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Resumo

Os atuns, bonitos e cavalas s3o peixes marinhos pelagicos distribuidos em todos
0s oceanos tropicais e subtropicais do mundo. Sdo frequentemente capturados e
comercializados ao longo de toda sua area de distribuicdo sendo as oito espécies do
género Thunnus as de maior valor comercial. A correta identificagdo das espécies, assim
como a delimitacdo de suas populacdes sdo de muita importancia na pesca, permitindo a
tomada de melhores decisdes sobre politicas pesqueiras e conservacdo. Os resultados
sdo discutidos em dois capitulos, o primeiro baseado na identificagdo das espécies
dentro da familia Scombridae e o segundo testando analises populacionais em duas
espécies de atuns Thunnus obesus e Katsuwonus pelamis, frequentemente capturados no
Brasil e Peru. Para isto testamos a eficiéncia da metodologia do DNA barcode ¢ a
amplificacdo da regido controle na identificagdo das espécies pertencentes a familia
Scombridae, com énfases no género Thunnus, e a identificagdo e separacdo das
populacdes dos dois atuns. Vinte espécies foram analisadas com o COI (648 espécimes)
e dezoito com o D-loop (313 espécimes). Para a primeira parte do estudo, o gene COI
discriminou 66% das espécies analisadas, mas as pertencentes ao género Thunnus nao
puderam ser separadas, diferente dos resultados encontrados no D-loop onde todas as
espécies foram adequadamente separadas, sendo uma ferramenta eficiente para a
identificagdo das espécies da familia Scombridae, incluindo o género Thunnus. Nas
analises populacionais (segundo capitulo) com o uso do D-loop foi possivel identificar
duas populagdes de T. obesus (Pacifico e Atlantico), com um valor alto de Fst,
fortemente estruturado e estatisticamente significativo e também de duas populagdes de
Katsuwomus pelamis (clado I e clado II) mas nesse segundo caso nao foi verificada um

isolamento geografico das populagdes.



Abstract

Tunas, bonitos and mackerels are marine pelagic fishes distributed in the tropical
and subtropical oceans of the world. They are highly captured and traded throughout
their distribution area being the eight species of the genus Thunnus those with higher
commercial value. Correct species identification in fisheries is needed to take better
conservation measures and efficient fisheries management. The results are discussed in
two chapters, the first based on the identification of the species within the family
Scombridaec and the second testing population analysis in two species of tuna
Katsuwonus pelamis and Thunnus obesus, offen captured in Brazil and Peru. For this,
test the efficiency of the DNA barcode methology and amplification of the control
region of species of the Scombridae family, with emphasis in the genus Thunnus, and
the identification and separation of the populations of two tuna. Twenty species were
analyzed with the COI (648 specimens) and eighteen with the D-loop (313 specimens).
For the first part of the study, the COI gene discriminated 66% of the analyzed species,
but those belonging to the genus Thunnus could not be separated, unlike the results
found in the D-loop in which all species were properly separated and powerful tool for
species identification of the Scombridae family, including genus Thunnus. In the
population analysis (second chapter) using the D-loop was possible to identify two
populations of T. obesus (Pacific and Atlantic), with a high value of Fst, highly
structured and statistically significant and also of two populations of K.pelamis (clade I
and clade II), but in this second case has not been verified a geographical isolation of

populations.



Sumario

INtrOdUGAD. .. 1

Capitulo I - DNA barcode of tunas and allied species (Teleostei: Scombridae) in South
America: effectiveness and Imitations..............ooviiiiiiiiiiiiiii i, 24

Capitulo II - Analises filogeograficos e estrutura genética populacional do atum patudo,
Thunnus obesus, e do bonito listrado, Katsuwonus pelamis (Scombridae: Thunnini) na
COSta DIasileira € PETUANA.........eeeuieeeiieeriieesteeesteeesteeestaeeetaeeesseeesseeessseeesseeessseeennsseenns 47

R CIENCIAS oo, 71



1 INTRODUCAO
1.1 Informacao geral dos tunideos

Dois ter¢os do nosso planeta sdo cobertos por dgua e grande parte desse ambiente
fornece suporte para a vida dos peixes, que correspondem a cerca de 50% dos vertebrados
(Nelson, 2006). Os peixes apresentam uma grande capacidade de adaptacdo biologica a
diferentes condigdes ambientais. Neste processo podemos observar as mais diversas
especializacdes de morfologia, fisiologia e comportamento (Purdom, 1993).

Os peixes, como alimento, constituem uma das principais fontes de proteinas de alta
qualidade que o homem necessita para sua alimentagdo. Nao s6 proporcionando uma ampla
variedade de produtos alimenticios para consumo humano, mas também sendo empregados na
produgdo animal, para a obtencdo de produtos de valor medicinal e de outros produtos
(Fernandez et al., 1991).

A pesca e a aqiiicultura constituem um dos segmentos agropecudrios mais importantes
a nivel mundial, tendo em vista que o comércio internacional de pescado movimenta mais de
70 bilhdes de dolares por ano. Também ¢ considerada uma das atividades econdmicas mais
promissoras, por causa da tendéncia das pessoas substituirem o consumo de carnes vermelhas
pelos produtos pesqueiros. O consumo per capita de pescado no mundo tem aumentado de
9.9 kg na década dos 60 ate 19,2 kg no ano 2012 (Food and Agriculture Organization - FAO,
2014), porém, estima-se que alcance um valor médio de 22,5 kg até 2030, o que vai gerar uma
demanda adicional de 100 milhdes de toneladas de pescado (FAO, 2009). A pesca e a
aquicultura ¢ uma fonte ndo sé de saude, mas também de riqueza, a quantidade de empregos
vinculados a esta drea tem crecido rapidamente generando decenas de milhdes de empregos
que beneficia direta e indiretamente a mais de centos de milhdes de pessoas (FAO, 2014). No
ano 2011 consumiu-se 131 milhdes de toneladas de pescado no mundo inteiro, com um
incremento da producdo de pescado de 3,2% anualmente superando por enquanto ao 1,7% do

