinhas de ampla distribuicdo geografica. Carmo et al.
(2019), por exemplo, detectaram uma forte estruturagcdo populacional em tubardes-tigre
(Galeocerdo cuvier) entre areas do Oceano Atlantico quando analisaram a regido controle (D-
loop) do DNA mitocondrial (mtDNA). Em outro estudo, Menezes et al, (2012) avaliaram a
genética populacional do bonito (Katsuwonus pelamis) e os resultados sugeriram ocorréncia de
quatro grupos geneticamente diferenciados ao longo das 4guas costeiras da India.

Indicios de estruturacdo populacional também ja foram detectados em peixes-de-bico
por Rosel e Block (1996), em estudo no qual foi demonstrada estruturagdo, em nivel global, em
populacdes de espadarte (Xiphias gladius) usando a regido D-loop do DNAmt. Além disso, por
meio da analise de microssatélites em regides do DNA nuclear, Bernard et al. (2014a)
encontraram uma baixa, porém significativa, diferenciacdo genética entre populacdes do
agulhdo-polegar (Tetrapturus georgii) provenientes do Atlantico ocidental Norte e do Atlantico

ocidental Sul.
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Esses como esses séo fundamentais na elaboragéo de planos de manejo, principalmente
para espécies consideradas sobreexploradas, como é o caso da maioria dos agulhGes e do
espadarte do oceano Atlantico, os quais sdo efetivamente importantes para o sistema ecologico
marinho como predadores de topo de cadeia (ICCAT, 2018).

Neste contexto, o agulh&o-verde (Tetrapturus pfluegeri) é o Unico peixe-de-bico do
oceano Atlantico sobre o qual ainda ndo existem estudos populacionais na literatura. O agulhéo-
verde é uma espécie epipelagica, altamente migratoria e endémica do Atlantico, onde é
amplamente distribuida (de 40°N a 40°S) (NAKAMURA, 1985). E considerada uma das
espécies de pequeno porte quando comparada a algumas outras do grupo Istiophoridae, como
por exemplo, agulhdo- azul (Makaira nigricans) e agulhdo-branco (Kajikia albida). Estima-se
gue sua desova ocorra em aguas tropicais, em mais de uma ocasido durante a época reprodutiva,
pois foram verificadas altas concentracdes de larvas e fémeas aptas a reproducdo na regiao
central do Atlantico Sul, de janeiro a macgo, e na costa da Venezuela, de junho a agosto (PONS
et al., 2015).

Essa espécie é um produto da captura acessoria das pescas artesanal, recreacional e
comercial, sendo o peixe-de-bico menos comum na pesca industrial. Entretanto, ndo existem
dados que expliquem sua baixa frequéncia de captura, existindo a possibilidade que seja devido
a um pequeno tamanho populacional. A estatistica de captura dos agulhdes-verdes tem sido
historicamente combinada com a de agulhdes-vela (Istiophorus platypterus) nos relatérios da
ICCAT (Comissdo Internacional para a Conservacdo do Atum Atlantico). Assim, até o
momento ndo ha informacdes sobre seus estoques e dinamicas populacionais (AROCHA et al.,
2007; ICCAT, 2018). Bernard et al. (2014b) deram o primeiro passo para a mudanca desse
cenario ao desenvolverem o primeiro recurso para avaliacdo populacional do agulh&o-verde.
Os autores isolaram 13 microssatélites do genoma da espécie e demonstraram ser marcadores
polimorficos, passiveis de uso em estudos de avaliacdo genética populacional, possibilitando o
desenvolvimento do presente estudo.

Face ao exposto acima e devido ao complexo ciclo de vida, comportamento migratério
e distribuicdo ainda pouco conhecidos de T. pfluegeri, o presente estudo teve por objetivo
avaliar a hipGtese de panmixia da espécie no Atlantico ocidental Norte e Sul. Para isso,
marcadores microssatélites e sequéncias parciais da regido D-loop foram usadas para estimar a
diversidade genética e inferir a historia demografica do agulhdo-verde. Além disso, o0s
resultados apresentados sdo discutidos no contexto da conservagdo da espécie como recurso

pesqueiro.
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2.2 Métodos

2.2.1 Amostragem e isolamento do DNA genémico

Um total de 177 amostras provenientes do oceano Atlantico ocidental, originalmente
depositadas no banco de tecidos do Conservation Biology & Genetics Laboratory, Nova
Southern University (Florida, EUA), onde j& haviam sido analisadas geneticamente e
confirmadas como T. pfluegeri, foram cedidas ao Laboratorio de Genética de Organismos
Aquaticos e Aquicultura (LAGOAA). Todas as amostras, coletadas em amostragens
oportunisticas, datadas de 1996 a 2007, possuiam registros de coleta indicando suas respectivas
localizaces geogréaficas. As amostras foram organizadas em dois grupos: (i) aquelas coletadas
no Atlantico Norte, maior parte na regido do Caribe (CAR), e aquelas coletadas no Atlantico

Sul, principalmente frente a costa brasileira (BRA) (Figura 2.1).

Figura 1.2: Mapa demonstrando os pontos amostrais no Oceano Atlantico Ocidental onde foram coletadas
amostras de Tetrapturus pfluegeri. CAR: regido correspondente ao Caribe e Golfo do México. BRA: regido
amostral frente a costa brasileira.
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O DNA genomico foi isolado com Chelex 100 (SINGER-SAM, 1989), com o qual um
pequeno fragmento de cada amostra (equivalente & cabeca de um alfinete) foi isolado e
reidratado com 500 pl de solucdo PBS 1X durante 15 min; apos remocao do PBS a amostra foi
incubada em 200 ul de suspensdo de Chelex® 100 (Sigma Aldrich, Missouri, USA) na
concentracédo de 5% a 65°C por 60 min e transferida para incubagéo a 95°C por 15 min; com
uma centrifugacdo de 2 min a 14000 rpm todo o material em suspensdo foi separado do
sobrenadante contendo o material genético, o qual foi transferido para um novo microtubo e

armazenado a -20°C.

2.2.2 Analises populacionais por DNA mitocondrial

Para as analises populacionais e demogréficas a partir do D-loop, todas as amostras
foram amplificadas com 0S iniciadores Pro-5M13F
(5’CACGACGTTGTAAAACGACCTACCYCYAACTCCCAAAGC3’) (COLLETTE et al.,
2006) e R-DLOOP-160 (5’TACCCACTGGAGATAGTGCT3’), desenvolvido no presente
estudo com auxilio do programa Primer3 4.0 (UNTERGASSER et al., 2012), usando como
base a sequéncia completa do DNAmt de T. pfluegeri, (GenBank: 1025805034).

Cada PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foi preparada para um volume final de 25
pl contendo tampéo de Taq 1X; 2 mM de MgClz; 0,8 mM de dNTPs; 0,25 um de cada iniciador;
1,5 U de Tag DNA polimerase (Sinapse Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil) e 1 pl de DNA
gendmico. As amplificagdes foram executadas em termociclador C1000® (Bio-Rad, 21
Technology Dr, Irvine, California, USA) com desnaturacéo inicial de 95°C por 15 min, seguida
de 35 ciclos constituidos por etapas de desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento a 54°C por
1 min e extensdo a 72°C por 1 min; e por fim, um ciclo de extensdo final a 72°C por 2 min. Os
produtos das reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
1,5% para verificar a qualidade da amplificacao.

Os produtos de PCR foram purificados com o kit High Pure PCR Template Preparation®
(Hoffmann-La Roche, Grenzacherstrasse 124, 4070 Basel, Switzerland) e enviados para
sequenciamento na empresa Macrogen Korea (Geumcheon-gu, 10F, 254 Beotkkot-ro, Seoul,
South Korea) que utiliza sequenciador automatico ABI 3730® (Applied Biosystems, California,
USA). As sequéncias foram analisadas e alinhadas por meio do programa CodonCode Aligner
(CodonCode Corporation, Massachusetts, USA) e MEGAX (KUMAR et al., 2018).
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A composicao nucleotidica, nimero de sitios polimérficos, diversidade haplotipica (h),
diversidade nucleotidica (), nimero de haplétipos (H) e nimero de sitios polimorficos (S)
foram calculados no programa Arlequin v3.1 (EXCOFFIER et al., 2007).

A existéncia de estruturacdo populacional entre as diferentes localidades foi verificada
por meio do indice de diferenciacdo @st (WEIR; COCKERHAM, 1984), utilizando analises de
variancia molecular (AMOVA), executadas no Arlequin v3.1 (EXCOFFIER et al., 2007), com
1.000 permutagdes, e o teste do vizinho mais préximo (Snn) (HUDSON, 2000), implementado
no programa DnaSP v6 (ROZAS et al., 2017).

Tendo em vista que 0 modelo estudado se trata de uma espécie marinha com héabitos
migratorios, os pontos de coleta sdo pouco informativos para uma divisdo populacional
pressuposta. Por este motivo uma andlise de agrupamento baseada em inferéncias bayesianas
de estrutura genética foi conduzida no programa BAPS (Bayesian Analysis of Population
Structure) v5.4 (CORANDER et al.,, 2008; CHENG et al.,, 2011), usando o modelo de
agrupamento com loci vinculados e diferentes intervalos de K (nimero de agrupamentos), por
multiplas vezes, visando aumentar a probabilidade de encontrar a melhor divisdo (nimero de
clusters).

A relacdo genealdgica entre os clusters foi verificada por meio da construgcdo de uma
rede de haplétipos Median-joining (MJ) (BANDELT et al., 1999) utilizando o programa
Network 10.0 (fluxus-engineering.com).

Uma segunda AMOVA foi realizada no programa Arlequin para verificar a
diferenciacdo genética (®st) (EXCOFFIER et al., 1992) entre os clusters. Ainda utilizando o
Arlequin, uma AMOVA hierarquizada foi conduzida para estimar a proporcao de variabilidade
genética existente entre clusters (&®sr), entre os clusters dentro dos grupos (@sc) e entre grupos
(Dcr).

Para verificar a ocorréncia de desvio da neutralidade, ou seja, mudancas no tamanho
populacional, foram utilizados os testes: R2 (RAMOS-ONSINS; ROZAS, 2002) por
simulacdes de coalescéncia com 1.000 réplicas, no programa DnaSP v6; Fs de Fu (FU, 1997) e
D de Tajima (TAJIMA, 1989), para os quais a significancia estatistica foi estimada com 1.000
permutagdes no programa Arlequin 3.1.

A analise da distribuicdo de diferengas pareadas entre hapldtipos (mismatch)
(SCHNEIDER; EXCOFFIER, 1999) foi realizada no programa Arlequin v3.1 para avaliar
pardmetros demogréaficos, onde o indice raggedness de Harpending (Hri) (HARPENDING,
1994) foi usado para estima se a distribuicdo observada se ajusta bem ao modelo de expanséo

populacional.
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O tempo desde a expansdo populacional em geragdes (t), gerado pela distribuicdo
mismatch, foi utilizado para inferir o tempo real desde a expansdo populacional (t), por meio
da férmula t = ©/2u, onde p corresponde a taxa mutacional por I6cus por geracdo. Devido a
auséncia de estudos que determinem as taxas mutacionais especificas para linhagens de
Istiophoridae, foram adotados os valores de 1,8% a 4,5% por l6cus por milhdo de anos,
previamente estimados parao DNAmt de peixes (DONALDSON; WILSON, 1999) e, também,
adotados por Bernard et al. (2014a).

2.2.3 Analise populacional por microssatélites

Antes que o presente estudo fosse iniciado, uma biblioteca de microssatélites para T.
pfluegeri ja se encontrava disponivel no Laboratério de Genética de Organismos Aquéticos e
Aquicultura (LAGOAA/UMC). Para a sua producdo, foi enviado um pool de DNA genémico
de cinco individuos da espécie T. pfluegeri para a empresa Genoscreen (www.geneoscreen.fr)
onde a biblioteca de microssatélites foi produzida por meio de pirosequenciamento 454 GS-
FLX Titanium (Roche Diagnostics); o isolamento dos loci foi realizado a partir de bibliotecas
de DNA enriquecidas (MALAUSA et al., 2011) com oito sondas (TG, TC, AAC, AAG, AGG,
ACG, ACAT, ACTC); o programa QDD (MEGLECZ et al., 2010) foi usado para determinar o
conteddo de microssatélites a partir das sequéncias brutas, gerando um total de 13.110
sequéncias; foram desenvolvidos pares de iniciadores, flanqueando os microssatélites, os quais
ficaram disponiveis para selecéo e potencial uso em estudos populacionais.

A partir da biblioteca descrita acima, Bernard et al. (2014b) desenvolveram um painel
com 13 loci polimorficos, dos quais 11 foram utilizados nas analises populacionais do presente
estudo (Tabela 2.1). Adicionalmente, 12 pares de iniciadores foram selecionados, a partir da
biblioteca original, por meio de analises de qualidade realizadas com a ferramenta
OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/pages).

Todos os iniciadores forward foram sintetizados com adicdo de cauda M13
(5’TGTAAAACGACGGCCAGT3’) (SCHUELKE, 2000) e os iniciadores reverse com adicdo
de pigtail (5’GTTTCTT3’) (BROWNSTEIN et al., 1996), ambos na extremidade 5°. A cauda
M13 tem como finalidade o anelamento de fluorescéncia durante a amplificacdo dos alelos para
gue 0s mesmos possam ser captados e genotipados (SCHUELKE, 2000). Ja a pigtail impede a
poliadenilacao da extremidade 3’ dos fragmentos amplificados, aumentando a acuracia da

genotipagem (BROWNSTEIN et al., 1996).
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Os 12 iniciadores adicionais foram testados quanto as melhores condi¢BGes de
amplificagéo e presenca de polimorfismo nos loci correspondentes, entretanto apenas um locus
foi eficiente, o qual foi acrescentado as analises populacionais (Tpf23). A amplificacdo dos loci
foi realizada por meio de reacfes com volume final de 25ul, contendo: tamp&o de Taq DNA
polimerase 1X; 1,5 mM de MgCl»; 0,2 mM de dNTPs; 0,4 uM de cada iniciador; 4 U de Taq
DNA polimerase (Sinapse Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil) e 1 pul de DNA genémico. As
reacOes de PCR foram conduzidas em termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA) com um ciclo de desnaturacéo inicial a 95°C por 15 min, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento dos iniciadores (temperaturas na Tabela 2.1) por 1
min e extensdo a 72°C por 1 min; finalizando com um ciclo de extensdo final a 72°C por 20

min.

Tabela 2.1 - Primers utilizados para amplificagdo dos 12 loci microssatélites utilizados nas anélises populacionais
de Tetrapturus pfluegeri do Atlantico Ocidental.

Unidade de  Temperatura

Iniciador Sequéncia (5°-37) s Referéncia
repeticdo  de anelamento
Tpfl10 F: TCGAGGACACATACTGGGTG (ATGT)7 64,4°C Bernard, Hilsdorf,
R: TGCTGTGGTGTTTCACTTCA et al. (2014)
Tpfl2 F: GAAATGAATATTTTGCATTATTGAAC (CAATT)9 58°C Bernard, Hilsdorf,
R: GCTTCTCTATATGAAAACTGCCC et al. (2014)
Tpfl4 F: ACAGGCAAAGGATTTACTGGT (TTG)10 58°C Bernard, Hilsdorf,
R: CTGCGGTTGAGCAGAGGT etal. (2014)
Tpfl7  F: ATCCATGCCCTCGACATTTA (AAC)10 66,4°C Bernard, Hilsdorf,
R: TTATTTAGGGGAAGGCTCGG etal. (2014)
Tpfl8  F: AACTTTATTGTTTATGCAGTTCCTC (TCT)12 62°C Bernard, Hilsdorf,
R: GGTTCCAACGCTATTCGTGT etal. (2014)
Tpfl9 F: GGTTCCAACGCTATTCGTGT (TGT)8 62°C Bernard, Hilsdorf,
R: GATGAGTCAACGCATCACAA et al. (2014)
Tpf20 F: GTTAATGGTGGAGGAACTGGA (GAG)10 62°C Bernard, Hilsdorf,
R: TTTGATACAAACGCGTGAATTT et al. (2014)
Tpf26 F: ACGGACAGCACGTTCAAAAT (GT)9 64,4°C Bernard, Hilsdorf,
R: AAATCTGTCATTCACTTTCTCTATCTT et al. (2014)
Tpf35  F: CCAGGAGGGGTCCTCATATT (ATGG)6 60°C Bernard, Hilsdorf,
R: CCATACAGTTGTCCATCCATCA et al. (2014)
Tpf39 F: CCAGATGGTGGCGGTAAT (AGA)6 66,4°C Bernard, Hilsdorf,
R: CGTCGGCTTTGATTGTTCAT et al. (2014)
Tpfd3  F: ACCTTTTAGATCTGATCAGGAAATGAT (AGC)6 63°C Bernard, Hilsdorf,
R: CTCCTTCCTGGTGCATTTGT et al. (2014)
R: ACCAGGTCCACCCTCATGTA
Tpf23  F: GGTGGAAATTATGATGAAGGG (GATA)5 57°C Presente estudo
R: TCTCTATGTTTGTCTATCCATTATCCA
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A eletroforese e a genotipagem dos loci foram executadas em gel de poliacrilamida
(Matrix Plus denaturing®) 6,5% em equipamento Li-Cor 4300 DNA Analyzer, usando
marcador por fluorescéncia IRDye®800 (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) com
sequéncia complementar a cauda M13 (5 TGTAAAACGACGGCCAGT3’). O tamanho dos
alelos foi estimado por interpolacdo de sua posi¢do em relagdo ao marcador de peso molecular
(50 - 350 pb) DNA Sizing Standard IRDye® 800 (LI1-COR Biosciences) utilizando o programa
SagaGT (LI-COR Biosciences). Possiveis erros de genotipagem foram minimizados por meio
de genotipagem semiautomatizada (POMPANON et al., 2005).

A presenca de alelos nulos foi verificada para cada locus com o programa Micro-
Checker v2.2.3 (The University of Hull, Cottingham Road, Hull, UK). O indice de contetdo
polimorfico foi estimado no programa Cervus v3.0.7 (KALINOWSKI et al., 2007) e o
desequilibrio de ligacdo (DL) entre os loci foi avaliado no Arlequin v3.1. Parametros descritivos
como numero de alelos (A), riqueza alélica (Ar), nimero de alelos privativos (Priv.),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) e déficit de heterozigotos (Fis) foram calculados nos programas MSA v4.05
(DIERINGER; SCHLOTTERER, 2003) e Arlequin v3.1. O indice de diferenciacio genética
Fst (WRIGHT, 1949) entre as localidades CAR e BRA foi estimado no Arlequin v3.1, com
1.000 permutagdes.

Duas abordagens foram usadas para avaliar a existéncia de estruturacdo genética entre
populacdes de T. pfluegeri no oceano Atlantico. O programa STRUCTURE v. 2.3
(PRITCHARD et al., 2000) foi usado para conduzir uma rotina Bayesiana, por meio do modelo
admixture, sem informacdo de populagbes a priori, com burn-in de 10.000, seguido de
1.000.000 ciclos MCMC (método de Monte Carlo baseado em Cadeias de Marcov) e 20
iteracGes para cada valor de K (ndmero de clusters). Procurando corroborar os resultados
gerados pelo STRUCTURE, uma analise de componentes principais (DAPC) foi realizada por
meio do pacote ADEgenet v2.0 (JOMBART, 2008), implementado no programa R (R CORE
TEAM, 2013). Para isso, 0 melhor numero de clusters (K) foi determinado usando a fungéo
find.clusters, a partir da qual foi estimado o critério de informacdo Bayesiano (BIC) para
verificar o melhor modelo suportado (nimero e composigéo dos clusters). Os melhores modelos
foram, entdo, avaliados pela DAPC com retengdo dos 50 primeiros componentes principais
(PCs) e quatro funcdes discriminantes.

Tanto para os clusters gerados pelo STRUCTURE, quanto para os clusters gerados pela
DAPC, a diferenciacdo genética foi inferida por meio do indice Dest de Jost (2008), usando o
pacote DEMEtics (JUETERBOCK et al., 2011), implementado no R, onde o nivel de
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significancia foi estimado usando 1.000 iteragOes bootstrap e intervalo de confianca de 95%.
No Arlequin, foi conduzida uma AMOVA, onde a estatistica F (WEIR; COCKERHAM, 1984)
foi usada para estimar a proporc¢édo de variabilidade genética existente entre os clusters (Fst),
entre clusters dentro de grupos (Fsc) e entre grupos (Fcr).

Uma andlise para verificar o coeficiente de parentesco (R) e a taxa de endogamia (F)
dos individuos foi conduzida no programa Coancestry v1.0.1.9 (WANG, 2011).

A correcdo de Bonferroni ndo foi usada devido a evidencias, apresentadas na literatura,
demonstrando que o método ndo € adequado para avaliagbes genéticas populacionais que
utilizam multiplos loci e s&o baseados em dados empiricos (MORAN, 2003; GARCIA, 2004;
ARMSTRONG, 2014; YE; WANG, 2020). Segundo Armstrong (2014), o ajuste de Bonferroni
pode ser usado apenas quando: todos os testes de hipotese nao forem significantes; for crucial
evitar erro do tipo I; e quando muitos testes forem realizados, sem uma hipdtese prévia, para
verificar qualquer resultado significativo. Como tais pressupostos ndo se enguadram no

presente estudo, o ajuste ndo foi aplicado.
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2.3 Resultados

2.3.1 Analises populacionais por DNA mitocondrial

Das 177 amostras disponiveis, 27 foram removidas das analises pois seu DNA genémico
apresentou alto grau de degradacgédo, impossibilitando sua amplificacdo, ou por apresentarem
muitos erros de sequenciamento, impossibilitando o alinhamento com as demais sequéncias.

As 150 amostras restantes foram divididas em dois grupos, de acordo com seu local de
coleta. O grupo CAR, com 118 amostras, correspondente a regido do Caribe e algumas amostras
coletadas mais a Norte do oceano Atlantico ocidental, o que vai da latitude 9°N até 40,5°N. O
grupo BRA, contendo 32 amostras, foi composto pelas amostras coletadas a partir da latitude
6,4°N até 24,1°S (Figura 2.1).

Ap06s alinhamento e edicdo, todas as sequéncias ficaram com 416 pb e apresentaram
16,58% de citosina, 32,65% de timina, 36,15% de adenina e 14,61% de guanina. No geral,
foram identificados 96 haplotipos e 108 sitios polimorficos. A diversidade haplotipica variou
entre 0,989 (x 0,003), na regido CAR e 0,990 (+ 0,010), na regido BRA, ja a diversidade
nucleotidica variou entre 0,025 (+ 0,013) e 0,027 (+ 0,014), nas duas regibes respectivamente
(Tabela 2.2). Para a regido CAR foram verificados 69 haplétipos privativos, onde o haplétipo
41 teve maior frequéncia (n = 8), enquanto que, para a localidade BRA foram verificados apenas
16 haplo6tipos privativos, todos com baixa frequéncia (Apéndice A).

Né&o houve diferenciacdo genética significante entre as duas localidades (@st=0,00091;
p-valor = 0,335). Porém, o modelo de agrupamento de individuos por analise Bayesiana
(BAPS) indicou que, considerando o menor valor de log (-2488,8), a melhor diviséo foi de trés
clusters (K = 3) (Mt1, Mt2 e Mt3) (Figura 2.2a), os quais se encontravam distribuidos em
ambas as localidades (Figura 2.2b), todos apresentando haplétipos privativos (Apéndice B).
A MOVA indicou diferenciacdo genética entre todos os pares de clusters (Tabela 2.3). Na
AMOVA hierarquizada o indice de fixagdo entre grupos (@ct) mostrou valores baixos e ndo
significantes (p-valor > 0,05), enquanto os indices de fixagdo entre clusters (®st) e entre
clusters dentro de grupos (@sc) foram altos e significativos (p-valor < 0,001) (Tabela 2.4).

A rede de haplétipos (Figura 2.2c), apresentou um padrao estrelado, caracterizado pela
presenca de poucos haplotipos de maior frequéncia ao centro da distribuicao, possivelmente
haplo6tipos ancestrais, dos quais se ramificam muitos haplétipos pouco prevalentes mediante
poucos passos mutacionais. Os trés clusters estimados pelo BAPS se organizaram em trés

possiveis linhagens distintas na rede de haplétipos (cada clusters correspondendo a uma



59

linhagem), sendo que, a ramificagéo correspondente ao Mt1 se separou da ramificacdo Mt2 por

10 passos mutacionais, a qual, por sua vez, se separou da ramificacdo Mt3 por sete passos
mutacionais.

Tabela 2.2 - indices de diversidade genética para Tetrapturus pfluegeri do Atlantico ocidental. n:
namero de individuos; S: namero de sitios polimdrficos; H: nimero de haplétipos; h: diversidade
haplotipicas e desvio padrdo; z: diversidade nucleotidica e desvio padrdo. Localidades de coleta.

Localidades n S H h T
CAR 118 101 80 0,989 + 0,003 0,025 + 0,013
BRA 32 56 27 0,990 + 0,010 0,027 £ 0,014
Geral 150 108 96 0,989 + 0,003 0,025 + 0,013

Figura 2.2: a) Clusters de individuos da espécie Tetrapturus pfluegeri estimados pelo BAPS v5.4 com base em
gendtipos de multiplos loci (416 pb da regido controle do DNAmt). Melhor divisdo encontrada para k = 3. Cada
barra vertical representa um genétipo individual. Individuos representados por mais de uma cor possuem genétipos
de origem proporcionalmente mista. b) Proporgdo de cada cluster nas localidades amostrais do oceano Atlantico
ocidental. Os graficos em pizza representam a proporgao de individuos pertencentes aos clusters estimados pela
analise Bayesiana em cada localidade. c) Rede de haplétipos demonstrando as relages genealdgicas entre clusters,
onde cada haplétipo é representado por um circulo cuja sua area é proporcional a frequéncia do haplétipo.
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Tabela 2.3 - Diferenciagdo genética (@sr) para cada par de clusters estimados pelo BAPS (abaixo da
diagonal) e seus respectivos p-valores (acima da diagonal).

Clusters Mtl Mt2 Mt3
mtl - 0,009 0,000
mt2 0,021 - 0,000
mt3 0,086 0,101 -

Tabela 2.4: AMOVA hierarquizada para dados de sequenciamento da regido D-loop de Tetrapturus
pfluegeri do Atlantico ocidental, considerando a divisdo dos individuos por clusters, sugerida pelo
BAPS. &: indice de diferenciacdo genética entre clusters dentro de grupos (sc), dentro dos clusters (sr)
e entre grupos (cr). V: taxa de variacdo entre grupos (a), entre clusters dentro dos grupos (b) e dentro
dos clusters (c).

Grupos Dsc VDb (%) Dst V¢ (%) Dct Va (%)
mtl (mt2+mt3) 0,556* 45,640 0,635* 36,460 0,179 17,900
mt2 (mtl+mt3) 0,723* 105,960 0,594* 40,650 -0,466 -46,610
mt3 (mtl+mt2) 0,595* 42,890 0,708* 29,170 0,279 27,940

*p-valor < 0,001

A distribuicdo mismatch mostrou um padréo bimodal, para a amostragem geral (Figura
2.3), um indicativo de tamanho populacional constante segundo o modelo de expanséao
demogréafica de Rogers e Harpending (1992). Entretanto, alguns autores sugerem gue curvas
bimodais podem ser decorrentes do agrupamento de dois pools genéticos com histérias
demogréficas diferentes (PEREZ-PORTELA et al., 2010; JENKINS et al., 2018), parecendo

ser 0 caso do agulhdo-verde.

Figura 2.3: Distribuicdo mismatch gerada por sequéncias da regido D-loop do DNAmt de Tetrapturus pfluegeri
do Atléntico ocidental.
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A soma dos desvios quadrados (SSD) e o indice raggedness (Hri) apresentaram valores
baixos e ndo significantes, demonstrando um bom ajuste a distribuicdo mismatch e a hipétese
de expansao populacional. A hipdtese de expansdo populacional também foi sustentada pelos
testes Fs de Fu (-24,248; p-valor = 0,001) e Rz (0,085; p-valor = 0,000), 0 oposto do estimado
pelo teste D de Tajima (-1,336; p-valor = 0,068) (Tabela 2.5). E importante destacar que os
testes R. e Fs sdo 0s mais consistentes para detectar um cenario de expansdo populacional e o
comportamento do teste R2 é ainda superior para pequenos tamanhos amostrais (RAMOS-
ONSINS; ROZAS, 2002).

O tempo desde a expansdo populacional em geragdes (1), estimado pelo mismatch, foi
de 4,219 unidades de tempo mutacional. Dessa forma, com uma taxa mutacional por lécus por
geragdo (u) de 1,8% - 4,5%, foi estimado que o inicio da expansdo populacional pode ter

ocorrido entre 112,7 e 281,7 mil anos atras.

Tabela 2.5: Parametros da distribui¢do mismatch e testes de neutralidade estimados a partir da regido D-loop do DNAmt de Tetrapturus pfluegeri
do Atlantico ocidental. 6o (theta no tempo zero), 61 (theta no tempo atual), SSD (soma dos desvios quadrados), Hri (indice raggedness de
Harpending), R2 (teste de neutralidade de Ramos-Onsins e Rozas), Fs (teste de neutralidade de Fu), D (teste de neutralidade de Tajima).

Modelo de Expanséo Populacional Testes de Neutralidade
Localidades Oo o1 SSD  p-valor Hri p-valor R2 p-valor Fs p-valor D p-valor
CAR 5,563 81,250 0,007 0,280 0,004 0,620 0,089 0,000 -24,354 0,000 -1,327 0,069
BRA 10,842  99999,0 0,008 0,580 0,008 0,560 0,116 0,000 -11,933 0,001 -0,768 0,229
Geral 6,792 100,469 0,006 0,380 0,003 0,660 0,085 0,000 -24,248 0,001 -1,336 0,068

2.3.2 Analises populacionais por microssatélites

Foi avaliado um total de 12 loci e 177 individuos, sendo que, 33 individuos foram
excluidos das analises por apresentarem excesso de dados faltantes. Portanto, restaram 144
individuos, sendo 116 da localidade CAR e 28 da localidade BRA.

As andlises exploratorias demonstraram que apenas os loci Tpfl2, Tpfl7 e Tpfl9 ndo
apresentaram alelos nulos. O locus Tpf39 apresentou maior riqueza alélica (Ar = 13,019) e
maior indice de contetdo polimorfico (PIC = 0,815). Para a maioria dos loci, a heterozigosidade
esperada (He) foi maior que a heterozigosidade observada (Ho) (Figura 2.4). A populagéo geral
demonstrou desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor < 0,05), exceto para
os loci Tpfl7 e Tpfl9. As maiores deficiéncias de heterozigosidade foram verificadas nos loci
Tpf20 (Fis = 0,622) e Tpf26 (Fis = 0,663). Na localidade CAR todos os loci tiveram alelos
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privativos e apenas o locus Tpf26 apresentou alelos privativos na localidade BRA (Tabela 2.6).
Apenas dois pares de loci (Tpf10/Tpfl7 e Tpf20/Tpf26) apresentaram valores significantes para
desequilibrio de ligacdo (Tabela 2.7).

Figura 2.4: Namero de alelos por locus (a) e diferenca entre heterozigosidade esperada e observada por locus (b)
para os 12 loci microssatélites utilizados no estudo populacional de Tetrapturus pfluegeri do Atlantico ocidental.
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N&o houve diferenciacdo genética significante entre as localidades CAR e BRA (Fst =
0,003; p-valor = 0,489). Entretanto, a analise Bayesiana realizada no STRUCTURE estimou
separacdo dos individuos em trés clusters (K = 3) (St1, St2, St3) (Figura 2.5a). J4 a DAPC
estimou um K = 5, o qual apresentou o menor valor de BIC (204,533) com a variancia
explicando 98% dos dados. No scatter plot (Figura 2.6a) é possivel verificar que os clusters
2/5 e 3/4 estdo sobrepostos, mostrando que os individuos se dividiram em trés agrupamentos
geneticamente distintos: Agl {1}; Ag2 {2/5} e Ag3 {3/4}. Entretanto, a composi¢do de
individuos dos clusters estimados pelo STRUCTURE ndo foi a mesma dos agrupamentos
estimados pela DAPC (Apéndice C).

No cenario estimado pelo STRUCTURE, todos os clusters tiveram distribuicdo em
ambas as localidades, com o cluster St1 mais frequente na localidade BRA, correspondendo a
52% dos individuos, e menos frequente na localidade CAR, com 27% dos individuos (Figura

2.5b). Ja no cenario obtido pela DAPC, um dos agrupamentos (Ag1) ficou restrito a localidade
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CAR, correspondendo a 22% dos individuos. Os agrupamentos Ag2 e Ag3 se distribuiram por
ambas as localidades, com o0 Ag3 sendo o mais frequente nas duas localidades, representando
68% dos individuos na localidade BRA e 43% dos individuos na localidade CAR (Figura 2.6b).

Tabela 2.6: Diversidade genética referente aos 12 loci microssatélites utilizados para analise populacional de Tetrapturus
pfluegeri do Atlantico ocidental. n: nimero de individuos. A: nimero de alelos. Ar: riqueza alélica; Ho: heterozigosidade
observada. He: heterozigosidade esperada. EHW: equilibrio de Hardy-Weinberg. Fis: déficit de heterozigosidade. PIC: indice
de conteldo polimoérfico. Null: frequéncia de alelos nulos. Priv.: nimero de alelos privativos.

Loci
Tpfl0 Tpfl2 Tpfld Tpfl7 Tpfl8 Tpfl9 Tpf20 Tpf26 Tpf3ds Tpf39 Tpfd3 Tpf23
n 28 28 28 27 28 27 28 28 28 28 28 26
A 7 3 5 6 5 4 6 7 3 13 5 2
Ar 7,000 3,000 5,000 7,000 5000 5000 6,000 7,000 3,000 13,000 5,000 3,000
é Ho 0429 0,286 0,393 0,778 0,607 0593 0,286 0,179 0,357 0,786 0,571 0,038
M He 0,788 0,257 0,401 0,754 0,683 0,642 0,729 0557 0425 0,877 0,724 0,038
EHW 0,000 1,000 0,265 0,97 0,239 0,603 0,000 0,000 053 0,017 0,103 1,000
Fis 0,454 -0,122 0,012 0,018 0,104 0,136 0,606 0,679 0,154 0,096 0,205 0,787
PIC 0,740 0,234 0375 0,703 0,611 0555 0,667 048 0,344 0,849 0,658 0,037
Priv. - - - - - - - 2 - - - -
n 104 116 113 107 116 108 103 114 111 108 113 98
A 9 5 7 11 9 6 8 7 6 15 9 6
Ar 8,645 4,238 5880 9,617 5795 5898 7,153 5474 4,802 12,939 7,304 4,802
o Ho 0452 0414 0,292 0804 0569 0,611 0,311 0,202 0,315 0,611 0,469 0,143
S He 0,796 0,379 0547 0,807 0,657 0,699 0679 0568 0,450 0,817 0,732 0,200
EHW 0,000 0,039 0,000 0,060 0,095 0,203 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Fis 0,509 -0,094 0,500 0,106 0,133 0,224 0,624 0659 0,389 0,319 0,386 0,703
PIC 0765 0,345 048 0,78 0594 0635 0633 048 0385 0,799 0,683 0,193
Priv. 2 2 2 5 4 2 2 2 3 2 4 4
n 132 144 141 134 144 135 131 142 139 136 141 124
A 9 5 7 11 9 6 8 9 6 15 9 6
Ar 8,430 4,051 5724 9,228 5654 5705 7,065 5757 4589 13,019 7,071 4,509
s Ho 0,447 0,389 0,312 0,799 0,576 0,607 0,305 0,197 0,324 0,647 0,489 0,121
3 He 0,797 0,356 0525 0,795 0,661 0,69 0,690 0565 0,444 0,830 0,729 0,167
EHW 0,000 0,028 0,000 0,055 0,046 0,207 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Fis 0,502 -0,094 0,438 0,091 0,126 0,212 0,622 0,663 0,349 0,277 0,351 0,714
PIC 0,767 0,325 0473 0,767 0598 0625 0643 0487 0,377 0815 0,679 0,162
Null 0,218 -0,039 0,192 -0,000 0,064 0,058 0,265 0,296 0,121 0,113 0,160 0,102

Caracteres em negrito: valores significantes para desvio do EHW; presenca de alelos nulos.
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Tabela 2.7: Valores de desequilibrio de liga¢do (abaixo da diagonal) e seus respetivos p-valores (acima da diagonal)
para os 12 loci utilizados na analise populacional de Tetrapturus pfluegeri do Atlantico ocidental.

Tpfl0 Tpfl2 Tpfld Tpfl7 Tpfl8 Tpfl9 Tpf20 Tpf26 Tpf3sb Tpf39 Tpfd3 Tpf23
Tpfl0 0,053 0954 0,005 0,159 0,293 0,058 0,203 0,154 0,962 0,945 0,298
Tpfl2 -96 0,420 0,172 0628 0,909 0,222 0,579 0,148 0,901 0,145 0,794
Tpfl4 | -115 -58 0,341 0,355 0529 0,333 0,709 0,692 0487 0,362 0,410
Tpfl7 | -133 -90 -104 0,081 0562 0,205 0,389 0,653 0,666 0,393 0,776
Tpfl8 | -128 =77 -90 -119 0,316 0,136 0,633 0413 0,203 0,487 0,193
Tpfl9 | -127 -76 -89 -121 -106 0,593 0,827 0,363 0,885 0,323 0,509
Tpf20 | -138 -89 -102 -133 -120 -121 0,009 0,206 0,607 0,158 0,439
Tpf26 | -125 -74 -88 -119 -107 -106  -112 0,229 0,851 0,326 1,000
Tpf35 | -106 -49 -67 -101 -85 -82 -97 -80 0,933 0,749 0,699
Tpf39 | -170 -125 -133  -158 -146 -150 -160 -149 -134 0,392 0,147
Tpf43 | -139 -80 -95 -127 -115 -112 -125  -111 -92 -152 0,654
Tpf23 -96 -39 -54 -90 -72 -72 -88 -73 -48 -119 -80

Caracteres em negrito: p-valor significante para desequilibrio de ligacéo (p < 0,05).