crecimento da populagdao mundial (FAO, 2012).
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Dentro dos peixes capturados para o consumo fresco e processados destacam-se as
espécies pertencentes a tribo Thunnini, muitos deles denominados “atuns”. Os atuns
constituem um importante recurso pesqueiro mundial sendo um dos grupos mais
representativos dentro da industria alimenticia, na produgdo de enlatados de peixes (Joseph,
2003). A FAO (2014) registrou uma captura total de atuns e afins de sete milhdes de
toneladas, convertindo-se num novo recorde de captura. As principais espécies oferecidas no
mercado sdo o bonito listrado (Katsuwonus pelamis), o atum de nadadeira amarela (Thunnus
albacares), o bigeye (T. obesus), o albacora (T. alalunga), o atum azul do norte (T. thynnus) e
o atum azul do sul (T. maccoyii) (Pillai ¢ Satheeshkumar, 2012).

Os atuns s3o peixes de grande valor econdmico como, por exemplo, o atum de
nadadeira azul, que na metade dos anos 1970 custava em torno de 10.000 até 35.000 ddlares a
unidade. Em janeiro de 2001 um espécime destes custava em media 175.000 ddlares em
Tokio, Japao (Block et al., 2001). No ano de 2014, um atum nadadeira azul de 230 kilos foi

leiloado no Japao por 166 mil reais.

1.2 Biologia dos atuns

Os atuns sdo peixes teledsteos de grande voracidade (Collette, 1995) sendo
considerados "ndmades do mar" pelas grandes migracdes anuais e pela ampla distribui¢do por
quase todos 0os mares e oceanos; em aguas tropicais, subtropicais, temperadas e frias, podendo
habitar regides costeiras e oceanicas do mundo (Lassen, 1989), razdo pela qual os cardumes
podem ser explorados em varios paises distribuidos pelos oceanos Pacifico, Indico e Atlantico
(Hazin, 2007). Gragas a esta caracteristica de migrar por quase todo o planeta, os atuns se
encontram entre os alimentos de maior consumo, pesca e elaboragdo de produtos
relacionados, a nivel mundial (Lassen, 1989), sendo também bastante apreciados pelos

consumidores quando servidos como “sashimi” (Ruiz-Capillas e Moral, 2005).

2|Pagina



Estes peixes formam grandes cardumes, por causa da alta taxa de reprodugdo e de
crescimento, tanto em comprimento quanto em peso (Collete, 1995). Costumam realizar
amplos movimentos horizontais e verticais, na busca por temperaturas que variam de 18 a
31°C. Sao peixes oportunistas, alimentando-se de peixes, cefalopodos e crustaceos (Bertrand
et al.,, 2002). Possuem um sistema circulatorio peculiar, pois conseguem realizar uma
eficiente troca de calor com o meio, a ponto de conseguir elevar a temperatura corporal acima
daquela registrada na agua (Bril et al., 2005).

Os tunideos tém o corpo fusiforme e robusto. O dorso de cor azul escuro, muitas vezes
com desenhos, a parte lateral e o ventre prateado podendo apresentar ondas, pontos e linhas
escuras. Apresentam duas nadadeiras dorsais, uma nadadeira anal, um par de nadadeiras
peitorais, um par de nadadeiras ventrais e uma nadadeira caudal em forma semilunar.
Também contam com uma serie dorsal e outra ventral de pinulas (pequenas nadadeiras)

(Belmonte et al., 2007).

1.3 Exploracées pesqueiras do atum

As escavagdes arqueologicas mostram que a pesca de atuns sdo registradas desde pelo
menos o sétimo milénio A.C. no mar Mediterraneo (Desse e Desse-Berset, 1994). Em torno
de 100 areas pesqueiras onde eram perseguidos tunideos, bonitos e sardinhas foram
estabelecidas pelos fenicios, e mais tarde pelos romanos em torno do mar Mediterraneo
ocidental (Farrugio 1981; Mather et al., 1995; Doumenge, 1998).

Na atualidade, os atuns sdo capturados por barcos atuneiros em aproximadamente 70
paises costeiros e ilhas do mundo. Paises como Japao e Estados Unidos sdo responsaveis por
mais de 50% de todas as capturas realizadas no mundo (Joseph et al., 1994).

A produc¢do mundial da pesca dos tunideos vem aumentando com os anos de 0,6
milhdes de toneladas na década de 1950 até mais de sete milhdes nos dias de hoje (FAO,

2014). No oceano Atlantico, atualmente, sdo capturados cerca de 600 mil toneladas de atuns
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por ano, correspondendo a um valor da ordem de US$ 4 bilhdes. A participagao brasileira
nesse total tem uma producdo proéxima a 40 mil toneladas, o que representa cerca de 7% do
total capturado (Hazin et al., 2009).

No sudeste e sul do Brasil sdo capturadas especialmente as espécies Thunnus
albacares (albacora de laje), T. alalunga (albacora branca) e T. obesus (albacora bandolin)
(Santos et al., 2010) e as espécies de menor valor comercial, como os Euthynnus spp.
(bacoretes e barrilete negro) ou o atum de nadadeira negra (T. atlanticus) (Belmonte et al.,
2007).

Os recursos pesqueiros oceanicos apresentam uma série de vantagens comparativas,
em relagdo aos recursos costeiros, entre os quais se podem destacar:

o Grande proximidade das principais areas de pesca, no caso do Brasil.

. Algumas espécies capturadas, como as albacoras (Thunnus albacares), apresentam
alto valor comercial para a exportagdo, constituindo-se em importante fonte de renda para o
pais.

. Outras espécies, também presentes nas capturas, como o0s tubardes, embora
apresentem preco relativamente baixo, possuem excelente valor nutritivo, representando

importante fonte de proteina para a populagdo de baixa renda.

o Ampla distribuicdo.

. Elevado peso individual (exemplares de algumas espécies, como o espadarte, chegam
a pesar mais de 400 kg).

. Biomassa elevada.

A realidade ¢ que os peixes sdo uma fonte importante de alimento para muitos paises,
e poderiam sé-lo por muito tempo. Segundo a FAO (2007), “a rapida extensdao da aqiiicultura
e a sobre exploragdo de muitas industrias pesqueiras tém criado condi¢des onde o uso
irresponsavel dos recursos naturais pode resultar em impactos ambientais e sociais adversos,

conflitos entre setores e uma nao sustentabilidade dos recursos (Oliveira et al., 2009).
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Por tal motivo no caso dos atuns e outras espécies altamente migratorias foi preciso
estabelecer medidas de ordenag@o e conservacdo que permitam a todos os paises aproveitar
dos mesmos recursos sem sobre-explorar as populagdes (Ramirez-Lopez e Estrada, 2008),
sendo criadas algumas institui¢des encarregadas de proteger estes recursos. Para o oceano
Atlantico existe a Comissdo Internacional para a conservacdo do Atum Atlantico (ICCAT)
criada em 14 de maio de 1966 no Rio de Janeiro e que entrou em vigéncia em 1968. O Brasil
e mais 45 paises foram signatarios dessa comissdo e sdo responsaveis pela coleta, analise e
apresentacdo dos dados referentes as capturas e esfor¢co de pesca de sua area de atuagdo,
determinando as condi¢des do estoque, objetivando conservar as espécies para as futuras

geracdes (Hazin e Travassos, 2007).

1.4 Informacdes da familia Scombridae

Scombridae ¢ uma familia de peixes marinhos epipelagicos, composta por 15 géneros
e 51 espécies (Eschemeyer, 2014), apresentando duas subfamilias, Gasterochismatinae que
possui somente a espécie Gasterochisma melampus e Scombrinae que se divide atualmente
em quatro tribos, Scombrini, Scomberomorini, Sardini e Thunnini, sendo estas muito
importantes dentro da industria alimenticia, mais especificamente relacionada com a
elaboragdo dos produtos enlatados (Belmonte et al., 2007).

Os atuns pertencem a tribo Thunnini que compreende 14 espécies e quatro géneros:
Thunnus, Euthynnus, Katsuwonus e Auxis. As espécies de maior valor comercial pertencem ao
género Thunnus, que ¢ formado por oito espécies distribuidas por todo o mundo. Nos tltimos
anos também se tem adicionado o género Allothunnus que possui somente a espécie
Allothunnus fallai Serventy, 1948 (Belmonte et al., 2007). Sdo espécies de distribuigdo
mundial, sendo que sdo encontradas na costa brasileira 11 espécies da tribo Thunnini
(Katsuwonus pelamis, Euthynnus alletteratus, Euthynnus affinis, Auxis rochei rochei, Auxis

thazard thazard, Allothunnus fallai, Thunnus obesus, Thunnus alalunga, Thunnus maccoyii,
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Thunnus thynnus, Thunnus albacares e Thunnus atlanticus) (Eschemeyer, 2014).

Ainda dentro da tribo Thunnini destacam-se a albacora bandolim (Thunnus obesus), a
albacora laje (Thunnus albacares), o bonito de barriga listrada (Katsuvwonus pelamis), a
albacora branca (Thunnus alalunga) e a albacora azul (Thunnus thynnus). Sendo que somente
essas cinco espécies representam cerca de 80% das capturas mundiais dos tunideos (Bril et
al., 2005).

Outras espécies de Scombrideos sdo também bastante capturados e comercializados
servindo como alimento ou para fins recreativos. Dentro os mais conhecidos estdo os bonitos,
as cavalas e as serras, estas sdo de carater mais neritico e vivem nas plataformas, préximo de
ilhas e arquipélagos e ndo migram pelos oceanos (Belmonte et al., 2007) sendo muitas vezes
capturados e comercializados como atuns verdadeiros, estas espécies pertencem a tribo
Scomberomorini, Scombrini e Sardini. A tribo Sardini apresenta oito espécies distribuidas em
quatro géneros, sendo Sarda sarda a unica espécie que ocorre no Brasil (Eschemeyer, 2014).
A tribo Scombrini esta constituida por dois géneros Scomber ¢ Rastrelliger com dois e trés
espécies, respectivamente, e a tribo Scomberomorini apresenta trés géneros sendo o género
Scomberomorus o que apresenta a maior quantidade de espécies (18), Acanthocybium (1) e
Grammatorcynus (2) (Eschemeyer, 2014). No Brasil ocorrem trés espécies do género
Scomberomorus sendo a S. brasiliensis e a S. cavalla as espécies de maior importincia
comercial, ndo unicamente no Brasil, mas também em outros paises onde esta espécie ocorre
como na Trinidad e Tobago ¢ na Venezuela (Hodgkinson-Clarke, 1990; Gold et al., 2010).
Scomberomorus brasiliensis encontra se nas regides mais costeiras, comuns em costdes, ilhas
e praias abertas. Possui vasta distribuicdo geografica, se estende desde o Caribe e costa
atlantica das Américas Central e do Sul, entre os limites de 20° N até 30° S, podendo ser
encontrado desde Belize até o Rio Grande do Sul, no Brasil (Carvalho- Filho, 1999). Habita a

zona epipelagica sendo considerada uma espécie neritica (Fonteles-Filho, 1989). No nordeste
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do Brasil, S. brasiliensis representa uma importante parte da atividade pesqueira (Fonteles-

Filho, 1988), sobretudo no estado de Maranhao.