Figura 2.5: a) Estrutura populacional estimada pelo STRUCTURE para Tetrapturus pflurgeri do Atlantico
ocidental, com base em 12 loci microssatélites. O modelo com K = 3 apresentou melhor ajuste no valor de delta
K. Cada cor representa um cluster onde estdo inseridos os individuos com maior similaridade genética. b)
Proporgdo de individuos pertencentes a cada agrupamento nas localidades CAR e BRA.

a)

b)

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

-29°

345

240

142

50

0 400

255 kilometers

-

33%




65

Figura 2.6: a) Analise discriminante de componentes principais (DAPC) para Tetrapturus pflurgeri do Atlantico
ocidental, com base em 12 loci microssatélites. O modelo com K =5 apresentou melhor ajuste, com menor valor
de log (204,8), 50 PCs retidas, 99% de variancia acumulada (grafico a esquerda) e 4 fungGes discriminantes
(gréfico a direita). Cada cor representa um cluster e as cores predominantes representam os agrupamentos (Ag).
b) Proporcao de individuos pertencentes a cada agrupamento nas localidades CAR e BRA.
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A AMOVA para os clusters St1, St2 e St3 estimou um Fst de 0,075 (p-valor = 0,000),
com 7,47% de variacdo entre os clusters e 92,53% de variacdo dentro dos clusters. A
diferenciacéo genética entre pares de clusters variou entre 0,062 e 0,084 (p-valor < 0,05), sendo
que o valor mais alto foi verificado entre os clusters St2 e St3 e o menor valor, entre St3 e Stl1
(Tabela 2.8).

Para os agrupamentos da DAPC (Agl, Ag2 e Ag3), o Fst geral foi de 0,198 (p-valor =
0,000), com 19,84% de variacdo entre os agrupamentos e 80,16% de variacdo dentro dos



66

agrupamentos. A diferenciacdo genética entre os pares de agrupamentos variou de 0,164 a 0,240
(p-valor < 0,05), onde a maior diferenciacdo foi verificada entre Agl e Ag3 e a menor
diferenciacéo, entre Ag2 e Agl (Tabela 2.8).

A AMOVA hierarquizada para os clusters gerados pelo STRUCTURE mostrou que ndo
houve diferenciagdo entre os grupos (Fct), mas houve diferenciacdo entre os clusters (Fst) e
entre clusters dentro de grupos (Fsc). O mesmo foi verificado para os agrupamentos gerados
pela DAPC (Tabela 2.9).

Os valores de Dest foram significantes para todos os pares de clusters e agrupamentos,
variando entre 0,123 e 0,152 para os pares de clusters inferidos pelo STRUCTURE e, entre
0,092 e 0,176 para os pares de agrupamentos inferidos pela DAPC (Tabela 2.10).

Tabela 2.8: Valores de Fsr (abaixo da diagonal) e seus respectivos p-valores (acima da diagonal) entre
os clusters e agrupamentos estimados para T. pfluegeri do Atlantico ocidental.

STRUCTURE

Stl St2 St3
Stl - 0,000 0,000
St2 0,078 - 0,000
St3 0,062 0,084 -

DAPC

Agl Ag2 Ag3
Agl - 0,000 0,000
Ag2 0,164 - 0,000
Ag3 0,240 0,199 -

Caracteres em negrito: p-valor significante para desequilibrio de ligacéo (p < 0,05).

Tabela 2.9: Andlise de variancia molecular (AMOVA) hierarquizada para dados de microssatélites de
T. pfluegeri do Atlantico Ocidental, considerando a divisao dos individuos por clusters e agrupamentos
estimados pelo STRUCTURE e pela DAPC. F: indice de diferenciacdo genética entre
clusters/agrupamentos (st); entre clusters/agrupamentos dentro de grupos (sc), e entre grupos (cr). V:
taxa de variacdo entre grupos (a), entre clusters/agrupamentos dentro dos grupos (b) e dentro dos
clusters/agrupamentos (c).

STRUCTURE

Grupo Fsc p-valor Vb (%) | Fsr p-valor Vc(%)| Fcr  p-valor Va (%)
Stl (St2+St3) 0,085 0,000 8,67 |0,069 0,000 93,12 |-0,018 1,000 -1,78
St2 (St1+St3) 0,065 0,000 6,45 |0,079 0,000 92,10 | 0,014 0,333 1,45
St3 (St1+St2) 0,072 0,000 7,18 0,076 0,000 9241 | 0,004 0,680 0,41
DAPC

Agl (Ag2+Ag3) 0,196 0,000 19,54 |0,200 0,000 79,94 | 0,005 0,662 0,52

Ag2 (Agl+Ag3) 0,258 0,000 28,37 |0,183 0,000 81,73 |-0,101 1,000 -10,10

Ag3 (Agl+Ag2) 0,156 0,000 1454 |0,214 0,000 78,60 | 0,068 0,322 6,86
Caracteres em negrito: valores significantes de diferenciacéo genética (p < 0,05).




Tabela 2.10: indice de fixac&o Dest (Jost, 2008) mostrando a diferenciagio genética entre
os clusters e agrupamentos para Tetrapturus pfluegeri do Atlantico ocidental. Valores de
Dest abaixo da diagonal e seus respectivos p-valores acima da diagonal.

Dest
STRUCTURE
Clusters Stl St2 St3
Stl - 0,001 0,001
St2 0,152 - 0,001
St3 0,123 0,151 -
DAPC

Agrupamentos Agl Ag2 Ag3
Agl - 0,001 0,001
Ag?2 0,142 - 0,001
Ag3 0,176 0,092 -
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As analises realizadas no Coancestry mostraram que os trés clusters do STRUCTURE

tiveram baixa taxa de endogamia (0,224 - 0,258), assim como ocorreu com 0s trés

agrupamentos da DAPC (0,249 - 0,282). O coeficiente de parentesco entre os clusters variou

entre 0,084 e 0,099, ja dentro do mesmo cluster, variou de 0,122 a 0,194. Nos agrupamentos da

DAPC, o coeficiente de endogamia foi de 0,029 a 0,047 entre agrupamentos diferentes e de

0,117 a 0,173 dentro do mesmo agrupamento. Logo, individuos agrupados no mesmo

cluster/agrupamento tiveram, em média, maior coeficiente de parentesco do que individuos de

clusters/agrupamentos distintos (Tabela 2.11), sustentando as estimativas de diferenciacdo

genética.

Tabela 2.11 - Coeficiente de parentesco (R) médio e taxa de endogamia (F) média estimados para 0s
clusters e agrupamentos de individuos da espécie Tetrapturus pfluegeri do Atlantico ocidental.

STRUCTURE
Stl St2 St3
Ndmero de Individuos 45 50 49
F 0,238 0,224 0,258
Stl 0,158 - -
R St2 0,099 0,194 -
St3 0,084 0,085 0,122
DAPC
Stl St2 St3
NUmero de Individuos 26 70 48
F 0,254 0,282 0,249
Stl 0,173 - -
R St2 0,035 0,117 -
St3 0,029 0,047 0,151
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2.4 Discussao

O objetivo principal deste estudo foi testar a hipdtese de panmixia para o agulhdo-verde
no Atlantico ocidental por se tratar de um predador pelagico, raramente encontrado, listado na
captura acessoria da pesca industrial e extremamente carente de informacdes na literatura. Para
isso, foram usadas sequéncias da regido D-loop, do DNAmt, e 12 loci microssatélites, a partir

dos quais foi estimada a diferenciacdo genética da espécie.

2.4.1 Diversidade genética

No presente estudo, os valores de diversidade haplotipica (h = 0,989 + 0,003) e
nucleotidica (= = 0,025 £ 0,013) da regido D-loop de T. pfluegeri foram consistentes com
valores reportados para outros istioforideos (GRAVES; MCDOWELL, 2006; MCDOWELL;
GRAVES, 2008; BERNARD et al., 2014a; LU et al., 2015; CHEN et al., 2016;
MAMOOZADEH et al., 2018).

O fato de que pardmetros de diversidade podem estar associados a historia demogréfica
das espécies marinhas é bem conhecido pela comunidade cientifica (GRANT; BOWEN, 1998;
NIELSEN et al., 2009; XU et al., 2012; FRANKOWSKI et al., 2020), o que auxilia na
interpretacdo de dados genéticos em estudos populacionais. Em um estudo realizado por Rubio-
Castro et al. (2016), foi verificado que a diversidade nucleotidica de Istiophorus platypterus no
oceano Pacifico foi drasticamente menor do que a literatura mostra para as popula¢bes do
Atlantico, o que pode ser um indicativo de reducdo populacional em decorréncia de eventos
historicos ou pressdes ambientais. Segundo os autores, a reducdo na diversidade genética pode
ter ocorrido em periodos de instabilidade climética, quando aguas frias circularam pelo
Equador, reduzindo a fauna tropical e restringindo algumas espécies ao Sudoeste do Pacifico e
ao oceano Indico.

Mudancas marinhas histéricas, como variacdo de temperatura da superficie, variacoes
nas correntes maritimas, intensidade de ressurgéncia e outros fatores, sdo frequentemente
associados a alteragdes do tamanho populacional e a processos de extin¢cdo (GRANT; BOWEN,
1998). Segundo Grant e Bowen (1998), diferentes combinagdes entre baixa e alta diversidade
nucleotidica e haplotipica do DNAmt permitem que espécies marinhas sejam separadas em
quatro categorias relacionadas a eventos populacionais, como por exemplo, expansao

populacional e efeito fundador.
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A diversidade genética também pode funcionar como indicativo de sobreexploracao.
Visto que a diversidade nucleotidica pode ter uma relacdo positiva com o tamanho
populacional, populacdes sobreexploradas mostram reducédo de diversidade genética em varias
espécies marinhas, 0 que, a longo prazo, pode levar a sérios impactos no potencial evolutivo e
manutencdo dos estoques (PINSKY; PALUMBI, 2014). Righi et al. (2020a) detectaram
reducdo temporal das diversidades haplotipica e nucleotidica no DNAmt de X. gladius do
Mediterraneo. Esse estudo verificou uma diversidade haplotipica de 0,861 a 0,946 e diversidade
nucleotidica de 0,006 a 0,160 no ano de 2010. Ja em 2020, os valores estimados foram de 0,418
a 0,844 e 0,003 a 0,130, respectivamente. Além disso, o estudo de Righi et al. (2020a) também
mostrou reducdo no tamanho efetivo populacional de fémeas, 0 que somado a perda de
diversidade genética, foi relacionado as atividades de pesca comercial da regiao.

Reducédo na diversidade genética de microssatélites, assim como no tamanho efetivo
populacional, também foram verificados em Pagrus auratus da Nova Zeléndia ao longo de
décadas de exploragcdo comercial, podendo resultar em perda de adaptabilidade e reducdo nos
estoques pesqueiros (HAUSER et al., 2002). Considerando que a perda de diversidade genética
pode ser causada tanto por exploracdo pesqueira quanto por aspectos populacionais historicos,
como deriva genética, definir limites de referéncia para acdes de monitoramento e conservacao
continuam sendo um grande desafio (KENCHINGTON et al., 2003) .

O fato de a diversidade genética verificada no presente estudo ter sido muito préxima a
valores estimados em diversos estudos prévios com peixes-de-bico, ndo € suficiente para
concluir que a espécie ndo tem sofrido algum tipo de pressdo de captura. 1sso porque, os valores
de diversidade genética que constam na literatura para peixes-de-bico considerados vulneraveis
(K. albida e M. nigricans) e com captura proibida, sdo muitas vezes, bem proximos, ou até mais
elevados que para espécies ndo vulneraveis. Por exemplo, Buonaccorsi et al., (2001)
verificaram diversidade genética de h = 0,76 - 0,93 e z = 0,016 - 0,052 avaliando a regido D-
loop de M. nigricans (espécie considerada vulnerdvel) dos oceanos Atlantico e Pacifico;
Mamoozadeh et al., (2018) estimaram diversidade de h = 0,99 e = = 0,031 para K. albida
(vulneravel) no oceano Atlantico, enquanto Rubio-Castro et al., (2016) verificaram diversidade
genética de h = 0,902 — 1,000 e = = 0,0062 - 0,0082 para I. platypterus do ceano Pacifico
(Apéndice D).

Isso mostras a escassez de informacOes para que se possa relacionar a diversidade
genética dos peixes-de-bico com a pressdo pesqueira sofrida por cada espécie e seu grau de

vulnerabilidade, reforcando a grande necessidade de estudos genéticos populacionais para esse
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grupo de peixes. Principalmente para que se possa realizar comparagdes a fim de verificar se a
diversidade genética diminui ou se mantém estavel a longo prazo.

Levando em consideracdo estudos populacionais usando apenas marcadores
microssatélites, o nimero de loci e de alelos é extremamente variavel entre diferentes estudos
(SORENSON et al.,, 2013; BERNARD et al, 2014a; WILLIAMS et al., 2015;
MAMOQOZADEH et al., 2017; MAMOOZADEH et al., 2018; WILLIAMS et al., 2020). Além
disso, a quantidade de regides avaliadas mostra uma tendéncia de crescimento ao longo dos
anos. Por exemplo, entre 0s anos de 2002 a 2008, muitos trabalhos foram realizados com trés a
cinco loci (MCDOWELL; GRAVES, 2002, 2008; GRAVES; MCDOWELL, 2006;
KASAPIDIS et al., 2007a, 2007b; KOTOULAS et al., 2007), enquanto que, a partir de 2011
observa-se um aumento dessa quantidade, como nos estudos de Purcell e Edmands (2011),
Muths et al. (2013) e Mamoozadeh et al. (2018) com 12, 19 e 24 loci, respectivamente.

Estudos prévios demonstraram que a representatividade da diversidade genética
depende de diversos parametros além do ndmero de loci, como por exemplo, nimero de
amostras, nivel de diferenciacdo genética e taxa de polimorfismo dos marcadores (MORIN et
al., 2012; ARTHOFER et al., 2018). Morin et al. (2012) mostraram que, usando 20, 10 e 5 loci
microssatélites e 40 amostras por populacdo, as andlises populacionais de baleias da
Groenlandia tiveram a mesma performance. Com isso é possivel afirmar que o nimero de
regides e amostras avaliados no presente estudo estdo dentro do que é comumente apresentado

e considerado estatisticamente aceitavel na literatura.

2.4.2 Histdria demogréfica de Tetrapturus pfluegeri

Os testes de neutralidade, assim como a distribuicdo mismatch para T. pfluegeri do
oceano Atlantico ocidental mostraram resultados compativeis com o modelo de expansdo
populacional. Confirmando assim, o que foi observado na diversidade genética inferida no
presente estudo, por dados mitocondriais, onde a diversidade haplotipica (h) foi alta (0,989-
0,990) e a diversidade nucleotidica (), baixa (0,025-0,027) para ambas as localidades. Este
padrédo de diversidade condiz com eventos de expansdo demografica apds um periodo de
pequeno tamanho efetivo populacional, onde o rapido crescimento leva a retencdo de novas
mutacgdes na populacdo (GRANT; BOWEN, 1998).
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Além disso, a configuracdo geral da rede de haplétipos apresenta muitos haploétipos
raros, derivados de poucos haplotipos mais frequentes, dos quais, sdo separados por poucos
passos mutacionais, formando um padrdo estrelado. Isso sugere que os hapl6tipos derivados
sejam resultado de eventos mutacionais mais recentes (ROGERS; HARPENDING, 1992;
ROGERS, 1996; JENKINS et al., 2018). Segundo Hauser e Ward (1998), o excesso de alelos
raros e filogenia em padrdo estrelado sdo caracteristicas esperadas de populagdes que passaram
por processo de expansédo, o que ja foi empiricamente demonstrado para algumas espécies de
peixes marinhos pelagicos (DIAZ-JAIMES et al., 2010; SACCO et al., 2015; OKAZAKI et al.,
2020), incluindo os peixes-de-bico (ALVARADO-BREMER et al., 2005b; RUBIO-CASTRO
et al., 2016; MAMOOZADEH et al., 2018).

Os padr@es gerados pela distribuicGes mismatch também funcionam como indicativos
de eventos demogréaficos, onde curvas multimodais representam estabilidade demogréfica e
tamanho populacional constante, enquanto curvas unimodais representam expansao
populacional (ROGERS; HARPENDING, 1992; HARPENDING, 1994). Entretanto, estudos
prévios demonstraram que uma distribuicdo bimodal, somada a observacdo de linhagens
distintas na rede de haplotipos, pode ser interpretada como um indicio de vicariancia. Segundo
Pérez-Portela et al. (2010), uma distribuicdo bimodal pode ocorrer devido ao agrupamento de
dois pools genéticos com diferentes histdrias demogréficas. Por exemplo, Alvarado-Bremer et
al. (2005a) observaram a ocorréncia de duas linhagens mitocondriais para X. gladius do
Mediterraneo e uma curva bimodal na distribuicdo mismatch. Com isso, 0s autores sugeriram
que a melhor interpretacéo seria alopatria seguida de contato secundario. O mesmo cenario foi
observado no presente estudo, gerando fortes indicios de que T. pfluegeri, possivelmente, ndo
é caracterizada por uma Unica populacdo no oceano Atlantico.

O tempo estimado desde a expansdo demogréafica para T. pfluegeri foi entre 112,7 e
281,7 mil anos atrés, sugerindo que tal evento esteja relacionado a periodos glaciais mais
recentes. Segundo Rubio-Castro et al. (2016), considerando que os dois ultimos periodos
glaciais ocorreram entre aproximadamente 70 e 200 mil anos atras, é possivel dizer que este
periodo teve impacto importante nos peixes-de-bico e outras espécies de grandes migradores
pelagicos. Sendo que, um periodo glacial seria responsavel por um efeito gargalo nas
populacdes que ficaram restritas a regido tropical e se expandiram nos periodos interglaciais

devido ao degelo e aumento das areas de distribuicéo.
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2.4.3 Diferenciacao genética

No presente estudo, ndo foi verificada diferenciacdo genética entre amostras das
localidades BRA e CAR. Todavia, tanto as analises Bayesianas (para as sequéncias do D-loop
e para 0os microssatélites) quanto a DAPC (para microssatélites) dividiram os individuos em
trés agrupamentos com alta diferenciacdo genética. Fato este, corroborado pelo menor
parentesco estimado entre os agrupamentos. Neste caso, os resultados divergentes, gerados
pelos diferentes métodos de agrupamento (por localidade e por cluster), pode ser decorrente do
fato de que o comportamento de locomocao por longas distancias, caracteristico dos peixes-de-
bico, pode levar a mistura de individuos de multiplas origens em determinadas areas (WAPLES;
GAGGIOTTI, 2006; JOMBART et al., 2010; MAIRMANS, 2015), gerando um falso sinal de
panmixia quando a andlise de diferenciacdo genética é feita por meio da comparacao entre
locais de coleta.

E importante ressaltar que, até 0 momento, n4o existe consenso a respeito da existéncia
de estruturacdo populacional em peixes-de-bico. Os resultados variam muito na literatura,
dependendo da espécie, da regido, do tipo de marcador molecular e das abordagens adotadas
em diferentes estudos. Para o espadarte, por exemplo, existe grande divergéncia quanto a
estruturacdo genética dentro do mesmo oceano ou entre oceanos diferentes. Entretanto, os
resultados vém se aproximando de um consenso em estudos mais recentes.

Grijalva-Chon et al., (1994) e Alvarado-Bremer et al. (1995) ndo encontraram
estruturacdo genética em espadartes de diferentes regides do Oceano Pacifico, assim como entre
o Pacifico, Atlantico e Mediterraneo. O primeiro indicio de diferenciacdo para a espécie foi
verificado por Kotoulas et al. (1995) entre o oceano Atlantico e o mar Mediterréneo, o qual foi
corroborado por Alvarado-Bremer et al. (1996) ao encontrar diferenciacdo genética entre 0s
oceanos Atlantico, Pacifico e mar Mediterraneo. Mais recentemente, estudos vém detectando
estruturacdo entre populacdes de X. gladius do Atlantico Norte e Atlantico Sul (ALVARADO-
BREMER et al., 2005a; SMITH et al., 2015). Ademais, Lu et al. (2016) verificaram
diferenciacdo genetica entre espadartes da zona temperada e da zona tropical do oceano
Pacifico.

A respeito dos agulhdes, McDowell e Graves (2008) verificaram haver estruturagéo
populacional discreta em K. audax de diferentes localidades do oceano Pacifico. Para isso, 0s
autores utilizaram sequéncias da regido D-loop de 373 individuos e cinco loci microssatélites.

Ao avaliar 245 individuos da mesma espécie usando SNPs isolados por NGS (sequenciamento
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de préxima geragdo), Mamoozadeh et al. (2019) verificaram a existéncia de seis populaces
diferentes ao longo de toda a sua area de distribuicdo no Oceano Pacifico.

Para M. nigricans e K. albida, duas espécies consideradas vulneraveis, a divergéncia de
resultados acontece mesmo em estudos da mesma regido geogréafica, usando 0os mesmos
marcadores moleculares (GRAVES; MCDOWELL, 2006; MCDOWELL et al., 2007; CHEN
et al., 2016; MAMOOZADEH et al., 2018; WILLIAMS et al., 2020). Graves e McDowell
(2006) identificaram diferenciacdo genética para K. albida entre localidades do Atlantico
ocidental, tanto por meio de sequéncias mitocondriais, quanto por meio de cinco regides
microssatélites. Contudo, Mamoozadeh et al. (2017), em estudo de maior poder estatistico,
verificaram haver um Unico estoque genético dessa espécie no oceano Atlantico. Segundo os
autores, maiores tamanhos amostrais, ampla representacdo geografica e maior nimero de
marcadores moleculares resultam em menores niveis de heterogeneidade genética, evitando
observacdo equivocadas de estruturacdo populacional. Assim, é preciso que mais estudos
genéticos populacionais sejam conduzidos para T. pfluegeri, visando corroborar a existéncia de
estruturacdo populacional no Atlantico, pois os resultados apresentados no presente estudo ndo
séo conclusivos.

Com relacdo as andlises realizadas por meio de marcadores microssatélites, dois
métodos foram usados para verificar a existéncia de estruturagdo populacional em T. pfluegeri
do oceano Atlantico. O primeiro método se baseia em anélise Bayesiana e foi realizado no
STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000), ja o outro, consiste em uma analise multivariada, a
DAPC, desenvolvida por Jombart et al. (2010). Os resultados obtidos pelos dois métodos
mostram que ambos estimaram a presenca de trés clusters/agrupamentos, nos quais a
composicdo de individuos e os valores de Fst e Dest foram claramente diferentes.

A divergéncia nos resultados gerados pelo STRUCTURE e pela DAPC se deve a
caracteristicas dos proprios métodos. O STRUCTURE foi amplamente disseminado em estudos
populacionais de diversos organismos (MORGAN et al., 2007; ACHARYA et al., 2019; CHEN
et al., 2019; ISLAM et al., 2019; WANG et al., 2020; NINWICHIAN; KLINBUNGA, 2020;
RIGHI et al., 2020b; SRITHAWONG et al., 2020), sendo o programa mais usado para detectar
estruturacdo populacional a partir de dados genéticos até o inicio dos anos 2000 (KAEUFFER
et al., 2007). Esse programa usa o algoritmo desenvolvido por Pritchard et al. (2000), o qual
assume que os loci estdo em completo equilibrio de ligacdo na populacdo e que a populagéo
estad em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os autores afirmam, ainda, que em situa¢des nas quais
tais pressupostos ndo sdo possiveis, deve-se buscar modelos alternativos (PRITCHARD et al.,
2000).
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No presente estudo, pelo fato de alguns loci terem apresentado desequilibrio de ligacéo
e outros loci ndo estarem em EHW, foi necessario utilizar um modelo alternativo, no qual estes
fatores ndo levassem a um enviesamento da analise. Como o numero de loci disponiveis para o
andamento do presente estudo foi limitado, a melhor alternativa foi usar a DAPC. Segundo
Jombart et al. (2010), por ser um método altamente versatil e estar livre de pressupostos sobre
0 modelo genético subjacente, desequilibrio de ligacdo e equilibrio de Hardy-Weinberg, a
DAPC € o método mais adequado para estimar a estruturacdo populacional em modelos
genéticos populacionais mais complexos.

Devido as vantagens acima citadas e por consumir um tempo computacional muito
menor que 0 STRUCTURE, nos ultimos tempos, o uso da DAPC em estudos populacionais de
diversas espécies cresceu rapidamente. Entretanto, uma questdo ainda nédo esta bem elucidada:
guando se deve especificar grupos a priori ou usar o0 método de clusterizacdo (MILLER et al.,
2020)?

Estudos prévios demonstraram a eficiéncia de métodos que agrupam individuos a partir
da similaridade genética para detectar o verdadeiro nimero de popula¢fes em espécies com alta
dispersdo. Segundo Waples e Gaggiotti (2006), “quando nao é possivel repartir as amostras a
priori (ou quando a base para fazé-lo é de validade incerta), é necessario usar uma abordagem
que agrupa individuos sem referéncia as informacdes de amostragem.”

Segundo Miller et al. (2020), muitos estudos ndo deixam claro como a presenca de
grupos pre-definidos foi estabelecida e qual a validade desses pressupostos, o que diminui sua
confiabilidade e impossibilita a replicacdo dos resultados. Além disso, ja foi demonstrado o
encontro de diferentes populacfes em regides de forrageamento e reproducao, principalmente
se tratando de espécies altamente migratorias (ALVARADO-BREMER et al., 2005a; RIGHI et
al., 2020b). Estes fatores, associados a escassez de estudos sobre habitos migratérios,
reprodutivos e populacionais de Tetrapturus pfluegeri, levaram a decisao de adotar métodos de
clusterizacdo e considerar seus resultados mais robustos em compara¢do com métodos que
usam a designacéo de populacdes a priori.

Tal decisdo também teve como base estudos prévios, como o de Mamoozadeh et al.
(2020), no qual foi utilizada analise Bayesiana e DAPC para estimar o nimero de populagdes
geneticamente distintas da espécie K. audax ao longo do oceano Pacifico. Os autores utilizaram
mais de 4.000 SNPs e avaliaram um total de 245 amostras, garantindo a robustez estatistica do
estudo. Com isso, demonstraram que uma espécie capaz de dispersdao por longas distancias,
mesmo em um ambiente sem aparentes barreiras geograficas, pode apresentar substancial

divisdo populacional. Também utilizando DAPC sem defini¢&o de grupos a priori, Righi et al.
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(2020b), usando o comando find.cluster, demonstraram a presenca de trés grupos genéticos de
X. gladius no mar Mediterraneo.

No presente estudo, a diferenciacdo genética entre os trés agrupamentos gerados pela
DAPC mostrou valores elevados de Fst (0,183 a 0,200) quando comparados com valores
obtidos em estudos prévios (Apéndice D). Por exemplo, Williams et al. (2020) obtiveram Fst
de -0,0038 a 0,0008 (p > 0,05) para M. nigricans do oceano Pacifico. Também foi verificado
Fst de 0,010 (p < 0,05) para I. indica dos oceanos indico e Pacifico (WILLIAMS et al., 2015),
assim como Fst de 0,032 (p < 0,001) entre populagdes de I. platypterus do Pacifico ocidental e
Pacifico oriental (LU et al., 2015). Em contrapartida, Buonaccorsi et al. (2001) obtiveram um
valor préximo dos obtidos no presente estudo entre populagdes de M. nigricans dos oceanos
Atlantico e Pacifico (Fst = 0,146; p < 0,047) por meio de marcadores microssatélites. Altos
valores de Fst também foram verificados por Righi et al. (2020b) entre populagdes de X. gladius
do Atléntico e do Mediterraneo (Fst = 0,09 a 0,13; p < 0,05).

Contudo, é importante destacar que o indice de fixacdo Fst desenvolvido por Wright
(1949), foi descrito com base na heterozigosidade dos marcadores moleculares disponiveis na
época, as alozimas, os quais apresentavam baixa diversidade e, dessa forma, as estimativas
podiam ser feitas com maior acurécia para descrever subdivisdes populacionais.

Atualmente, o desenvolvimento de novas tecnologias permitiu o isolamento de
marcadores moleculares altamente diversos, como microssatélites e SNPs, fazendo com que
interpretacdes a respeito de aspectos populacionais sejam equivocados quando baseados em
abordagens antiquadas (JOST, 2008). Com isso, Jost (2008) identificou os paradoxos presentes
em alguns indices de fixacdo mais disseminados, como Fst e Gsr, e desenvolveu o indice Desr,
uma medida matematicamente mais consistente para estruturagdo populacional, a qual se
baseia no efetivo numero de alelos ao invés de se basear na heterozigosidade. Para testar a
eficacia do método de Jost (2008), Gerlach et al. (2010) compararam duas populacgdes artificiais
com divergéncia genética conhecida e demonstraram que os valores de Gst ndo foram
consistentes com a real diferenciagdo dessas populacdes, enquanto o indice Dest estimou com
sucesso a divergéncia esperada.

Levando em conta que os valores de Dest estimados no presente estudo para 0s
agrupamentos Agl, Ag2 e Ag3 variaram entre 0,092 e 0,176, até 0 momento, poucos estudos
populacionais para peixes-de-bico estimaram a diferenciacéo genética usando o0 mesmo indice
e aqueles que usaram obtiveram valores baixos. Um deles foi realizado por Bernard et al.

(2014a), no qual foi avaliada, pela primeira vez, a estrutura populacional de T. georgii. Os



76

autores detectaram um Dest extremamente baixo, porém, estatisticamente significante (0,021;
p = 0,005), em concordancia com as estimativas de Fst (0,0037; p = 0,05).

Muths et al. (2013) também utilizaram o indice Dest para estimar a diferenciacdo
populacional de X. gladius dos oceanos Indico, Atlantico e Pacifico. Usando sequéncias
mitocondriais, os autores verificaram significancia no &st geral (0,006; p = 0,001) e altos
valores de Dest (D > 0,25). Entretanto, nas avaliagGes feitas com microssatélites, os autores
detectaram valores muito baixos de Fst (0,0028 e 0,0026; p < 0,001) e Dest (D < 0,03) entre
os trés oceanos, indicando a existéncia de apenas um estoque e divergindo dos resultados
obtidos pelas sequéncias mitocondriais.

Achados que demonstraram estruturacdo populacional em espécies de grandes
migradores peldgicos vao contra o pressuposto de que tais organismos devem ser panmiticos,
pois, ndo ha impedimentos aparentes para uma reproducdo totalmente aleatéria e homogénea.
Porém, alguns estudos vém encontrando evidéncias que sugerem filopatria reprodutiva em
espécies pelagicas (DOMEIER; SPEARE, 2012; BOERDER et al., 2019) como, por exemplo,
tubarGes (HUETER et al., 2004; DOMINGUES et al., 2017) e peixes-de-bico (PRINCE et al.,
2005; MOURATO et al., 2018).

Segundo Williams et al. (2015), informagOes geradas por meio de marcadores
moleculares, combinadas a dados sobre movimentos migratérios e reproducdo, sugerem que a
filopatria desempenha um importante papel na manutencdo da estruturagdo populacional
identificada em Istiompax indica do Indo-Pacifico. Domeier e Speare (2012) também
evidenciaram a fidelidade de I. indica & Grande Barreira de Corais, situada na costa da
Austrélia, como local de desova.

Prince et al. (2005), por meio do uso de localizadores, coleta e avaliagdo de ovarios e
identificacdo de larvas, levantaram a hipdtese de que os padrbes de dispersdo de adultos das
espécies T. albidus e M. nigricans podem estar ligados a atividades de reproducdo no Caribe.
Fémeas adultas da espécie T. albidus, com alto grau de maturacdo das gdnadas, foram
detectadas desovando entre abril e junho nas costas nordeste da Republica Dominicana e Porto
Rico, o que de monstra existir sazonalidade de reproducdo em areas especificas (AROCHA;
BARRIOS, 2009).

Tambem foi demonstrado que em diferentes locais de reproducdo do Atlantico, as
estacOes de desova de I. platypterus apresentam uma separacdo temporal. Enquanto no litoral
sudeste brasileiro o pico de desova ocorre entre dezembro e fevereiro, na regido costeira do
Caribe este evento acontece entre margo e abril Mourato et al. (2018). No sudeste da costa

brasileira, a alta densidade de adultos no verdo coincide com uma mudanca dréstica da direcao
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do vento, o que impulsiona fortes ressurgéncias e leva aguas ricas em nutrientes para areas
costeiras, tornando a regido uma importante fonte de alimento para as larvas (MOURATO et
al., 2014).

Mesmo que a diferenciacdo genética encontrada no presente trabalho ainda ndo seja
conclusiva, é importante evidenciar que os resultados aqui gerados apresentam alguns indicios
de que haja preferéncia e fidelidade por determinados locais de reproducédo em T. pfluegeri.
Fato este, que pode estar contribuindo para a manutencdo de uma suposta estruturacao

populacional, assim como estudos prévios demonstraram para outros peixes-de-bico.

2.4.4 Conservacgao e manejo pesqueiro

Devido a escassez de estudos na literatura, muitos aspectos a respeito da biologia do
agulhdo-verde permanecem desconhecidos. Da mesma forma, seu nivel de exploragdo como
recurso pesqueiro, sua taxa de captura incidental pela pesca comercial e o indice de mortalidade
devido a tais atividades ainda sdo obscuros devido a falta de dados precisos sobre estatistica de
captura.

Visto que: (i) o presente estudo sugere a existéncia de diferentes estoques da espécie T.
pfluegeri no oceano Atlantico ocidental sem relacdo com distribuicdo geogréfica; (ii) a
diferenciacdo genética pode ser devida a fidelidade dos individuos a diferentes locais de
reproducdo e (iii) a manutencdo da diversidade genética é essencial para a conservacao da
espécie (KENCHINGTON et al., 2003; PINSKY; PALUMBI, 2014), é de fundamental
importancia que medidas de gerenciamento pesqueiro sejam aplicadas.

Segundo Pinsky e Palumbi (2014), conservar a diversidade genética garante a
adaptabilidade das populacfes naturais, manutencdo das dinamicas populacionais e o fluxo de
energia dos ecossistemas, além de garantir a disponibilidade dos recursos naturais para fins
econémicos. Todavia, formular acdes de gerenciamento para a conservagao e uso sustentavel
dos recursos marinhos ainda é um desafio. Ademais, € importante destacar que pesquisas sobre
a genética da conservacao de peixes deveriam ser consideradas em um contexto mais aplicado
para sustentar acfes de manejo e preservar recursos genéticos (PINSKY; PALUMBI, 2014).

Segundo o ICES (The International Council for the Exploration of the Sea), evidéncias
a respeito da diversidade genética, niUmero de populacdes e distribuicdo das espécies sdo de
extrema importancia para aprimorar o entendimento sobre a vida marinha e os impactos

socioecondmicos por ela sofridos. Com esse intuito, o ICES é um importante conselho
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intergovernamental dedicados a producdo e emprego do conhecimento cientifico no o uso
sustentavel de recursos marinhos. Fazem parte desse 6rgéo 700 institutos e organizagdes de 20
paises membros, onde o Brasil ndo esta incluso.

No Oceano Atlantico, a ELAW (Environmental Law Alliance Worldwide) impde
legislagBes para proibicdo da pesca em diversas areas do Caribe (ELAW, 2020), como também
é feito pela NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration) nos Estados Unidos, a
qual, inclusive, possui legislacdo especifica voltada a peixes-de-bico (NOAA FISHERIES,
2020). No Brasil existe uma legislacéo especifica voltada a peixes-de-bico, a qual diz respeito
ao defeso das espécies M. nigricans e T. albidus por tempo indeterminado, imposto pela
instrucdo normativa SEAP/PR n° 12, de 14 de julho de 2005 (BRASIL, 2005), j& que ambas as
espécies sdo classificadas como vulneraveis pela IUCN (IUCN, 2020).

A existéncia de diferentes grupos genéticos sem padrdo geografico, como demonstrado
no presente estudo, dificulta que areas de conservacdo especificas para cada espécie sejam
delimitadas. Além disso, a inconsisténcia entre unidades bioldgicas e unidades de manejo levam
a depressdo da diversidade genética, afetando principalmente as subpopulacBes mais
vulneraveis e levando ao declinio de estoques pesqueiros (REISS et al., 2009; RIGHI et al.,
2020b). Por esse motivo, e a luz dos resultados obtidos no presente estudo, estabelecer areas
especificas de protecdo para T. pfluegeri ndo seria a melhor alternativa, ao menos, até que seus
aspectos populacionais e habitos reprodutivos sejam melhor elucidados. Até que isso ocorra, a
melhor forma para conservar a espécie seria evitando a pesca comercial, ja que se trata de um
peixe raramente encontrado e que, quando capturado, pode ser confundido com outras espécies
como T. albidus e T. georgii devido a grande similaridade morfologica (SHIVJI et al., 2006).

Tendo em vista 0 exposto acima, os resultados gerados nesta tese sdo inéditos e abrem
caminho para o entendimento de aspectos genético-populacionais de T. pfluegeri. Entretanto,
ainda existe a necessidade de estudos futuros com o intuito de avaliar a rota migratéria de
individuos dessa espécie, por meio de tags de localizacdo via satélite; identificar e delimitar
locais de reproducdo, onde exista aglomeracao sazonal com grande numero de larvas e ovos e
delimitar o periodo em que ocorrem os evento de reproducdo. Somado a isso, estudos que
conduzam avaliagcBes genéticas populacionais com amostragens mais amplas, tanto em
quantidade de individuos quanto em area geografica serdo fundamentais para um melhor

entendimento das dinamicas populacionais de Tetrapturus pfluegeri.



79

2.5 Conclusdes

O presente estudo verificou, pela primeira vez, que a espécie Tetrapturus pfluegeri do
Atlantico ocidental pode ser composta por diferentes subpopulagdes, sugerindo que a mesma
pode apresentar fidelidade por locais de reproducdo. Contudo, devido a inexisténcia de estudos
prévios, os resultados aqui gerados precisam ser confirmados por estudos futuros que tenham
acesso a um maior numero de amostras, amostragens que sejam de localidades mais abrangentes
e que utilizem maior nimero de loci, ou até mesmo, outros tipos de marcadores moleculares,
como, por exemplo, SNPs. Assim, seria possivel garantir maior poder estatistico as analises e
reforgar os resultados aqui descritos.