1.5 Estrutura e variabilidade populacional

Para o setor pesqueiro, a identificacdo ¢ manutencao de estoques diferenciados sao
fundamentais pela sua relacao direta com a produtividade total e uso sustentavel dos recursos
(Carvalho e Hauser, 1994). Quando os membros de uma populagao de peixes sao segregados
em varios estoques reprodutivos, a freqiiéncia dos alelos, identificada com auxilio de
marcadores genéticos, sofre uma flutuacdo genética. A variacdo na freqiiéncia dos genes
reflete a magnitude do isolamento reprodutivo entre esses estoques. Assim, a diferenga na
freqliéncia dos genes entre amostras geograficas pode ser usada para estimar indiretamente
padrdes de fluxo génico e, portanto, a estrutura genética do estoque (Heist, 2005).

A conservagdo da variabilidade genética ¢ um dos objetivos basicos para programas de
controle e conservacdo de espécies em perigo de extingdo (Lacy e Lindenmayer, 1995). Essa
questdo ¢ especificamente relevante no ambiente marinho, onde as barreiras fisicas parecem
ser menos efetivas (Avise, 1994; Palumbi, 1994), sugerindo uma tendéncia a homogeneizacao
genética (Ward, 1995; Levy e Cassano, 1994). Contudo, a premissa erronea de que
populagdes marinhas sdo geneticamente uniformes pode estimular a sobre-exploragdo, reduzir
ainda mais os niveis de variabilidade, diminuir a produgdo comercial total e eliminar estoques
locais (Kuusipalo, 1999).

Segundo Haig (1998), os métodos de conservacdo devem ser adotados com base na
estrutura das populagdes. Se uma populacdo ¢ estruturada, sua diversidade deve ser
localmente conservada visto que j4 devem existir adaptagdes locais que seriam perdidas se
esta populagdo fosse misturada com individuos de outras populagdes. No entanto, se a
populacdo ¢ homogénea em todos os pontos de sua distribui¢do, entdo se pode optar por

concentrar os esforcos de protecdo desta espécie em uma determinada area e utilizar estes

7|Péagina



espécimes como fonte de individuos para re-colonizagdo de outras dreas mais impactadas,
quando houver necessidade.

Conforme Camhi et al. (1998) na exploragdo pesqueira é freqiiente que populagdes de
espécies com caracteristicas muito proéximas, incluindo a biologia e a forma, sejam exploradas
em conjunto, € ocupem a mesma area geografica durante a maior parte de seus ciclos vitais.
Embora apresentem grandes semelhancgas, cada uma apresenta tolerancias distintas aos fatores
do meio ambiente, com propriedades essenciais entre os membros de cada taxon. Para
evidenciar diferencas entre os tadxons (espécies, populacdes) € necessario primeiramente
determinar o seu status especifico. A falta de distingdo entre os taxons leva a avaliagdes
erroneas de biomassa exploraveis, gerando risco de sobre-exploragao (Cambhi et al., 1998).

A identificagdo das espécies que compde um recurso pesqueiro € imperativa nao
somente pela importancia cientifica que por si s6 representa, mas também do ponto de vista
da gestdo do recurso, ja que espécies possuem caracteristicas biologicas diferentes como,
fecundidade, taxa de crescimento, tamanho de maturidade e outras caracteristicas
populacionais importantes (Lessa, 1986). A informagdo sobre a estrutura de um stock que se
encontra baixo uma pressdo intensa de pesca ¢ requerida para um efetivo manejo e
sustentailidade do limite de captura da especie. Conhecer a estrutura exata de uma populacao
¢ fundamental na gestdo de pesca, ja que populagdes diferentes podem possuir novas
caracteristicas geneticas, fisiologicas, comportamentais que podem ter um efeito sobre as
caracteristicas do ciclo de vida (Stepien, 1995). Por todo o mencionado existe uma
necessidade urgente do uso de ferramentas genéticas para identificar a estrutura das
populagdes para permitir uma gestao eficaz dos estoques (Waples et al., 2008). Resultados
erroneos podem ser produzidos, se considerarmos diversas populacdes isoladas ou espécies

distintas como uma unica populagao.
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1.6 Marcadores mitocondriais

Os padroes de DNA vém sendo potencialmente reconhecidos como importantes em
estudos de linhagens comerciais de peixes (Ferris e Berg, 1987; Toledo Filho et al., 1992),
fornecendo instrumentos de investigagdo que tornam possivel distinguir populagdes
geograficas com grande eficiéncia através da identificagdo de haplotipos (Bermingham e
Martin, 1998; Kotlik e Berrebi, 2002; Patarnello et al., 2003; Falk et al., 2003; Perdices et al.,
2004; Strecker et al., 2004; Wang et al., 2004; Kartavtsev et al., 2006), na identificacdo de
espécies (Machida e Tsuda, 2010), analises de stock estruturados e misturados, e identificagao
de hibridos (Thangaraj e Lipton, 2010). E em outros organismos também ¢é crescente o
numero de trabalhos (Souza et al., 2003; Ludt et al., 2004; Jesus et al., 2005; Li et al., 2005;
Leaché e Mulcahy, 2007; Schultz et al., 2008). Com base na distribui¢do geografica dos
haplotipos de DNA mitocondrial e no grau de divergéncia de seqiiéncias entre eles, Avise
(2000) propde e discutem os organismos em relacdo a categorias filogeograficas que podem
caracterizar areas de ocupacao, distribuicdo de populagdes, existéncia de barreiras ao fluxo
génico ou extingdo de gendtipos intermediarios, ocorréncia de zonas hibridas, taxas de
migracado e inferéncias cladisticas.