Portanto, este estudo abre caminho para que trabalhos futuros possam avaliar a hipdtese
de que os agulhdo-verde sejam representados por diferentes estoques genéticos e que tal
variabilidade seja mantida por uma possivel preferéncia dos individuos por locais especificos
para a desova. Além disso, ha ainda o desafio de definir unidades de manejo apropriadas para
a espécie, considerando suas particularidades junto a outros peixes-de-bico que habitam o

oceano Atlantico.
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CAPITULO 3 Genética forense aplicada a identificacdo de peixes-de-bico do Atlantico

comercializados no sudeste brasileiro

RESUMO

Devido a alta similaridade entre algumas espécies de peixes-de-bico, a ICCAI (Comissdo
Internacional para a Conservacdo de Atuns do Atlantico) recomenda o uso de ferramentas
moleculares para identificacdo espécie-especifica para este grupo de grande importancia
ecoldgica e comercial. Assim, o presente estudo utilizou o método de PCR-RFLP (reagdo em
cadeia da polimerase associada ao polimorfismo no tamanho de fragmentos de restri¢cdo), com
as enzimas Tagl e Haelll, na regido COI (citocromo c oxidase 1) do DNA mitocondrial de
peixes-de-bico para identificar espécies comercializadas na maior central de distribuicdo de
produtos agricolas da América latina, a CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns
Gerais de Séo Paulo). No total, foram coletadas 432 amostras e trés espécies foram
identificadas: Xiphias gladius (n = 315), I. platypterus (n = 90) e T. georgii (n = 1). As 22
amostras restantes mostraram padrao de bandas desconhecido para a enzima Haelll e, por isso,
foram sequenciadas. Os individuos sequenciados foram identificados como X. gladius,
apresentando duas mutagdes pontuais no COI, o que provocou o surgimento de mais dois sitios
de reconhecimento para a Haelll. As espécies T. pfluegeri, K. albida e M. nigricans nao foram
verificas em comercializacdo na CEAGESP. Entretanto, dados estatisticos e estudos cientificos
vém identificando captura destas trés espécies frente a costa brasileira, incluindo K. albida e M.
nigricans, duas espécies sobreexploradas e vulnerdveis. Com isso, é importante destacar a
importancia do monitoramento continuo em embarcacfes de pesca e no desembarque usando
as ferramentas moleculares aqui apresentadas e de acordo com as recomendagfes da ICCAT.
Portanto, o presente estudo fornece evidéncias irrefutaveis que suportam a ideia de que métodos
moleculares s&o altamente eficientes para superar a dificuldade de identificacdo dos peixes-de-
bico e a captura ilegal de espécies sobreexploradas no Oceano Atlantico, servindo de suporte
para a implementacdo de novos métodos nos levantamentos estatisticos das atividades

pesqueiras.

Palavras-chave: genética forense, manejo pesqueiro, marlin, Istiophoridae; PCR-RFLP
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ABSTRACT

Due to the natural morphological similarity between some Atlantic billfish species, the
International Commission for the Conservation of Atlantic Tunas (ICCAT) has recommended
using diagnostic molecular tools to identify billfish at the species-level to manage this imperiled
fish group properly. Therefore, in this study, COI (cytochrome ¢ oxidase I) polymerase chain
reaction and restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) were used, with Taql and
Haelll restriction enzymes, for swordfish and billfish species-specific identification in the
General Warehouse Company of S&o Paulo (CEAGESP), the largest wholesale food center
throughout the Latin America. A total of 432 individual tissue samples were collected, and from
these, three species were detected: Xiphias gladius (n = 315), I. platypterus (n = 90), and T.
georgii (n = 1). The remaining samples presented an unknown pattern after restriction
with Haelll, and these were then sequenced and identified as belonging to X. gladius (n = 22)
with two single nucleotide mutation sites, which generate two additional restriction sites
for Haelll. Tetrapturus pfluegeri, K. albida, and M. nigricans were not detected being trading
in the CEAGESP by the present study. However, fisheries and scientific data have registered
the capture of these three species in Brazilian waters, including K. albida and M. nigricans,
which are considered overfished and vulnerable. Thereby, once Brazil is an ICCAT signatory
country, we advocate for continuous onboard and landings monitoring, using the presented
molecular identification tools following ICCAT recommendations. Thus, the present work
provides substantial evidence that DNA-based methods are powerfully efficient in overcoming
the effects of billfish misidentification on the Atlantic population assessment, working as a base

for implementing new practices in the statistical surveys of fishing activities.

Key-words: forensic genetics, fisheries management, marlin, Istiophoridae, PCR-RFLP.
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3.1 Introducgéo

Os peixes-de-bico do Atlantico sdo representados pelo espadarte (Xiphias gladius) e
cinco espécies de agulhdes: Kajikia albida (agulhdo-branco), Makaira nigricans (agulhéo-
azul), Tetrapturus georgii (agulhdo-polegar), Tetrapturus pfluegeri (agulh&-verde) e
Istiophorus platypterus (agulhdo-vela). Os animais deste grupo sdo grandes predadores
habitantes da zona pelagica e possuem fundamental importancia ecologica. Algumas destas
espeécies tém alto valor econdémico, onde o espadarte € um dos principais alvos da pesca atuneira
com espinhel. J& os agulhdes, constituem uma comum captura acessoria na pesca comercial
(AROCHA,; et al., 2002; ELLIS, 2013; PONS et al., 2017).

Segundo Myers e Worm (2003), a pesca industrial foi responsavel por reduzir 80% da
biomassa de peixes em 15 anos de exploracdo, onde a biomassa atual dos grandes peixes
predadores marinhos é de apenas 10%, comparada aos niveis globais pré-industriais.
Adicionalmente, valores comerciais elevados tém aumentados o risco de colapso dos estoques
e aumentado a exploracdo dos atuns e dos peixes-de-bico muito além do nivel de biomassa
estabelecido para um rendimento maximo sustentavel (COLLETTE et al., 2011).

A literatura a respeito do comércio global dos peixes-de-bico é escassa, com alguns
documentos provenientes dos Estados Unidos e Havai. No ano de 2006, o Havai capturou 2.550
mt (toneladas métricas) de peixes-de-bico, a um valor de 2,7 milhGes de dolares. No mesmo
ano, os EUA importaram 1.335 mt ao valor de 5,2 milhdes de dolares (GENTNER, 2007). Além
disso, 0s peixes-de-bico movimentam um importante setor econdmico nesses paises, a
economia recreacional, que atrai turistas para destinos de pesca esportiva e ecoturismo. No
Panama, foi estimado que a pesca esportiva de peixes-de-bico gerou um total de 170,4 milhGes
de ddlares em vendas e deu suporte a 9.503 empregos em 2011 (GENTNER, 2016)

Devido ao alto valor de sua carne, o espadarte e algumas espécies de agulhdes estdo
entre as espécies mais exploradas pelas industrias pesqueiras multinacionais, 0 que torna sua
regulamentacéo, fiscalizacdo e gestdo seriamente dificeis e ineficazes (COLLETTE et al.,
2011). Ademais, a identificagdo adequada das espécies € essencial para avaliagdes estatisticas
precisas, algo problematico no oceano Atlantico devido a alta similaridade morfoldgica entre
trés especies (Kajikia albida, Tetrapturus georgii e Tetrapturus pfluegeri) (BERNARD et al.,
2013) e ao processamento dado aos peixes no momento do embarque, implicando na remocéo
da cabega, visceras e nadadeiras (DOMINGUES et al., 2015). Para que avaliagdes apropriadas
dos estoques sejam executadas se faz necessaria a identificagdo precisa das espéecies capturadas,

0 que pode ser atingido por meio de dados moleculares. Neste contexto, a identificacdo espécie-
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especifica permite monitorar a captacdo excedente de quotas, garante a precisdo de dados
diérios de bordo e evita a depressao dos estoques pesqueiros (WARD, 2000).

Os ultimos relatorios publicados pela ICCAT (Comissao Internacional para a
Conservacao de Atuns do Atlantico) mostram que o agulhdo-azul e o agulhdo-branco estdo
sofrendo sobrepesca desde os anos 1990. Entretanto, os dados estatisticos histéricos referentes
ao agulhdo-branco incluem o agulhdo polegar, uma espécie recentemente validada (SHIVJI et
al., 2006), tornado as estimativas ndo confiaveis devido a mistura de dados (ICCAT, 2018).

Levando em consideracdo a complexidade e as limitacbes apresentadas pela
identificacdo morfoldgica de diversas espécies, técnicas moleculares diagnosticas tém sido
amplamente aplicadas na identificacdo de espécies em diferentes ambientes e para diferentes
propdsitos. Uma das abordagens mais populares € a do DNA barcoding (HEBERT et al., 2003),
gue consiste em sequenciar regides padronizadas do gene mitocondrial COI (citocromo ¢
oxidase 1) de cada individuo e comparar com sequéncias de referéncia, depositadas no banco
de dados do DNA barcode (HEBERT et al., 2003; RATNASINGHAM; HEBERT,
2007)(HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003; RATNASINGHAM; HEBERT,
2007). Devido a sua eficiéncia, sequéncias do DNA barcode tém sido usadas como uma
alternativa para identificagdes morfoldgicas em diversas espécies de peixes (BARBUTO et al.,
2010; HOLMES et al., 2009; RODRIGUES et al.,, 2018; SARMIENTO-CAMACHO;
VALDEZ-MORENO, 2018). Entretanto, o sequenciamento de DNA pode ser custoso e
demorado, principalmente onde recursos financeiros sdo escassos. Como consequéncia,
abordagens baseadas em PCR-RFLP (polimorfismo no comprimento de fragmentos gerados
por enzimas de restricdo apds amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase) e PCR-
multiplex tém sido sugeridas como uma alternativa, pois sdo técnicas mais simples que
consomem menos tempo e recursos (CHAPMAN et al., 2003; PINHAL et al., 2012).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidas algumas abordagens, baseadas na técnica de
PCR, para identificar peixes-de-bico em vérias regiées do mundo (CHOW, 1994; HSIEH et al.,
2005; HYDE et al., 2005; INNES et al., 1998; MCDOWELL; GRAVES, 2002; SIMMS et al.,
2010). Por exemplo, Hyde et al. (2005) desenvolveram um protocolo de PCR multiplex para
diferenciar espécies de peixes-de-bico presentes nas dguas do Hawaii, comprovando, pela
primeira vez, a existéncia de ovos de agulhdo-azul na regido. Domingues et al. (2015)
desenvolveram um método, utilizando PCR-RFLP da regido COIl, capaz de diferenciar as seis
espécies de peixes-de-bico existentes no Atlantico. Sendo esta, uma ferramenta que pode ter

utilidade no monitoramento e gestao de captura.
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Tendo em vista que os agulhfes e o espadarte sdo econdmica e ecologicamente
importantes em todo o mundo e seus estoques estdo em declinio devido & sobrepesca, €
imperativo que a pesca e o comércio dos peixes-de-bico sejam gerenciados apropriadamente
visando garantir sua conservacao a longo prazo, o que torna necessario o uso de métodos
efetivos na discriminagdo das espécies capturadas pela pesca comercial. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar, por meio de PCR-RFLP da regido COI, a composi¢édo de
espeécies de peixes-de-bico comercializadas na maior central de abastecimento e distribuicéo de
produtos agricolas da América Latina, a CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns

Gerais de S&o Paulo).
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3.2 Métodos

Amostras de tecido muscular de exemplares de peixe-de-bico expostos no setor de
pescado da CEAGESP foram coletadas mensalmente durante o periodo de junho de 2017 a
marc¢o de 2019, com devida autoriza¢do (Anexo A). Todas as amostras foram armazenadas em
microtubos contendo etanol 95% e acondicionadas a -20°C no Laboratério de Genética de
Organismos Aquaticos e Aquicultura (LAGOAA) da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC),
Mogi das Cruzes, Sao Paulo.

O DNA gendmico das amostras foi isolado a partir de um pequeno fragmento de tecido,
utilizando Chelex® 100 (Sigma Aldrich). As amostras foram previamente reidratadas com 500
ul de solucdo PBS 1X por 15 min. A solucdo PBS foi removida e foi acrescentado as amostras
200 pl de suspensdo de Chelex® 100 a 5%, seguido de incubacdo a 65°C por 15 min. Foi
realizada uma segunda incubagéo de 15 min a 95°C seguida de centrifugacdo a 14.000 rpm por
2 min para carregar as particulas da resina para o fundo do tubo e, por fim, 1.300 pl do
sobrenadante foram transferidos para novos microtubos.

Na etapa de identificacdo das espécies, foi realizada uma reacdo de PCR para cada
amostra visando amplificar a regido COl do DNA mitocondrial. Para isso, 0s primers universais
FCOI BSfish (5’TCTCGACCAATCACAAAGAC?’) e RCOI BSfish
(5’TGTRGCGGTKAGTTCTACTG3’) (DOMINGUES et al., 2015) foram utilizados. Cada
reacdo de PCR foi executada acrescentando 2 pl da solucdo de DNA gendmico em um mix
contendo: tampéo da Tag 1X; 1,5 mM de MgCI2; 0,5 mM de dNTPs; 0,7 um de cada primer e
4 U de Tag DNA polimerase (Sinapse Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil). As reacdes de PCR
foram executadas em termociclador Veriti® (Applied Biosystems) com desnaturacéo inicial de
95°C por 2 min; seguida de 35 ciclos contendo desnaturacdo a 94°C por 30 seg., anelamento a
60°C por 30 seg. e extensdo a 72°C por 1 min; e extensdo final a 72°C por 5 min.

Os produtos de PCR foram digeridos com duas enzimas de restricdo, Tagl e Haelll
(Promega, Wisconsin, USA), separadamente, em reagdes preparadas com 1X de tampéo
especifico da enzima; 0,1 mg/ml de BSA; 0,5 U da enzima de restri¢do; 5 ul do produto de PCR
e H20 para volume final de 20 pl. As reacGes de digestdo foram executadas a 37°C por 2 horas
e 80°C por 15 min. Os produtos da digestdo foram analisados por meio de eletroforese
horizontal em gel de agarose 1%, com marcador de peso molecular 100pb plus (Sinapse). As
amostras foram coradas usando Gel Red Nucleic Acid Gel Staim (Biotium Uniscience) e 0s

géis foram revelados em fotodocumentador Image Quant 300 (GE Healthcare Life Sciences).
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Cada amostra teve seu individuo correspondente identificado em nivel especifico, de
acordo com o padrdo de bandas apresentado no gel de agarose e por meio de sua comparagao
com 0s padr@es descritos por Domingues et al. (2015) (Figura 3.1). Devido a observacédo de
um novo padréo de bandas na digestdo com Haelll, duas amostras foram enviadas para o Centro
de Pesquisa sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco da Universidade de S&o Paulo (USP),
onde as mesmas foram sequenciadas, utilizando os primers FCOI_BSfish e RCOI_BSfish, em
um sequenciador automatico ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems®, Foster City,
California, USA).

Figura 3.1: Etapas da identificacdo molecular de peixes-de-bico coletados na CEAGESP (Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo). Fonte: Jaser, 2020.
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3.3 Resultados

Um total de 432 amostras de peixes-de-bico foram coletadas na CEAGESP (Figura
3.2), das quais, 315 (72,9%) foram identificadas como X. gladius, com o padrdo de bandas D/D
(Taql/Haelll), 90 (20,8%) foram identificadas como I. platypterus (C/B), uma amostra (0,23%)
foi identificada como T. georgii (A/C) (Figura 3.3) e 4 amostras (0,93%) ndo puderam ser
genotipadas pois apresentaram alta taxa de degradacdo do DNA, o que impediu sua
amplificacéo.

Em 22 amostras, a enzima Haelll mostrou um padréo de bandas desconhecido. Por isso,
duas destas amostras foram sequenciadas e tiveram suas sequéncias comparadas com o0 banco
de dados GenBank, onde foi verificada similaridade de 100% com a regido COI de Xiphias
gladius. Por meio do alinhamento da sequéncia em analise com a sequéncia do BenGank
(BenGank: AP006036) foi possivel identificar duas mutagdes de nucleotideo Unico, nas
posicdes 5.771 e 6.413 (Figura 3.4). O novo padréo de bandas gerado pela enzima Haelll foi,
entdo, identificado como padrdo E. Desta forma, 22 amostras (5%) foram identificadas como
X. gladius, com o padrdo D/E, totalizando 337 (78%) amostras dessa espécie (Tabela 3.1).

Maior parte das amostras identificadas como I. platypterus foram coletadas nos meses
de novembro e dezembro (n = 46 e 82, respectivamente), ja X. gladius foi mais numerosa nos
meses de junho (n =70) e julho (n = 82). O Gnico individuo referente a T. georgii foi verificado

na amostragem de janeiro.

Figura 3.2: Coletas de amostras de peixes-de-bico sendo executadas na Companhia de Entrepostos e Armazéns
Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP), S&o Paulo, Brasil. Setor de comercializacdo de pescado e produtos de
aquicultura.
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Figura 3.3: Gel de agarose mostrando os produtos da amplificacdo da regido citocromo ¢ oxidase | (COIl) de
peixes-de-bico clivados com as enzimas Taql (acima) e Haelll (abaixo). Cada nimero, de 2 a 15, corresponde a
um individuo. 1: marcados de peso molecular. 2 a 11: padrdo de bandas de X. gladius (D/D). 12 e 13: padrao de
bandas para Istiophorus platypterus (C/B). 14: falha na identificacdo. 15: X. gladius com o padréo (D/E).

Figura 3.4: Sitios de reconhecimento da enzima de restricdo Haelll. Destacados em azul estdo os sitios de restri¢do
responsaveis por gerar o padrdo de bandas ‘D’ e em vermelho estdo destacados os novos sitios de restricdo da
Haelll, gerados por mutagdes presentes na regido COI do genoma mitocondrial de Xiphias gladius e responsaveis
por gerar o padrdo de bandas ‘E’. Sequéncia de referéncia: GenBank-AP006036.

Padrdo D
ATTQﬁCTAATTCCCCTAATGATTGGAGCCCCCGATATAGCATTCCCT...TTCT
TCGGCCACCCCGAAGTATATATTCTGATCCTCCCCGGCTTCGGAATAATTTCCC
ATATTGTTGCCTAC;}CTCAGQ;AAAAAAGAGCCTTTCGGCTATATGGGTATGG
TATGGGCTATGATGGCCATCGGCCTTCTAGGCTTCATTGTATGAGCTCACCACA
TGTTTACAGTCGGAATGGATGTAGACACCCGAGCCTACTTTACATCCGCCACAA
TAATTATCGCTATCCCGACTGGTGTAAAAGTCTTCAGCQEGCTCGCAACTCTGC
ACGGAGGTGCTATTAAATGGGAAACCCCTCTACTATGGGCCCTTGGCTTTATTT
TCCTCTTTACGGTAGGTGGACTAACTGGAATTGTCCTGGCTA

Padrédo E v
ATTQﬁcTAATTCCCCTAATGATTGGGGCCCCCGATATAGCATTCCCT...TTCT
TCGGCCACCCCGAAGTATATATTCTGATCCTCCCCGGCTTCGGAATAATTTCCC
ATATTGTTGCCTACQ}CTCAGQ;AAAAAAGAGCCTTTCGGCTATATGGGTATGG
TATGGGCTATGATGGCCATCGGCCTTCTAGQ?TAATGTATGAGCTCACCACATG
TTTACAGTCGGAATGGATGTAGACACCCGGGCCTACTTTACATCCGCCACAATA
ATTATCGCTATCCCGACTGGTGTAAAAGTCTTCAGCQFGCTCGCAACTCTGCAC
GGAGGTGCTATTAAATGGGAAACCCCTCTACTATGGGCCCTTGGCTTTATTTTC
CTCTTTACGGTAGGTGGACTAACTGGAATTGTCCTGGCTA
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Tabela 3.1: Relagdo de amostras coletadas na CEAGESP e identificadas a nivel de espécie por meio
de PCR-RFLP, utilizando as enzimas de restricdo Taqgl e Haelll.

Espécie Padrdo (Tagl/Haelll) NUmero de Individuos Porcentagem (%)
Xiphias gladius D/D 315 72,92
Xiphias gladius D/E 22 5,09
Istiophorus platypterus C/B 90 20,83
Tetrapturus georgii AIC 1 0,23
N&o identificadas - 4 0,92
Total 432 100
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3.4 Discussao

O presente estudo mostrou a aplicabilidade, eficiéncia e acuracia de um método que
permite menos gasto de tempo e recursos na identificacdo de espécies-de-peixes de bico.
Mesmo havendo muitos estudos usando abordagens genéticas para identificar espécies
(LINACRE; TOBE, 2011), poucos sdo aqueles que se dedicaram ao monitoramento de longo
prazo em locais de comercializacdo de produtos pesqueiros.