Em peixes, sdo varios os exemplos da utilizagdo de haplotipos de mtDNA na
resolugdo de problemas populacionais (Bermingham e Martin, 1998; Falk et al., 2003;
Perdices et al., 2004; Cortey et al., 2004; Perdices et al., 2005; Santos et al., 2007; Dodson
et al., 2007; Zemlak et al., 2008). Em outros organismos também ¢ crescente o nimero de
trabalhos (Souza et al., 2003; Ludt et al., 2004; Jesus et al., 2005; Li et al., 2005; Leaché e
Mulcahy, 2007; Schultz et al., 2008) e em animais marinhos se tém utilizado os padrdes de
diferenciagdo genética também na determinagdo de regides de bergarios e na caracterizagao
de filopatria em diversas espécies, inclusive entre tubardes (Palumbi e Baker, 1994; Pardini

etal., 2001; Feldheim et al., 2002; Schrey e Heist, 2003).
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Entre os marcadores genéticos, principalmente usados na atualidade temos os
microssatélites € 0 DNA mitocondrial (mtDNA) que tém sido amplamente empregados no
estudo de populagdes de peixes com inferéncia sobre relagdes filogenéticas, estudo de padroes
de migragdo, identificagdo genética de espécies, filogeografia, estrutura da populacio,
conservagdo e manejo de espécies, diferenciagdo de estoques cultivados, evidéncias de
introgressdo genética, sistemas reprodutivos e efeitos de fragmentacdo de ambientes entre
taxa relacionados (Heist e Gold, 1999; Farias et al., 2001; Hoarau et al., 2002; Koskinen et
al., 2002; Triantafyllidis et al., 2002a; Triantafyllidis et al., 2002b; Dunn, McEachran e
Honneycut, 2003; Hsieh et al., 2005; Keeney et al., 2005; Laikre et al., 2005; Duncan et al.,
2006; Keeney e Heist, 2006; Maes et al., 2006; Dosay-Akbulut, 2008).

Haplotipos de mtDNA vem sendo, nos ultimos anos, utilizados intensamente nas
pesquisas em genética de peixes para a resolugdo de problemas populacionais (Patarnello et
al., 2003; Falk et al., 2003; Perdices et al., 2004; Strecker et al., 2004; Wang et al., 2004;
Mendonga et al., 2009; Cardoso e Montoya-Burgos, 2009), em Scombrideos (Martinez e
Zardoya, 2005; Theisen et al., 2008; Dammannagoda et al., 2008; Chiang et al., 2008; Wu et
al., 2009; Saxton, 2009; Aires-Da-Silva e Maunder, 2011; Menezes et al., 2012; Kunal et al.,
2013). O mtDNA ¢ uma molécula simples encontrada em todas as células (Attardi, 1995).
Algumas espécies exibem mais de uma forma de mtDNA, condicdo conhecida como
heteroplasmia e presente também em peixes marinhos como os Chondrichthyes (Brown et al.,
1992; Ludwig et al., 2000; Grunwald et al., 2002).

O tamanho do genoma mitocondrial (mtDNA) ¢ bastante variavel, apresentando
valores em torno de 16 quilobases (kb) nos vertebrados e até¢ 570 kb em algumas espécies de
plantas (Lewin, 1994). A regido controle (alga-D ou D-loop), regido nio codificadora do
genoma mitocondrial, encontra-se localizada entre as regides codificadoras de dois RNAs

transportadores, o tRNA da prolina e o tRNA da fenilalanina e, devido ao grande nimero de
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sucessivas repetigdes, o comprimento deste fragmento varia consideravelmente entre os
peixes (Meyer, 1993).

A regido controle possui uma maior taxa de substituicdo de bases em relagdo as outras
regides do mtDNA e do DNA nuclear (Meyer, 1993). Provavelmente devido a sua alta taxa de
evolucdo, que ¢ de duas a cinco vezes maior de que os genes mitocondriais codificadores de
proteinas, e por ndo codificar nenhuma proteina ou outro produto funcional, a regido controle
varia bastante em comprimento, sendo a principal responsavel pela variacdo do comprimento
do genoma mitocondrial dos vertebrados.

O interesse no estudo do mtDNA estd baseado no fato de que esse genoma apresenta
uma série de particularidades importantes como sua heranga exclusivamente materna e sua
presenga nos organismos em numero haploide, o que impede (ou torna muito raros) os
eventos de recombinagdo. Além disso, possui um genoma compacto com estrutura e
organizagdo simples, auséncia de introns, pseudogenes e elementos transponiveis e alta taxa
de evolugdo (Lewin, 1994), o genoma mitocondrial ¢ muito mais eficiente do que os
marcadores nucleares devido a diferenga do tamanho efetivo da populagdo nestes dois

genomas (Machida e Tsuda, 2010).

1.7 Identificacdo molecular de espécie

Muitos conceitos de espécie foram propostos ao longo da historia, incluindo o
tipologico, morfoldgico, bioldgico, por isolamento reprodutivo, filogenético, etc. Ainda que
extensos debates sejam constantemente travados em relacdo aos diferentes conceitos de
espécie (De Queiroz, 2005; Waugh, 2007), do ponto de vista pratico, os taxonomistas sdo os
profissionais responsaveis pela caracterizagdo dessas entidades biologicas e sua classificagao,
tornando-as palpaveis e reconheciveis pela atribui¢do de um nome, erigido de acordo com os

codigos internacionais de nomenclatura (Kdhler et al., 2007).
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Essa atribuicdo de um nome ndo constitui uma simples aplicacdo de regras de
nomenclatura, mas sim na elaboracdo de uma hipotese, segundo a qual um determinado
conjunto de caracteres (usualmente morfoldgicos) ¢ capaz de identificar uma entidade
(espécie) com caracteristicas biologicas proprias e historias evolutivas independentes de
outras entidades biologicas similares. Essas hipdteses podem ser testadas de diversas maneiras
e, como todas as hipoteses, podem ser refutadas ou ndo. Adicionalmente, quando as
descri¢des de espécies sdo baseadas em uma ampla base de dados, elas se tornam hipoteses
cientificas interessantes, permitindo a elaboragdo de predicdes explicitas sobre os atributos
dos organismos (Lipscomb et al., 2003).

Os dados morfologicos foram, historicamente, os primeiros a serem utilizados na
identificacdo de espécies simplesmente pelo fato de que foram os primeiros disponiveis aos
pesquisadores que iniciaram a sistematiza¢do do conhecimento sobre os seres vivos. Com o
desenvolvimento de novos métodos de estudos, novas metodologias foram se tornando
disponiveis para o estudo da biodiversidade. H4 aproximadamente 30 anos, a analise de
sequéncias de genes de DNA ribossomico foi utilizada para investigar as relacdes evolutivas
em niveis superiores (Woese e Fox, 1977) e as pesquisas em mtDNA dominaram a
sistemdtica molecular no final da década de 70 e inicio da década de 80 (Avise, 1994) e hoje
constituem um dos principais sustentadores desse tipo de investigagcdo, com varias revistas
dedicadas exclusivamente a esse campo como: Molecular Phylogenetics and Evolution,
Molecular Biology and Evolution e Journal of Molecular Evolution. Entre os dados
moleculares utilizados em Taxonomia e Sistematica temos as andlises citogenéticas,
bioquimicas, as isozimas, dados imunologicos e, mais recentemente, as sequéncias de
nucleotideos (Hillis et al., 1996).

Muitas das espécies de tunideos sdo chamadas por nomes errados pela ma
identificagdo das espécies, por exemplo, as espécies Euthynnus pelamis, Euthynnus affinis,

Auxis rochei, Auxis thazard e Sarda orientalis, sdo popularmente chamadas nos paises que se
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encontram na costa do Oceano Pacifico, como “bonitos” e sdo comercializados como filé no
mercado sendo quase impossivel o reconhecimento da espécie (Wen-Feng et al., 2008). A
diferenca do que acontece nos paises da costa do Oceano Atlantico que algumas destas
espécies sao chamadas de “atuns”, mas empregando marcadores moleculares seria possivel
identificar essas espécies de tunideos (Wen-Feng et al., 2008).

Recentemente foi proposto que um curto segmento de cerca de 650 nucleotideos da
extremidade 5° do gene mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI) seria suficiente, em muitos
metazoarios, para identifica-los a nivel de espécie (Hebert et al., 2003a, 2003b). O uso dessa
metodologia, denominada DNA barcode, ganhou muita relevancia com a criagdo em 2004 do
Consortium for the BarCode of Life (CBOL) cuja meta ¢ a criagdo de um banco de dados de
codigos de barra, sequéncias parciais de DNA do gene COI, da biodiversidade global, com o
objetivo de facilitar o processo de automatizagdo da identificagdo das espécies (ver o sitio
www.barcoding.si.edu para maiores detalhes). Como pode ser observado na literatura, outros
segmentos génicos também tém sido sugeridos para esse mesmo fim, como o0s genes
mitocondriais 16S rRNA e Citocromo B (Vences et al., 2005) ou outros genes (Lahaye et al.,
2008), porém, por questdes de padronizagdo e pelo seu aparente melhor desempenho, o
CBOL adotou como sequéncia padrdo o fragmento citado do gene COI.

Essencialmente, o que os usuarios da metodologia de DNA barcode pretendem ¢
tornar possivel a atribui¢do de individuos a espécies e facilitar a descoberta e identificagdo de
novas espécies (Moritz e Cicero, 2004).

O desenvolvimento de ferramentas moleculares aplicados a identificagdo de espécies
tem se mostrado de grande importancia, sobretudo para a quantificacdo da exploragdo de
populagdes naturais, avaliagdo e fiscalizacdo do comércio de espécies sob protecao
governamental e ainda para a certificagdo de produtos processados, agregando valor a sua
comercializacdo. Trabalhos que visam a identificacdo genética de produtos oriundos da pesca

estdo sendo mais freqiientes na literatura, com alguns deles direcionados especificamente ao
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grupo dos tubardes (Sebastian et al., 2008; Blanco et al., 2008; Clarke et al., 2006; Shivji et
al., 2002).

Mesmo com os avang¢os nas ferramentas moleculares, muitas vezes torna-se
complicado a identificagdo de algumas espécies a nivel molecular. Acredita-se que a
hibridacdo natural ¢ mais comum nos peixes do que em qualquer outro grupo de vertebrados
(Campton, 1987), assim numerosos genes introgredidos t€ém sido reportados em peixes
(Smith, 1992).

As anélises genéticas e de biologia molecular nos scombrideos tém sido dificil pela
possivel ocorréncia neste grupo de explosdes de especiacao (Finnerty e Block, 1995), como
sugerem as andlises de reldgio molecular, caracterizando um baixo grau de diferenciagdo
alloenzimatica entre as espécies do género Thunnus sugerindo uma radiagdo recente deste
género, provavelmente dentro dos ultimos 2 milhdes de anos (Elliott ¢ Ward, 1995). Estes
fendmenos ndo sdo usuais na evolugdo e os scombrideos podem ser uma excegdo (Waits et
al., 1995).

Dentro dos tunideos, varias pesquisas desenvolvidas foram feitas em espécies dos
oceanos Pacifico e Indico onde sdo capturadas as maiores quantidades de atuns no mundo. As
relagdes filogenéticas do género Thunnus encontram-se bem estudadas atualmente. Na Figura
1 podemos observar um cladograma baseado em caracteres morfologicos e vemos que o
género Allothunnus tem sido colocado como o membro mais primitivo da tribo Thunnini,
enquanto o género Katsuwonus ¢é considerado o grupo irmao do género Thunnus (Collette e
Russo, 1985; Collete, 1999). Estudos com allozimas (Elliott ¢ Ward, 1995) e Citocromo B
(Block et al., 1993; Finnerty e Block, 1995) indicam um forte suporte molecular da monofilia
do género Thunnus que ¢ correspondente com os dados morfologicos. O género Allothunnus é

parte da tribo Thunnini e continuagdo da tribo Sardinni (Collette et al., 2001).
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Figura 1. Cladograma, com base em caracteres morfologicos, da familia Scombridae,

segundo Collete e Russo (1985).