De fato, a falta de identificacdo apropriada ¢ um dos maiores desafios na gestao da pesca.
Com isso, no presente estudo, foram realizadas amostragens e identificacéo espécie-especifica,
de longo prazo, de um grupo de grandes predadores marinhos sobrexplorados que continuam
sendo pescados e comercializados no Brasil. Além disso, devido a grande similaridade
morfologica entre algumas espécies, estas sdo agrupados sob o mesmo nome comum de
‘agulhdes’ quando desembarcados e comercializados. Como consequéncia, as estatisticas
brasileiras de pesca ndo sdo baseadas em identificacdo adequada de espécies, gerando um
impacto negativo na avaliacdo e conservacao dos estoques pesqueiros (FREIRE et al., 2015).

Durante amostragens mensais, que duraram 22 meses, 0 presente estudo identificou trés
espécies de peixes-de-bico em comercializagdo na CEAGESP (X. gladius, I. platypterus e T.
georgii), dentre as quais X. gladius foi, de longe, a espécie mais abundante (78%). Além disso,
foi observado que o agulhdo-vela foi mais abundante de novembro a janeiro, corroborando
estudos prévios que reportaram maior captura dessa espécie entre os meses de dezembro e
janeiro devido a migracGes de individuos adultos provenientes do Atlantico Centro-Oeste
tropical em dire¢do a costa sudoeste do Brasil em periodo de desova (AMORIM; ARFELLLI,
2001; MOURATO et al., 2016).

Diferente do agulhdo-vela, o espadarte esteve presente ao longo do ano todo, mas teve
maior ocorréncia nos meses de junho e julho, como relatado previamente por Quaggio et al.
(2011). Segundo os autores, na costa Brasileira ocorre aumento do numero de espadartes
durante o periodo de inverno, o0 que pode estar relacionado com 0 aumento de nutrientes nas
zonas eutrdficas devido aos movimentos das correntes maritimas.

Sabe-se, hoje, que existem cinco espécies de peixes-de-bico no Oceano Atlantico,
entretanto, M. nigricans, K. albida e T. pfluegeri ndo foram verificadas no presente estudo, o
que ndo significa que estas espécies ndo estejam sendo capturadas pela pesca comercial.

Em um estudo realizado por Rodrigues Janior et al. (2020), também na CEAGESP, o0s
autores realizaram trés amostragens entre 0s anos de 2015 e 2016 e verificaram que as amostras

coletadas pertenciam as espécies X. gladius, I. platypterus e K. albida, dentre as quais K. albida
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correspondeu a 9,72% das amostras, 0 equivalente a sete individuos, declarados como 1.
platypterus no momento das coletas. A identificacdo do agulh&o-branco em apenas trés
amostragens pode indicar que, num passado proximo, a comercializacdo desta espécie na
CEAGESP era relativamente comum, apesar de sua proibicao estabelecida no ano de 2005 pela
instrugdo normativa SEAP/PR n° 12, de 14 de julho de 2005 (BRASIL, 2005).

Dados ainda ndo publicados, gerados por nosso grupo de pesquisa, obtidos a partir de
analises por PCR multiplex de amostras de agulhdes coletadas no momento do desembarque
no porto de Santos, entre 2011 e 2013, mostraram que as cinco espécies de agulhdes presentes
no Atlantico foram desembarcadas naquele periodo, onde K. albida correspondeu a 72% dos
agulhdes coletados e M. nigricans correspondeu a 1%. A partir dessas informacgdes duas
hipdteses podem ser levantadas, (i) os agulhfes com proibicdo de pesca sdo comercializados
em mercados locais ou consumidos pelos proprios pescadores, ndo sendo, portanto, enviados
para as centrais de abastecimento visando evitar possiveis fiscalizagdes ou (ii) a distancia
temporal entre o presente estudo e os dois estudos realizados em anos anteriores pode indicar
que a populacdo de agulhdes-brancos frente a costa brasileira tenha sofrido uma drastica queda
ao longo dos anos, fazendo com que sua captura tenha se tornado um evento raro nos tempos
atuais.

A estatistica da pesca, publicada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), reportou captura de 142 a 147 toneladas do agulhdo-
branco pela pesca industrial brasileira entre os anos de 2004 a 2007 (IBAMA, 2006). Durante
0 periodo de 2008 a 2011 essa captura foi de 35 a 59,7 toneladas por ano, demonstrando uma
tendéncia de queda no volume de pesca dessa espécie (MPA, 2011).

A partir do ano de 2012, ndo houveram publicacdes sobre a estatistica pesqueira geral
do Brasil, entretanto, dados publicados pela FAO (Organizacdo das Nagbes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo) mostram que K. albida tem sido capturada no Brasil desde 1961, e
que tem ocorrido um significante declinio em sua popula¢do no Atlantico Norte e Sul desde
meados dos anos 1990, com nameros que atingiram 300 toneladas no fim dos anos 2000 e uma
queda abrupta para 47 tonelada em 2017 (FAO, 2018).

Apesar de ndo ter sido reportada por Rodrigues Janior et al. (2020) e pelo presente
estudo, estudos prévios demonstraram que 0s desembarques da espécie M. nigricans atingiram
em torno de 3.000 e 4.000 toneladas durante os anos 2000, com uma notavel e constante queda
nos desembarques do Atlantico Ocidental dés dos anos 1990. Nos desembarques do Atlantico
Norte, os numeros tiveram queda de, pelo menos, 50% apds o ano 2000 (EHRHARDT;
FITCHETT, 2016). Tais dados refletem o fato de que os peixes-de-bico do Oceano Atlantico
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vém sofrendo intensa exploracdo pela pesca atuneira por mais de seis décadas. Ademais, todas
as espécies de peixes-de-bico, inclusive o espadarte, sdo consideradas sobreexploradas em, ao
menos, uma area do Oceano Atlantico (EHRHARDT; FITCHETT, 2016; ICCAT, 2018).
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3.5 Conclustes

A gestédo dos estoques pesqueiros depende de estimativas apropriadas de biomassa e de
estabelecimento adequado de quotas de captura para cada espécies em particular, por isso, a
identificacdo precisa das espécies € um pré-requisito (WARD, 2000). Entretanto, identificagdes
incorretas ou agrupamento de espécies nas estatisticas pesqueiras sdo problemas comuns
devido, principalmente, a alta similaridade morfolégica entre determinadas especies,
especialmente quando algumas estruturas como cabeca e nadadeiras sdo removidas dos animais
no momento da captura.

Dessa forma, sugere-se que as organizagdes brasileiras competentes devem implementar
estratégias de inspecdo, utilizando métodos moleculares de identificacdo, voltadas aos peixes-
de-bico desembarcados nos portos brasileiros, principalmente as espécies que se encontram em
situacdo de vulnerabilidade ou com insuficiéncia de dados. Também é importante destacar que
a inclusdo de observadores cientificos a bordo de embarcagdes pesqueiras é fundamental, pois
muitas vezes, espécies com captura proibida sdo embarcadas ja sem vida e jogadas de volta ao
mar ou consumidas a bordo, sem que algum registro de sua captura seja feito (AROCHA,
MARCANO, 2001).

De acordo com recomendacBes da ICCAT, a gestdo sustentavel dos peixes-de-bico
depende da implementacédo de metodologias de monitoramento que assegurem a identificagéo
espécie-especifica a bordo e no desembarque. Assim, o presente estudo fornece evidéncias
irrefutaveis que suportam a ideia de que métodos moleculares sdo altamente eficientes para
superar a dificuldade de identificacdo dos peixes-de-bico e a captura ilegal de espécies
sobreexploradas no Oceano Atlantico, servindo de suporte para a implementacdo de novos

métodos nos levantamentos estatisticos das atividades pesqueiras.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os peixes-de-bico sdo animais explorados comercialmente em todo o mundo e, por isso,
seus estoques estdo em constante queda. Além de sua importancia econdmica, também sao
essenciais para o equilibrio ecolégico marinho. Visto que para elaborar planos de exploragédo
sustentavel e conservacdo se faz necessario entender as dindmicas populacionais destas espécies
e obter relatérios precisos de captura para cada espécie, 0s estudos geneéticos se fazem
essenciais.

Por meio de marcadores moleculares, nucleares e mitocondriais, muitos estudos foram
realizados para verificar a existéncia de subpopulacgdes e a diferenciacdo genética para diversas
espécies, além de funcionarem como uma eficiente ferramenta na identificacdo de espécies
qguando isso ndo é possivel morfologicamente. Com a identificacdo genética de espécies é
possivel que relatorios de captura mais precisos sejam elaborados e que se faca uma eficiente
fiscalizacdo. Entretanto, em muitos paises, como no Brasil por exemplo, 0 manejo, a exploraco
sustentavel e a fiscalizacdo de captura, feitos de forma precisa e eficiente, sdo uma realidade
distante.

Atualmente a literatura conta com estudos populacionais, mesmo que escassos, de todas
as espécies de peixes-de-bico ja conhecidas, com excecdo do agulhdo-verde (Tetrapturus
pfluegeri). Além disso, esta espécie é confundida com os agulhdes branco (T. albidus) e polegar
(T. georgii) devido a grande semelhanca morfologica, fazendo com que seus dados de captura,
guando existentes, sejam incertos ou inespecificos. O presente estudo usou dois marcadores
moleculares (microssatélites e D-loop) e anélises estatisticas robustas para, pela primeira vez,
constatar a existéncia de estruturacdo populacional, ndo geografica, em T. pfluegeri do Oceano
Atlantico Ocidental, indicando possivel comportamento de filopatria na espécie. Somado a isso,
os estudos forenses foram realizados durante um periodo de 22 meses consecutivos no intuito
de testar a eficiéncia de marcadores genéticos para monitorar a composicao de espécies de
peixes-de-bico do Atlantico capturadas e comercializadas no maior entreposto de
comercializacdo de pescado do Brasil, 0o CEAGESP, em S&o Paulo. O sucesso da identificacdo
especifica de peixes, sem a devida integridade corporal, por meio de abordagens moleculares €
uma etapa fundamental para 0 monitoramento da pesca e, assim, para o estabelecimento de
medidas de gestdo da pesca e protecdo de especies de peixes ameacadas.

O presente estudo reuni informag@es cientificas sobre um importante recurso genético
marinho que se torna um ponto de partida para contribuir com futuros estudos sobre os aspectos

biolégicos do agulhdes-verde e, com isso, coadjuvar na elaboracdo de planos de manejo e
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conservacao dessa espécie no Atlantico por 6rgdos nacionais e internacionais de protecdo dos

grande peixes pelagicos.
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APENDICES

Apéndice A. Haplétipos referentes aos dados de sequenciamento da regido D-loop de 150 individuos
pertencentes a espécie Tetrapturus pfluegeri, provenientes do Atlantico ocidental. CAR: regido do Atlantico
Norte. BRA: regido do Atlantico Sul. Priv.: nimero de haplétipos privativos.

Haplétipo NUmero de individuos por Localidade

CAR BRA

Hap-1
Hap-2
Hap-3
Hap-4
Hap-5
Hap-6
Hap-7
Hap-8
Hap-9
Hap-10
Hap-11
Hap-12
Hap-13
Hap-14
Hap-15
Hap-16
Hap-17
Hap-18
Hap-19
Hap-20
Hap-21
Hap-22
Hap-23
Hap-24
Hap-25
Hap-26 -
Hap-27
Hap-28
Hap-29
Hap-30
Hap-31
Hap-32
Hap-33
Hap-34
Hap-35
Hap-36
Hap-37
Hap-38
Hap-39
Hap-40
Hap-41
Hap-42
Hap-43
Hap-44
Hap-45
Hap-46
Hap-47
Hap-48
Hap-49
Hap-50
Hap-51
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Hap-52
Hap-53
Hap-54
Hap-55
Hap-56
Hap-57
Hap-58
Hap-59
Hap-60
Hap-61
Hap-62
Hap-63
Hap-64
Hap-65
Hap-66
Hap-67
Hap-68
Hap-69
Hap-70
Hap-71
Hap-72
Hap-73
Hap-74
Hap-75
Hap-76
Hap-77
Hap-78
Hap-79
Hap-80
Hap-81
Hap-82
Hap-83
Hap-84
Hap-85
Hap-86
Hap-87
Hap-88
Hap-89
Hap-90
Hap-91
Hap-92
Hap-93
Hap-94
Hap-95
Hap-96
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Apéndice B. Haploétipos referentes aos dados de sequenciamento da regido D-loop de 150 individuos
pertencentes a espécie Tetrapturus pfluegeri, provenientes do Atlantico Ocidental, separados por clusters
estimados pelo BAPS (Mt1, Mt2 e Mt3).

Haplotipo Numero de Individuos por Cluster

Mtl Mt2 Mt3

Hap-1 1 - -
Hap-2
Hap-3
Hap-4
Hap-5
Hap-6
Hap-7
Hap-8
Hap-9
Hap-10
Hap-11
Hap-12
Hap-13
Hap-14
Hap-15
Hap-16
Hap-17
Hap-18
Hap-19
Hap-20
Hap-21
Hap-22
Hap-23
Hap-24
Hap-25
Hap-26
Hap-27
Hap-28
Hap-29 - 1 -
Hap-30
Hap-31
Hap-32
Hap-33
Hap-34 - 1 -
Hap-35
Hap-36
Hap-37
Hap-38
Hap-39
Hap-40
Hap-41

1
2 -

N DN FP N PP P DNDNDNDNDPEPE O W
1
1
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Continuacéo
Hap-42 1 - -
Hap-43 - - 1
Hap-44 1 - -
Hap-45 - 2 -
Hap-46
Hap-47
Hap-48 - 1 -
Hap-49
Hap-50
Hap-51
Hap-52
Hap-53
Hap-54
Hap-55 -
Hap-56 -
Hap-57 1
Hap-58 1 - -
Hap-59 1
Hap-60 - - 1
Hap-61 2 - -
Hap-62 - 1 -
Hap-63
Hap-64
Hap-65
Hap-66
Hap-67
Hap-68
Hap-69 - 1 -
Hap-70
Hap-71
Hap-72
Hap-73 - 1 -
Hap-74
Hap-75
Hap-76
Hap-77
Hap-78
Hap-79
Hap-80 - 1
Hap-81
Hap-82
Hap-83
Hap-84
Hap-85
Hap-86
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Hap-87
Hap-88
Hap-89
Hap-90
Hap-91
Hap-92 - 1 -
Hap-93
Hap-94
Hap-95
Hap-96
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Apéndice C. Composic¢do de individuos dos clusters e agrupamentos estimados pelo STRUCTURE e pela DAPC
para Tetrapturus pfluegeri a partir de dados microssatélites.

DAPC

STRUCTURE
Stl St2 St3
oc-6 oc-1 oc-2
oc-7 oc-3 oc-8
oc-9 oc-12 oc-16
oc-11 oc-20 oc-38
oc-21 oc-27 oc-39
oc-26 oc-28 oc-45
oc-32 oc-30 oc-101
oc-36 oc-31 oc-115
oc-37 oc-35 oc-132
oc-121 oc-41 oc-134
oc-131 oc-43 oc-137
0c-133 oc-110 0c-143
oc-142 oc-113 0c-173
oc-144 oc-118 0c-183
oc-147 0c-126 0c-186
oc-148 oc-129 oc-201
oc-149 oc-135 oc-203
oc-151 oc-140 oc-204
oc-155 oc-150 oc-207
oc-156 oc-154 0c-223
oc-158 oc-157 0c-227
oc-159 0c-160 oc-231
oc-161 oc-170 0c-238
0c-168 oc-179 0c-239
0oc-178 0c-182 0c-240
0c-190 0oc-184 oc-241
oc-198 oc-188 0c-243
oc-213 oc-189 oc-245
oc-215 oc-191 oc-247
0c-229 0c-194 oc-251
oc-230 oc-196 oc-254
oc-235 oc-200 oc-259
0c-236 oc-209 0c-260
oc-250 oc-210 0c-261
0c-252 oc-211 0c-264
0c-268 oc-214 0C-266
oc-270 oc-218 0c-267
oc-271 oc-219 0c-282
0c-272 oc-220 0c-287
0oc-275 oc-246 0c-290
oc-279 oc-253 0c-296
oc-281 oc-255 0c-298
0c-284 oc-257 0c-299
0c-297 0c-263 oc-304
oc-305 0c-278 oc-311
- 0c-289 oc-334
- 0c-294 oc-335
- 0c-295 0c-343
- 0c-300 oc-381
- oc-306 -

oc-39
oc-45
0c-183
oc-201
oc-215
oc-231
oc-239
oc-241
0c-243
0c-245
oc-247
oc-251
0c-254
0c-259
0c-260
oc-261
0c-264
0c-266
0c-296
0c-298
0c-299
oc-304
0oc-334
0c-335
0c-343
oc-381

oc-6
oc-7
oc-9
oc-11
oc-16
oc-21
oc-26
oc-27
oc-28
oc-30
0c-32
oc-35
0c-36
oc-37
oc-41
oc-43
oc-110
oc-126
oc-133
oc-137
oc-142
0c-143
oc-144
oc-147
0c-148
0c-149
oc-150
oc-151
oc-154
oc-155
oc-156
oc-157
oc-158
oc-159
0c-160
oc-161
oc-170
0c-173
oc-178
0c-182
oc-184
0c-188
oc-189
0c-190
oc-191
0c-196
0c-198
oc-211
0c-213
oc-214
0c-218
0c-220
0c-229
0c-230
0c-235

Ag3

oc-1
oc-2
oc-3
oc-8
oc-12
oc-20
oc-31
oc-38
oc-101
oc-113
oc-115
oc-118
oc-121
0c-129
oc-131
oc-132
oc-134
oc-135
oc-140
oc-168
oc-179
0c-186
0c-194
0c-200
0c-203
0oc-204
oc-207
oc-209
oc-210
oc-219
0c-223
0c-227
0c-238
0c-240
0c-250
0c-253
0oc-257
0Cc-268
0c-270
0c-272
0c-278
0c-279
0c-287
0c-289
0c-290
0c-295
0c-300
oc-311
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0c-236
0c-246
0c-252
oc-255
0c-263
0c-267
oc-271
0oc-275
oc-281
0c-282
0c-284
0c-294
0c-297
oc-305
0c-306

Ndmero de Individuos

STRUCTURE

Stl

St2

St3

45

50

49

26

DAPC

70

Ag3

48
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Apéndice D. Estudos de avaliacdo genética populacional em peixes-de-bico (Xiphiidade e Istiophoridae). DNA mitocondrial (DNAmt); DNA nuclear (DNAN); regido controle do DNAmt
(D-loop); numero de alelos (A); riqueza alélica (Ar); equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW); coeficiente de parentesco (R); polimorfismo de sitio Unico (SNP); sequéncia curta de repeticao
(SSR); Clamodelina (CaM); fosfoproteina ribossdmica acida PO (ARP); cadeia leve de miosina 2 (Mlc2); actina alfa-esquelética 2 (ActA2); nicotinamida desidrogenase, subunidade 2 (ND2);
Oceano Pacifico (PAC); Pacifico Oriental Norte (NEP); Pacifico Oriental Sul (SEP); indico Norte (IN); Mediterraneo (MED); Oceano Atlantico (ATL); Atlantico Norte (AN); Atlantico Sul
(AS); Atlantico Ocidental Norte (NWA); Atlantico Ocidental Sul (SWA); Atlantico Oriental Norte (NEA); Atléantico Central Norte (NCA); Atlantico Tropical Norte (NTA); Atléntico

Equatorial (AE).