2. Objetivos

Considerando a relevancia dos tunideos em um contexto ecoldgico e sua importancia
mundial como um recurso econdmico, além da urgente necessidade de medidas de
conservagao, este trabalho buscou desenvolver mecanismos de identificagdo molecular das
espécies da tribo Thunnini, auxiliando na sua caracteriza¢do taxondmica e fornecendo dados a
respeito da dindmica populacional das espécies desta tribo, utilizando marcadores moleculares
do DNA mitocondrial. Tais resultados deverdo servir para uma melhor identificagdo das
espécies, auxiliando nas estatisticas pesqueiras, na caracterizacdo das populacdes existentes e
na delimitacdo de areas prioritdrias para programas de conservagao € manejo.

Para o desenvolvimento do trabalho, sao listados os objetivos operacionais:
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e Auxiliar na identificagdo das espécies dos géneros Thunnus, Scomberomorus, Scomber,
Sarda, Acantocybium, Auxis, Euthynnus e Katsuwonus, utilizando sequéncias nucleotidicas
mitocondriais.

e Gerar subsidios para programas de manejo adequados e exploragdo sustentavel dos estoques

pesqueiros de espécies da tribo Thunnini do Atlantico.

3. Material e Métodos

As andlises genéticas do presente estudo foram desenvolvidas no Laboratorio de
Biologia e Genética de Peixes, Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias,

Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu.

3.1 Amostras coletadas

Foi amostrado um total de 648 individuos de Thunnus albacares, T. obesus, T.
alalunga, T. atlanticus, Scomberomorus brasiliensis, Scomberomorus regalis, Scomberomorus
cavalla, Scomber colias, Katsuwonus pelamis, Euthynnus alleteratus, Sarda sarda, Sarda
chiliensis, Sarda orientalis, Auxis thazard, Auxis rochei e Acantocybium solandri (Tabela 1 e

Figura 1 do manuscrito do capitulo I).

As identificagdes morfologicas foram realizadas seguindo chaves taxondmicas ou com
a ajuda de especialistas. Depois de catalogadas as amostras foram depositadas na Colecdo do
Laboratorio de Biologia e Genética (LBP), credenciada no Ministério do Meio Ambiente
como Fiel Depositaria de Amostras do Patriménio Genético. Para gerar sequéncias de
referéncia sdo analisados inicialmente exemplares obtidos inteiros e pelo menos um exemplar
de cada espécie foi mantido como voucher para estudos futuros. Mas, em alguns casos, 0s
exemplares ndo puderam ser armazenados devido ao enorme tamanho, porém foi registrado

fotografias para a identificagdo das espécies. As amostras foram coletadas por pesquisadores
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ou obtidas diretamente dos pescadores e o tecido muscular ou nadadeira foi preservado em
etanol 95% e mantido refrigerado até a chegada ao laboratorio, onde sdo mantidos em freezer

comuim.

3.2 Extracio e sequenciamento do DNA

Para a extragdo do DNA total foi utilizado pequenos fragmentos de tecido retirados de
nadadeiras ou tecido muscular, aplicando a metodologia de solugdo salina descrita por Aljanabi
et al. (1997), que dispensa o uso de substancias toxicas como fenol e cloroférmio, ou com
placa de fibra de vidro seguindo as intrug¢des do fabricante (Inanova et al., 2006).

Para a identificacdo molecular das espécies foi amplificado uma sequencia parcial do
gene mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI) de 650 pares de bases (pb), empregando os
primers: Fish F1 5°- TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC -3’ e Fish R1 5’- TAG
ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA -3’ descritos por Ward et al. (2005) e ja testados
com representantes de um grande nimero de ordens de peixes marinhos, conforme resultados
descritos no trabalho citado, e uma regido parcial da regido controle D-loop de 1044 pb
empregando os primers DLB 5’-AGC RYC GGT CTT GTA ATC CG-3 e DLA 5°-TCC YAC
CCC TAA CTC CCA AAG-3 (descritos no presente estudo).

3.2.1 Amplificacdo dos genes mitocondriais

Os processos utilizados na amplificacdo dos genes mitocondriais contém os seguintes

reagentes:

Tabela 1. Rea¢do empregando a PHT taq polimerase

Reagentes Volume

PHT 5U/ul 0,1 ul

Buffer 10X 2,50 ul

dNTP (2mM) 0,25 ul
Primer Forward (5uM) 0,50 pl
Primer Reverse (SuM) 0,50 pl
DNA Genomico (30ng/ul) 1,00 ul
Agua Milli-Q 7.69 ul
Volume Total 12,50 pl
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Levam-se os microtubos a um termociclador e realiza-se o seguinte programa:

Tabela 2. Programa de PCR do gene COI e D-loop

Passo Processo Temperatura Tempo

1 Desnaturagédo Inicial 94° C 4
2 Desnaturacido 94°C 30"
3 Anelamento 54°C 1
4 Extensao 72°C 2
5 Volta para o passo 2 28X
6 Extensdo Final 72°C 4’

3.2.2 Visualizacio do DNA amplificado em gel de agarose

Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1% (0,1g
de agarose/lml de tampao TAE 1X), corados com gelred (a trademark of Biotium). Os
produtos amplificados foram comparados com o ladder 1kb plus (Invitrogen™), para ver o
tamanho molecular das bandas, visualizadas no transiluminador e fotografadas com a camera

digital como se pode observar na Figura 2.