ESPADARTE

Autor Espécie

Localidade
(n. de individuos)

Marcador

Parametros genéticos e *ConclusGes

Pacifico Ocidental

Sem diferenciacéo geografica significativa.

Norte (47) H=27
Grijalva-Chon et al. Xiphias Pacifico Central RFLP, DNAmMt (17 enzimas 7= 10,0017 — 0,0026
(1994) gladius Norte (42) de restri¢éo) Gst=0,046 (p >0,1)
Pacifico Oriental *Fluxo génico suficiente ao longo Pacifico Norte, evitando dif. genética. Unico estoque
Norte (59) genético.
H=33
h=0,85-1,00
2 clados (I, II) que divergiram a = 550.000 anos atras
- I: todas as regibes
B Xiphias Atla}n.tlco (35) Sequenciamento D-loop (280 Il principalmente no MED e AN
remer et al. (1995) . Pacifico (8) _ _
gladius Mediterraneo (7) pb) @ct =0,093 (p =0,038)
*Baixa diferenciacao entre ATL e PAC, indica fluxo génico histérico.
*Suportou a hipotese de estoque Unico no ATL.
*Pode haver filopatria de fémeas para areas de reproducao.
*Parece razoavel que os haplétipos do clado Il sejam originarios do MED.
Mediterraneo (123) H =25
o Tgrifa, Estreito de _ h=0137
Kotoulas et al. (1995) leh.las Gibraltar, Espanha RFLP, pl}lAmt (11 enzimas MED+Tarifa/Guiné (82% da heterogeneidade total)
gladius (31) de restricao) *Bai .
- aixo fluxo génico entre MED e ATL.
Golfo da Guine, *12 evidéncia de dif. genética em X. gladius
Atléntico (50) ' ' '
H =69
. Pacifico (26) . h=0,94-1,00 .
Bremer et al. (1996) leh_las Atlantico (47) Sequenciamento D-loop (330  Dois c_Iados a_ltamente @_vergentes
' gladius pb) Alta diferenciacdo genética entre: PAC/AN (p = 0,0145); PAC/MED (p = 0,0001);

Mediterraneo (49)

AN/MED (p = 0,0001).
*A0 menos 4 pops. geneticamente distintas de X. gladius.
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4 loci polimoérficos
México: Ho = 0,010; He = 0,013
Hawaii: Ho = 0,026; He = 0,027

aggag;/a—Chon etal. gl';’gi'js m’)‘(’i; ((4;6)) Alozimas (26 loci) Gteste = 8,792 (p < 0,05)
Fst=0.039 (p <0,01)
Migrantes/geracao = 6,2
*Necessidades de futuros estudos para corroborar o status da espécie no PAC.
H=121
h =0,994
L 7 =0,0345
Rosel and Block Xiphias ’Il\/legltgrraneo (20) Sequenciamento D-loop @st = 0,157 (p < 0,001)
. tlantico (34) . i
(1996) gladius Pacifico (105) (300pb) 2 clados diferentes (I; I1)
| (todas as localidades); 1l (ATL e MED).
*Estruturacdo genética em escala global precisa ser confirmada por sequéncias de
menor variabilidade.
h=0,702 - 0,962
Analises do X? para comparacéo dos locais de
amostragem por pares. Niveis de significancia:
*0,0001 < p < 0,005 e **p < 0,0001.
Pacifico (236) = PAC Indico  AS NWA
A Indico (63) e
Xiphias e PCR-RFLP, D-loop (4 Indico 51,689
Chow et al. (1997) gladius Afrjca_do sul (11) enzimas de restricdo) AS 75,763* 36,990
Atléntico (119) 114583  49.905
Mediterraneo (34) NWA . o 43,29*
*
MED 94,047 4L03L  4n580 29,965
*Fluxo génico restrito a pesar da auséncia de barreiras geograficas.
*MED: baixa diversidade; raramente recebe migrantes.
Mediterraneo (81) PCR-RFLP do intron 4 do é " ?0 006 — 0.127
- Atlantico Norte (144) gene CaM, DNAN IS = ’
Chow and Takeyama  Xiphias Atlantico Sul (185) (1 enzima) EHW: p > 0,05
(2000) gladius Fst=0,369 (p <0,001)

indico (84)
Pacifico (236)

PCR-RFLP, D-loop (2
enzimas)

X?=21,3-142,3 (p < 0,001)
*QOs dois marcadores indicam existir a0 menos 4 unidades de reproducéo
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indico (36)
PAC: h =0,999
Australia (12) &gt (Japdo/Australia) = 0,032 (p = 0,001)
Japdo (46) &st (Hawaii/Australia) = 0,014 (p = 0,030)
Reeb et al. (2000) Xiphias Hawaii (42) Sequenciamento D-loop &st (CE/Japdo) = 0,014 (p = 0,035)
' gladius Califérnia (30) (629pb) @st (Chile/Japdo) = 0,015 (p = 0,028)
México (15) @st (CE/Hawaii) = 0,015 (p = 0,027)
Centro-Equatorial, *Correlagdo entre # genética e distancia geogréfica.
CE (54) *Pop. do PAC estruturada; mais de um estoque.
Chile (46)
Atléantico Ocidental
Norte (129) .
Xiphias Atléantico Tropical E::\ivbg;f’om
Chow et al. (2002) gladius /lzlx'?lta\tr?ti(clc}{fr)ro ol PCR-RFLP DNAn (1 locus) AN/AS- Fer = 0,35 (p < 0,001)
P *Existem ao menos 2 estoques distintos no ATL.
Sul (47)
Brasil (128)
Atlant.lco (12) 2 loci polimoérficos
MED: : o ”
o Alboran (11) Bania variabilidade genética
Pujolar et al. (2002) leh_las Alicante (30) Alozimas (38 loci) Ho = 9’006 - 0,017
gladius Ligurian (143) EHW: p > 0,05
h Gst =0,007 — 0,025 (p > 0,05)
lonian (128) *Pop. Gnica no MED e aguas adjacentes do ATL
Aegean (77) P- g ! '
Atléantico Ocidental
Norte (97) 2 clados diferentes (I; I1)
I Atlantico Sul (174) . = (MED/NWA) = 0,018 — 0,032 (1); 0,009 — 0,021 (I1)
Bremer et al. (2005a) gllggiljs Mediterraneo Sg;quenuamento D-loop (330 % de variacdo entre regides = 8,67 (p = 0,004)
Ocidental (135) *NWA e AS pertencem a pops. separadas.
indico (45) *Indicativo de filopatria para regides de reproducéo e alimentacdo.
Pacifico (29)
H=151
h=0,973
7 =0,043
Xiphias Mediterraneo (138) Sequenciamento D-loop (303 2 clados altamente diferentes
Bremer et al. (2005b) gladius Atlantico Norte (27)  pb) ®s7t=0,091 (p <0,001)

*N&o houve estruturacdo dentro do MED, assim como do ATL.
*Pops. divergentes devido a vicariancia, contato secundario e histérias demograficas
regionais diferentes.
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A=7
Ho = 0,333 -0,789

Pacifico, 10
- L . . He = 0,497 - 0,689
Bremer et al. (2006) leh_las Ipcghdade_s (273) Sequenciamento do intron 6 Fis = -0,079 — 0.330
gladius Indico Oriental, 1 do gene Idh-A (DNAn - 97pb) o
localidade (32) EHW: p =0,103 - 1,000
Fst =0,013 (p = 0.0007)
*Existe diferenciacdo genética entre pops. do Hawaii, NEP, SEP e Austrélia.
H=15
h=0,789 - 0,896
EE)R'RF'—P’ DNAME(1900 £ 0001 - 0.020 (p > 0,197)
Xiphias indico Ocidental Sul,
Jean et al. (2006) gladius 4 localidades (86) A=717-135
EHW: p < 0,05 para 2 loci
Microssatélites (6 loci) FST =-0,002 — 0,0008 (p = 0,148 —0,999)
*Pequeno n. amostral para detectar estruturacéo pop. O estudo serve como base para
futuros estudos.
H=142
oo h=0,914 - 1,000
- Indico (136) . ' :
Xiphias e Sequenciamento D-loop 7=0,011-0,018
Luetal. (2006) gladius F,:/?:éfl't‘é‘r’rgzé oo (©49D) Fsr = 0.04910 - 0.14376 (p < 0,05)
3 populac¢des mostraram grande diferenciacdo (Madagascar Norte, IN, MED).
*Importantes resultados para o gerenciamento da pesca no Indo-Pacifico.
H=114
Atlantico Oriental h f 0,968
iphi Norte (42) Sequenciamento D-I & (Zﬁfo NEA/NWA) = 0,091 (p < 0,001)
L Xiphias A is . equenciamento D-loop ST + =0, p<o,
Vifias et al. (2006) gladius ﬁg?t:tl(%%)cmdental (303ph) ®er (ANE/NWA) = 0,048 (p = 0,012)

Mediterraneo (229)

®st (MED/NWA) = 0,091 (p < 0,001)
*A pop. do MED excede o limite do Estreito de Gibraltar e pode ser verificado um
estogue misto no AN.




Continuacéo

119

Atlantico Norte (60)
Golfo da Guiné (84)

Sequenciamento D-loop

2 clados (1 e I)

indico (45) Pops. do AS/indico e NEA/MED foram significativamente diferentes.
Atlantico Sul (87)
Namibia (28)
I Agulhas (30) i .
Bremer et al. (2007) leh_las Atlantico Norte (144) PCR-RFLP do intron 4 d9 Pops. do AS/NWA (p < 0,01) e AS/indico (p < 0,05) sio diferentes.
gladius o gene CaM, DNAn (1 enzima)
Atlantico Sul (185)
Indico (84)
Sequenciamento do intron 6 Pops. do AS/NWA ndo foram diferentes (p = 0,035).
Atlantico Sul (140) a *Base para que futuros estudos possam evitar erros do tipo I.
A do gene Idh-A, DNA nuclear - L P .
Atléantico Norte (173) (97pb) Delimitacéo das areas onde futuros trabalhos devem se basear para esclarecer a
P estrutura pop. da espécie.
A=2
Atlantico Norte (160) EHW: p>0,2
Chow et al. (2007) Xiphias Atléntico Centro-Sul ~ SNP (1 locus, intron do gene Fsr=0,18 -0,34 (p < 0,001)
' gladius (354) CaM) *0 fluxo génico entre as areas é consideravelmente restrito.
Zona de limite (18) *A zona limite de gerenciamento dos estoques de X. gladius do ATL deve ser
reconsiderada.
Atlantico Oriental
Norte (432)
Ay . A=52-74
- _ Atlantico Ocidental .
Kasapidis et al. leh_las Norte (451) Microssatélites (4 loci) EHW: p > 0,05 cy
(2007a) gladius Atlantico Central Fst (AS/demais locais) = 0,0012 — 0,0018 (p < 0,005)
(116) *Dados néo conclusivos que precisam ser corroborados por maior nimero de loci.
Atléntico Sul (180)
ﬁgir;tl(icigudental Anélise Bayesiana: 2 clusters (1, I1)
A a: . I: maioria dos individuos pertenciam ao MED
Atléantico Oriental R (I) = 0,576 — 0,621
Kasapidis et al. leh_las No[te .(363) Microssatélites (4 loci) I1: maioria dos individuos pertenciam ao ATL
(2007b) gladius Atlantico Central R (I1) = 0,734 — 0,847
(167) e ’

Mediterraneo (393)
Alboran (64)

*Corroborou a diferenciagdo genética entre ATL e MED, mas nédo detectou separagao
entre AS e AN.
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A =56-82
Mediterraneo (602) Ar =2285-37,75
Xiphias Atlantico Norte (997) EHW: p < 0,05
Kotoulas et al. (2007) gladius Atlantico Sul (181) Microssatélites (4 loci) Fst = 0,001 — 0,042 (p = altamente significante)
Indico Sul (77) *Maior nimero de loci e combinacdo com DNAmMt sdo necessarios para elucidar os
Pacifico Sul (169) resultados.
*Migraces sazonais também precisam ser melhor estudadas.
EHW: p<0,05
Analise de heterogeneidade: estruturacdo genética entre MED/AS/AN/Indo-Pacifico.
Atléntico (658) Anélise Bayesiana: 3 clusters (1, 11, 111)
Kasapidis et al. Xiphias Mediterraneo (206) Microssatélites (10 loci) I =MED; R=0,88
(2008) gladius Pacifico (134) I1=ATL;R=0,44-0,53
indico (151) 111 = Indo-Pacifico; R = 0,58 — 0,61
*Com maior nimero de loci e maior cobertura geografica, futuros estudos poderdo
atribuir individuos a seu local de origem em menor escala geografica.
H =240
Sequenciamento D-loop (517 2 ; 88?8 : 8831
oo pb) ®sr (SEY/RUN) = 0,003 (p < 0,05)
o ®s7 (demais locais) = 0,000 — 0,001 (p > 0,05)
Glorieuses, GLO A=143_175
. _— (105) o '
Muths and Bourjea Xiphias Ar=13,3-14,6
(2008) gladius Seychelles, SEY (67) Ho = 0,640 — 0,720

Reunion, RUN (65)
Madagascar, MADA
(100)

Microssatélites (11 loci)

He =0,771-0,784

Fis =0,079 - 0,176

Fst (SEY/GLO) = 0,005 (p < 0,001)

Fst (demais locais) = 0,000 — 0,003 (p > 0,05)

*Discreta diferenciacio genética pode ser indicio de um pool genético no indico Norte.
Os resultados devem ser levados em conta para gerenciamento pesqueiro.
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indico:

Sequenciamento D-loop
(517 pb)

H=59-90

h =0,996 — 0,997

7=0,019-0,021

@st (SEI/RUN) = 0,003 (p < 0,05)

&gt (demais locais) = 0,000 — 0,001 (p > 0,05)

Glorieuses, GLO (105) A=143-175
Xiphias Seychelles, SEY (67) Ar=133-14,6
Muths etal. (2009) ¢ ius Reunion, RUN (65) Ho = 0,640 — 0,720
Madagascar, MADA He =0,771-0,784
(100) Microssatélites (11 loci) Fis=0,079-0,176
Fst (SEY/GLO) = 0,005 (p < 0,001)
Fst (demais locais) = 0,000 — 0,003 (p > 0,05)
*Q Indico possui uma Unica pop. panmitica, entretanto diferencas genéticas discreta
pode indicar um segundo pool genético ao Norte do indico.
3 pops. significativamente diferentes
Atlantico Ocidental R (NW@) = 0,944
. Xiphias Norte (44) R(AS) = 0,952
Smith et al. (2010) - Ay PCR-RFLP do DNAnN R (MED) = 0,933
gladius Atlantico Sul (45) *93% dos individuos foram atribuidos a seus locais de origem
Mediterraneo (30) 0 o . . gem. -
Marcadores nucleares e analise Bayesiana tiveram grande capacidade de definir pops. e
devem ser consideradas para o gerenciamento de estoques mistos.
H =96
h=0,948
7 =0,047
o . 2 clados altamente divergentes (1, I1)
N Xiphias I(\ilgg;terraneo Ocidental Sequenciamento D-loop @t (1) = 0,058 (p = 0,000)
Vifias et al. (2010) gladius Mediterraneo Oriental (303pb) @st (11) = 0,037 (p = 0,006)

(147)

Mismatch (I): tamanho pop. constante

Mismatch (11): expansédo pop.

*Pops. do MED devem ser geridas como, ao menos, dois estoques distintos.

*Q gerenciamento como um estoque no MED, pode levar a sobrepesca de pequenas

pops.
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indico:

Sequenciamento D-loop
(835ph)

H =169

h =0,997

7 =0,015

Fsde Fu=-1,7 (p>0,10)

D de Tajima=-1,5 (p > 0,10)
®st = -0,0002 — 0,0023 (p > 0,3)

Mar de Coral (50) H=76
Xiphias Mar de Timor (45) h=0,911
Bradman etal. (2011) - iy Fremantle (37) 7= 0,002
Indico Central (25) Fsde Fu=-4,2 (p<0,02)
Seychelles (48) Sequenciamento ND2, D de Tajima =-2,6 (p < 0,001)
DNAmt (1047pb) ®st = -0,006 — 0,012 (p = 0,024 — 0,684)
®st (Seychelles/Timor) = 0,012 (p = 0,024)
®st (Seychelles/Coral) = 0,011 (p = 0,029)
*D-loop subestimou a diferenciagéo genética existente entre as pops.
*QOs marcadores genéticos devem ser escolhidos de acordo com o grau de subdivisdo.
Atlantico Norte
Ocidental (39)
a o H=19-39
Atlantico Norte Central h=0.755_ 0935
Xiphias ft:?;ntico Norte PCR-RFLP, D-loop (5 7 =0,017~0,026
Garcia et al. (2011) gladius Oriental (51) enzimas) Fst (NCA/AE) = 0,0412 (p < 0,05)

Atléntico Tropical
Norte (48)
Atléantico Equatorial
(83)

Fst (NTA/AE) = 0,0333 (p < 0,05)
* Esses resultados indicam que ndo é necessario alterar os limites das zonas de manejo
para a pesca atlantica.




Continuacéo

123

Muths et al. (2013)

Xiphias
gladius

indico (1920)
Atlantico (186)
Pacifico (125)

Sequenciamento ND2,
DNAmt (pb)

Microssatélites (19 loci)

H =282

h = 0,886

7 =0,002

2 clados divergentes (I, I1)

@st = 0,006 (p <0,001)

&cr (entre os oceanos) = 0,011 (p < 0,001)
D >0,25

Ar=58-6,5

Fis=0,02-0,14

2 pools genético

Fst = 0,003 (p < 0,001)

Fcr (entre os oceanos) = 0,0008 (p < 0,01)
D <0,03

*Homogeneidade genética no indico.
*1solamento entre 0s oceanos gerando grandes perspectivas para a gestdo pesqueira.

Smith et al. (2015)

Xiphias
gladius

Mediterraneo (59)
Atlantico Norte (475)
Atlantico Sul (240)

SNPs (26 loci, genes
nucleares)

A=2-6

Fst (MED/AS) = 0,081 - 0,121 (p < 0,05)

Fcr (MED/AN/AS) = 0,052 (p < 0,001)

*Q grande namero de loci e cobertura amostral possibilitaram identificar, com fina
resolucdo, os limites que separam as pops. do Atlantico.

*Qs dados foram interpretados com base na biologia reprodutiva, padrfes de dispersédo e
caracteristicas oceanogréaficas gue podem atuar como barreiras ao fluxo génico.

Lu et al. (2016)

Xiphias
gladius

Pacifico (891)

SNPs (10 loci)
SSR (2 loci)

Regides temperadas foram homogéneas entre si.

Houve heterogeneidade genética entre regides tropicais.

Diferenciagdo genética significante entre regicoes tropical e temperada (Fcr = 0,002, p <
0,01).

Comparacao entre Taiwan, regido tropical e regido temperada (Fcr = 0,0044, p < 0,001).
*N&o foram identificados limites genéticos claros.

*A estruturacdo pop. no PAC é mais complexa que a separacdo entre pops. das zonas
tropical e temperada, necessitando de estudos mais abrangentes para ser elucidada.
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2010:
H=33-60
MED: h = 0,861 — 0,946
7= 0,006 — 0,160
Mar das Baleares (84) ;
o 2020:
o Xiphias Sul da Sicilia (59) _ H=10-26
Righi et al. (2020a) . Mar Egeu (17) Sequenciamento D-loop _
gladius o h=0.418 - 0.844
Mar Adriatico Sul (62) _
Mar Tirreno (16) 7 =0.003 - 0.130
Mar de Sardenha (49) Fst (2010/2020) = 0,018 (p<0,001) .
*Primeira evidéncia da reducédo de variabilidade genética dos espadartes do MED em curto
periodo de tempo.
*Possivel relacdo entre a perda de diversidade e a atividade pesqueira na regido.
MED: DAPC: trés clusters no MED
Mar das Baleares (85) Alto nivel de mistura no MED
Sul da Sicilia (61) Fst (MED/ATL) = 0,091 (p < 0,05)
Xiphias Mar Egeu (20) Fst (MED) = 0,018 (p < 0,05)
Righi et al. (2020b) gladius Mar Adriatico Sul (62)  Microssatélites (20 loci) Fst (clusters) = 0,05 - 0,07 (p < 0,05)
Mar Tirreno (16) *A mistura de diferentes clusters em uma localidade dificulta uma clara delimitacéo de
Mar de Sardenha (54) areas de gestdo.
ATL: *Amostragens em areas de reprodugdo podem melhorar a avaliacdo da segregacao
NWA (25) genética geogréfica.
AGULHOES
11 loci polimorficos
A=2-5
Frequéncia alélica = 0,005 — 0,995
Makaira . Alozimas (23 enzimas, 35  Ho = 0,060
Shaklee et al. (1982) nigricans Hawalii (95) loci) Taxa de polimorfismo = 0,26
Ho = 0,06
*0s niveis de polimorfismo e a heterozigosidade sugeriram a existéncia de estruturacao
populacional, o que pode revelar heterogeneidade de estoques.
H=7
PAC'.. h=0,683
Hawaii (14) _
. . Nova Zelandia (1) . . r- 9’9034 .
Finnerty and Block Makaira ATL: Sequenciamento citocromo  Gen6tipos se dividem em 2 grupos: PAC/ATL
(1992) nigricans ' b, DNAmt (612 pb) X?=6,03 (p <0,05)

Bahamas (3)
Carolina do Norte (7)
Caribe (2)

*As frequéncias dos dois ramos evolutivos predominantes possuem diferenciacao
significante entre PAC e ATL.
*Q manejo pesqueiro deve se atentar na preservacdo da variabilidade genética.
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Graves and
McDowell (1994a)

Kajikia audax

PAC:

México (36)
Equador (40)
Hawaii (43)
Australia (47)

PCR-RFLP, DNAmt (11
enzimas)

N. de genétipos = 20

Diversidade genética = 0,69 — 0,84

Aparente divisao espacial de genoétipos

X2 p<0,001

Cada local foi caracterizado pela presenca de gendtipos Unicos em elevadas frequéncias.
*Manejo deve focar em unidades menores que as atualmente estabelecidas para a
conservacao da variabilidade genética da espécie.

México (38)
Kajikia audax  Equador (42) K. audax: heterogeneidade genética significante entre as localidades.
Hawaii (41)
Graves and Vakaira Australia (39) PCR-RFLP, DNAm (13
McDowell (1994b) nigricans |F_>| awall .(25) enzimas) Maior diferenciacdo genética foi verificada entre os Oceanos Atlantico e Pacifico para M.
orto Rico (26) -
nigricans e |. platypterus.
Istiophorus Florida (23) *Qs resultados indicam fluxo génico limitado entre os Oceanos.
platypterus México (20)
ATL:

Buonaccorsi et al.
(1999)

Makaira
nigricans

Porto Rico (24)
Jamaica (20)
PAC:

Hawaii (54)
ATL:

Porto Rico (31)
Jamaica (25)
PAC:

Hawaii (58)

ATL:

Jamaica (214)
EUA (23)
PAC:

Hawaii (103)
México (49,24)
Equador (19)
Australia (25)

Alozimas (33 enzimas)

PCR-RFLP, DNAmt (67
enzimas)

DNAn de copia Gnica (13
clones)

4 loci polimdrficos

Variagdo genética = 0,30

EHW: p > 0,05

Diferenciacdo genética (ATL/Pacifico) = 0,08

AMOVA () = 0,025 (p < 0,001)
Variagdo genética = 0,85
Diferenciagdo genética (ATL/Pacifico) = 0,39

4 loci polimdérficos

Sitios polimérficos = 11

Variagdo genética = 0,37

Diferenciagdo genética (ATL/Pacifico) = 0,09

Diferenga significante nas frequéncias alélicas do ATL e do Pacifico.

*Resultados consistentes com um periodo histdrico de alopatria seguido de recente
mistura.

*Menor divergéncia nuclear que mitocondrial é consistente com a migracao estimada entre
0ceanos.
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Atléntico (220)
Pacifico (176)

Microssatélites (5 loci)

A=161

Ar=32.2

Ho = 0,95

Fst = 0,146 (p < 0,047)

Analise de clusters = 2 grupos divergentes

Graves (2001) nigricans _ h =0,93 (ATL) vs. 0,76 (PAC); p < 0,0001
Atlantico (195) RFLP, DNAmt (11 7 =0,052 (ATL); 0,016 (PAC)
Pacifico (163) enzimas) @ =0,217 (p <0,001)
Baixo fluxo génico
*Qs resultados ilustram o poder das anélises genealdgicas por DNAmt para investigar
histéria populacional e a precisdo do DNAnN para estimar fluxo génico.
Jamaica (273) RFLP, DNAmt
Makaira EUA (66) Cyt b, DNAmt o o
nigricans Baha}mas (28) §anNA, DNAnN *Todos os marcadores indicaram a existéncia de apenas um estoque no ATL.
Brasil (61) intron, DNAnN *Resultados consistentes com a histdria natural das espécies (distribuicdo continua atraves
Graves e McDowell Ghana (49) Microssatélites (5 loci) dos tropicos, ampla variedade de areas e épocas de desova e ampla capacidade de
(2001) Brasil (81) deslocamento dos adultos).
EUA (77)
Hbias " Rep. Dominicana (18)  f - OV (4 loci)
Marrocos (36)
Venezuela (36)
H=42
PCR-RFLP, D-loop (5 h=0,84—-0,94
Atléntico Ocidental enzimas) 7 =0,017 - 0,024
McDowell and Istiophorus (163) Fst = 0,0005 (p = 0.400)
Graves (2002) platypterus Atlantico Oriental A=4-15

(131)

Microssatélites (3 loci)

Diversidade génica = 0,583 — 0,905
Fsr=-0,004 (p =0.971)
*No ATL ndo foi verificada estruturacdo populacional.

Hoolihan et al. (2004)

Istiophorus
platypterus

Dentro do Golfo
Pérsico (78)

Fora do Golfo Pérsico
(69)

PCR-RFLP, D-loop (25
enzimas)

H=239

h =0,022 - 0,051

Haplétipos privados dentro do golfo = 6

Haplétipos privados fora do golfo = 25

Fst (fora/dentro do golfo) = 0,356 (p < 0,001)

Migrac&o restrita.

*Variabilidade restrita dentro do golfo e alta diferencga nas frequéncias haplotipicas sugere
ocorréncia de efeito fundador devido ao aumento do nivel do mar no fim da ultima
glaciacdo.
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Atlantico Ocidental

Norte (74) A=14-31
S\?Iggteiéglo)cidental sul Microssatélites (5 loci) Ho = 0,838 - 0,892
(63) Fst (NWA/SWA) = 0,0041 (p = 0,017)
Graves and Tetrapturus Atlantico Oriental (36) H =90
McDowell (2006) albidus Atlantico Ocidental h __0 098
Norte (20) . _ 0032
iﬁlgg‘taiég%cidental Sul ?869?; er;)(;lamemo B-loop &st =-0,012 - 0,040 (p > 0,05); (NWA/Caribe) = 0,040 (p = 0,045)
(20) P * No Atlantico o fluxo génico é suficiente para prevenir o acimulo de diferenciagéo
AL . genética. Entretanto, a observacdo de diferenciacdo entre algumas regifes merece analises
Atléntico Oriental (23) mais profundas
Atlantico Ocidental ::015139__11 00
. Norte (15) . 7=011-0,13
McDowell et al. Makaira Caribe (11) Sequenciamento D-loop D (iocalidédes) = todos negativos e ndo significantes
(2007) nigricans Atlantico Ocidental Sul (904 pb) Duas linhagens distintas (I, 11)
(13) '

Atlantico Oriental (18)

&gt (1/11) = 0,799 (p < 0,0001)
*Resultados vao de acordo com 0 manejo da espécie como um Unico estoque no ATL.

McDowell and
Graves (2008)

Kajikia audax

Sequenciamento D-loop
PAC: (819 pb)
Taiwan (24)
Japdo (92)
Austrélia (97)
Hawaii (48)
México (32)
California (39)
Equador (39)

Microssatélites (5 loci)

H=79

h =0,998 — 1,000

7 =0,039 - 0,054

@ (PN/PS) = 0,034 (p < 0,0001)

A=7-27

Ar=6,98 — 24,16

Ho = 0,67 — 0,97

He =0,73-0,96

Fst (localidades) = 0,013 (p < 0,001)

*Revelou a existéncia de pops. discretamente diferentes no Pacifico, suportando a
disperséo limitada e preferéncia por diferentes areas de reproducao.




Continuacéo

128

Purcell and Edmands
(2011)

Kajikia audax

Japdo (116)

Hawaii (539)
California (66)
México (239)
América Central (105)
Nova Zelandia (86)
Australia (48)

Microssatélites (12 loci)

Sequenciamento D-loop
(1000 pb)

A=2-49

Ar=24-7

Ho = 0,652 — 0,727 (ndo significativo)

Fsr =0,0002 - 0,034 (p < 0,01)

Gst = 0,0004 — 0,077

H=18-91

h =0,981 - 0,999

Hst = 0,00493 (p < 0,001)

Kst=0,06995 (p < 0,001)

*A consisténcia entre os resultados de estudos independentes suporta fortemente 0 manejo
da espécie para, pelo menos, trés estogues claramente delimitados no PAC.

ATL:
oana ((jg A =231 (ATL); 21,8 (Pacifico)
Jamaica (51) Ho = 0,907 (ATL); 0,900 (Pacif_ico)
Makaira Brasil (45) Microssatélites (12 loci) He = 0,916 (ATL); 0,917 (Pacifico)
Sorenson et al. (2013) nigricans PAC: EHW: em equilibrio
Fst (ATL/Pacifico) = 0,0099 (p < 0,05)
Hawaii (44) *A discriminacédo entre pops. do ATL e PAC fornece maior poder para atribuir a origem
Australia (45) Iminag POpS. 1o poder p fouiraong
de agulhdes-azul comercializados.
Equador (19)
México (19)
A =175 (N); 14,7 (S)
Ar=143 (N); 14,6 (S)
. - . Ho = 0,73 (N); 0,71 (S)
Microssatélites (13 loci) He = 0,74 (N): 0.72 (S)
EHW: em equilibrio
Atléntico Ocidental Fsr =0,0037 (p = 0,05)
Tetrapturus Norte (140) Dest = 0,021 (p = 0,005)
Bemard et al. (2014) georgii Atléntico Ocidental Sul H =36 (N); 37 (S)

(58)

Sequenciamento D-loop
(580 ph)

h =0,992 (N); 0,994 (S)

7=0,024 (NeS)

®st=0,0046 (p =0,24)

*Os dois marcadores mostraram resultados controversos.

*Recomenda-se gerenciamento da espécie como dois estoques, visando evitar redugdes
drastica e colapso de pops. ainda desconhecidas.
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Lu et al. (2015)

Istiophorus
platypterus

Pacifico Oriental Norte
(37,16)

Pacifico Ocidental
Norte (39)

Sequenciamento D-loop
(307 pb)

Microssatélites (5 loci)

H =60

h=0,941

7 =0,0199

Analise Bayesiana: K = 2 (I: Costa Rica, México; Il: Taiwan)

®st = 0,145 (p < 0.001)

A=4-42

Ar = 3,642 — 20,726

Diversidade genica = 0,804 — 0,835

Ho = 0,567 — 0,956

He = 0,553 - 0,972

Fst = 0,032 (p < 0.001)

*QOs dados indicaram que NWP e NEP pertencem a populages distintas. Sao necessarios
estudos com amostras mais representativas para que a estrutura pop. da espécie no Pacifico
seja melhor entendida.

A=2-16
. o . He =0,11-0,85
Noroeste da Australia Microssatelites (18 loci) Fst=0,010 (p < 0,05)
(59) Anélise Bayesiana: 3 clusters (I, 11, 111)
Sudoeste da Austrlia H =58
. (37) h =0,997
Williams et al. (2015) _Istlpmpax Austrélia Ocidental 7 =0,032
indica (1 . S .
(29) Sequenciamento D-loop Analises filogenéticas: 3 clados altamente divergentes
Golfo de Carpentaria (603 ph) ®st = 0,000 - 0,013 (p > 0,09)
a7 P *Qs marcadores mostraram resultados distintos, indicando uma transicao histérica de ndo-
Taiwan (40) estruturagdo para estruturagdo pop.
*A heterogeneidade genética pode estar relacionada a filopatria reprodutiva.
*Q gerenciamento deve ser feito como trés estoques diferentes.
H=179
h =0,998 — 1,000
7=0,01-0,013
Chen et al. (2016) Makaira I?acifico (150) Sequenciamento D-loope &gt (par-a-par) = 0,0318 — 0,0918 (p < 0,0001)
' nigricans Indico (33) citocromo b (2045 pb) Mismatch: expansdo demografica (= 300 e 650 mil anos atras).

*Estoque distintos entre Pacifico e indico Oriental. A alta variacio genética sugere
existéncia de haplétipos Unicos que sdo vulneraveis a altos niveis de captura e podem
desaparecer.
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H=7-58
, h =0,902 - 1,000
'(\:"(f‘lziﬁqtga?zgl) % = 0,0062 — 0,0082
Rubio-Castro et al. Istiophorus Sequenciamento D-loop ®st = 10,0061 (p = 0,029)
Acapulco (60) ~ RO - "
(2016) platypterus (530 pb) Correlacéo entre distancia geografica e genética.
Oaxaca (74) . ) . - ~ . . . .
Equador (7) Mismatch: copdl_zente com cenario de~expansao pqpulacmnal (= 80 a 250 mil anos atras).
*A pesar dos insights sobre estruturacdo pop., as diferencas detectadas foram pequenas,
portanto, mais estudos sdo necessarios para sustentar decisdes de gerenciamento.
EUA (263) H =242
Caribe (40) Sequenciamento D-loop h=0,99
Golfo do México (49) (875 pb) 7 =0,031
Atlantico Ocidental ®st =0,00190 (p = 0,614)
Mamoozadeh etal. -\ ajikia albida ~ Central (55) AT3

(2018)

Atlantico Ocidental Sul

Ar=9,96 - 10,39

(39) ) ] Microssatélites (24 loci) EHW: em equilibrio
Atléntico Oriental Fsr = 0,00009 (p = 0,525)
Norte (33) *QOs resultados sdo consistentes com a existéncia de um (nico estoque no ATL.
Ar=1,463 - 1,501
Ho = 0,144 - 0,304
Mamoozadeh, indico (46) He = 0,147 - 0,204
McDowell e Graves  Kajikia audax o cci 0 (199) SNPs (3.916 loci) Fsr=0.0169 - 0.0836 (p = 0,000) i
(2018) *Foram identificadas 5 pops. geneticamente distintas: Indico Ocidental, Oceania, Pacifico
Oriental Central, Pacifico Norte (2 pops.).
*Ainda sdo necessarias pesquisas adicionais. Dados ndo conclusivos.
5 grandes grupos: indico Ocidental; indico Oriental; Pacifico Sul Ocidental; Pacifico
Norte; Pacifico Centro-Oriental.
EHW: todos os loci em equilibrio.
He = 0,148 — 0,199
o Ho = 0,143 - 0,293
Indico (46) _ .
Mamoozadeh, Graves i audax  Pacifico (199) SNPs (4.206 loci) Fis =-0,404 — 0,068

and McDowell (2019)

Fst (por localizagdo) = 0,0137 — 0,0819 (p < 0,001)

Fst (temporal) = 0,0029 (p = 0,002); 0,0042 (p = 0,000)

Os SNPs também foram eficientes em atribuir individuos as populagdes de origem.

*Os resultados valiosos para melhorar estratégias de conservacdo e manejo para a espécie.
Trabalhos com amostragens ainda mais representativas sdo necessarios para identificar
limites regionais dos estogues e se os limites sdo sazonalmente dindmicos.
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A=2-18
PAC: Microssatélites (17 loci) He =0,03-0,97
Pacifico Centro- Fst = -0,0038 — 0,0008 (p > 0,05)
- Makaira Oriental (44) Fst = 0,003 (p > 0,05)
Williams et al. (2020) nigricans Mar de Corais (30) Anaélise Bayesiana: K = 1 (ambos marcadores)
China (12) SNPs (6204 loci) *A auséncia de diferenciacdo genética suporta o gerenciamento de apenas um estoque de

agulhdo-azul no Pacifico. Para melhor entender as dindmicas populacionais da espécie séo
necessarios estudos mais abrangentes.
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ANEXOS

Anexo A. Documento para autorizacdo de acesso da aluna Suhaila K. K. Jaser no setor de distribuicdo de
pescado da CEAGESP.

A Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais de Séo Paulo
G Av. Dr. Gastdo Vidigal, 1946

05316-900 - Vila Leopoldina - Sdo Paulo - SP

Oficio n® 169/2017/DEPEC Séo Paulo, 02 de margo de 2017.

A

Universidade de Mogi das Cruzes - UMC

A/C: Prof. Dr. Alexandre Wagner Silva Hilsdorf
Laboratério de Genética de Organismos
Aquaticos e Aquicultura - LAGOAA

Av. Dr. Candido Xavier de Almeida Souza, 200
08780-911 — Mogi das Cruzes - SP

Assunto: Autorizagdo de acesso ao Setor de Pescados da aluna Suhaila Karim Khalil
Jaser para realizagdo de coleta de amostras e analise genética de agulhdes e
espadartes, com a supervisio dos trabalhos pela equipe de inspegdo da
COVISA coordenada pela Dra. Andréa Barbosa Boanova.

Prezado Senhor,

Em atengdo ao requerido na correspondéncia protocolada sob n® 333 em 13 de fevereiro de
2017, informamos, respaldado por parecer operacional da area do Frigorifico de Sao Paulo, o
deferimento do pedido supracitado.

Atenciosamente,

a R
V. o N
v 4

Pedro Horta
Gerente do DEPEC
Dep de Entrep: da Capital

c.c.: FRISP
PH/NWR clara

OM-P-057
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Commission for the Congervation of Atlantic Tunas (ICCAT ) recommends the use of
motecular tools to identify billfish at the species-level to properly manage this imperiled
group. In this study, swordfish and billfish species-specific identification was camed
out by using PCR-RFLP and multiplex PCR. Samples were obtained during landings of
the tuna flest at the Public Fisheries Port of Santos (PFPS) and in the General
Warehouse Company of 580 Paulo (CEAGESP). A total of 87 samples from PFPS
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were sequenced and identified as X gladius . These findings demonstrate that
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traded in CEAGESP. Once Brazil is an ICCAT signatory country, we advocate for
onboard and landings continuous monitoring using molecular identification tools in
accordance with ICCAT recommendations. Thus, we provided evidence that DMA-
based methods are efficient in overcoming the billish misidentification in Atlantic .
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