6500 e W v W

Figura 2. Gene COI, em gel de agarose a 1%. O ladder representado na primeira coluna.
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3.2.3 Purificacdo das Amostras Amplificadas

Apo6s checagem da amplificagdo, o produto de PCR passou por reagao de limpeza

através do kit ExoSap-IT® (USB Corporation) seguindo o seguinte procedimento:
Limpeza com Exosap I:

1: Em um tubo eppendorf prepara-se uma rea¢do contendo 5,0 ul do DNA amplificado
juntamente com 2,0 pl da solugdo de ExoSap I e leva-se para o termociclador para a

realizag¢do do seguinte programa:

Tabela 3. Programa de limpeza com Exosap L.

Passo Temperatura Tempo
1 37°C lh
2 80°C 15m

3.2.4 Reacao para PCR de Sequenciamento

Para a reagdo do PCR de sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye™ Terminator v
3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), como mostra a tabela 7. As
condi¢des dos ciclos de sequenciamento incluem denaturacgdo inicial a 96°C por 2 minutos,
seguida por 35 ciclos de denaturagdao a 96°C por 45 segundos, anelamento a 56°C por 1

minuto e extensdo a 72°C por 4 minutos.

Tabela 4. Reacdo para PCR de sequenciamento.

Reagente Volume

Big Dye™ Terminator 0,70 pl
Buffer do Big Dye™ Terminator 1,05 ul
Primer F e R (5pM) 0,70 pl
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DNA 1,00 pl
Agua Milli-Q 3,90 ul

Volume total 7,00 ul

2. Levam-se os eppendorfs a um termociclador e realiza-se o seguinte programa:

Tabela 5. Programa de PCR de sequenciamento.

Passo Processo Temperatura Tempo
1 Denaturacéo Inicial 94° C 3’
2 Denaturagao 94°C 30"
3 Anelamento 56°C I
4 Extensao 68°C 2
5 Volta para o passo 2 30X
6 Extensao Final 68°C 4’

3.2.5 Limpeza do PCR de Sequenciamento
1. Adiciona-se em cada tubo: 0.7 pul de EDTA (125mM);
2. Adiciona-se em cada tubo: 0.7 pl de Acetato de Sodio (3 M)
3. Homogeneizar e passar no spin brevemente;
4. Adicionar 17,5 ul de Etanol 100%;
5. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente;
6. Centrifuga-se por 15 min a 13000 rpm a 25°C;
7. Descartar o Etanol em papel toalha;
8. Adiciona-se 24,5 pul de Etanol 70% Gelado;
9. Centrifuga-se por 10":15" a 13000 rpm a 20°C;
10. Descartar o Etanol em papel toalha;

11. Repetir passo 8 a 10 ( lavagem com etanol 70%);
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12. Secar em termociclador por 2 minutos a 96°C sem tampa e com o termociclador
aberto;

13. Guarda-se os tubos, ja secos, no freezer a 4°C envolto em papel aluminio.

3.3 Sequenciamento do DNA

As sequéncias foram obtidas através de sequenciamento por capilaridade no
sequenciador ABI3130 (Perking-Elmer) do Laboratério de Biologia ¢ Genética de Peixes do
Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu e no
sequenciador ABI3730 (Perking-Elmer) do Laboratorio de bioinformatica do Instituto

FIOCRUZ em Belo Horizonte.

3.4 Obtencao de sequéncias consenso

As sequéncias obtidas do gene COI e o D-loop com os primers Forward ¢ Reverse
foram analizadas empregando o programa Geneious v.4.8.5 (Biomatters), onde as sequéncias
podem ser analisadas com a visualizagdo simultdnea do eletroferograma originario do
processo de sequenciamento automatico. Esse fato possibilita que as sequéncias consenso do
gene sejam obtidas com um grau de precisdo maior. Apds essa etapa, as sequéncias consenso
de cada individuo foram passadas para um editor de texto, nomeadas separadamente e salvas

em um unico arquivo em formato de texto (extensdo txt).

4. Alinhamento das sequéncias e Analise dos dados
4.1 Alinhamento das sequéncias e construcio das matrizes
As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas usando o programa MUSCLE
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html) (Edgar, 2004). Logo alinhadas manualmente

empregando o Bioedit (Hall, 1999).
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Duas matrizes foram construidas uma do gene COI de 652 pares de bases (pb) e outra
do D-loop de 1044 pb. Para a sequencia parcial do gene COI 257 pb (39,42%) foram variaveis
sendo desses 213 pb (32,67%) informativos para maxima parcimonia. Para a sequencia do D-
loop, 373 pb foram conservadas e 615 pb (58,90%) foram variaveis dos quais 533 pb
(51,05%) informativas para maxima parcimonia. A composi¢ao nucleotidica para o gene COI
foi 29,0% (T), 28,5% (C), 23,8 (A), 18,7 (G) e para o D-loop foi de 32,2% (T), 15,6% (C),
29,7% (A), 22,5% (G). O programa Mega v5.1 (Tamura et al., 2011) foi utilizado para
selecionar o modelo de substitui¢do nucleotidica (evolucdo genética) que melhor se ajustava
aos dados obtidos nas matrizes. O modelo de substituicdo de nucleotideos nos permite estimar
como ocorreram as mudangas entre as sequéncias ao longo do tempo. Os modelos de
substitui¢ao sugeridos pelo Mega para a matriz do gene COI é K2+G e para a matriz do D-
loop ¢ TN93+G. Para uma melhor estimacdo de nossos dados a matriz do COI foi
particionada considerando a posi¢do das bases nucleotidicas (lera, 2da e 3era posi¢do), os
melhores modelos de evolugdo obtidos para cada posicao foi K2, JC, JC respectivamente,
correspondendo as diferentes taxas mutacionais que cada posi¢ao apresenta, mais a matriz do
D-loop que nao foi particionada ja que este ndo ¢ uma regiao codificante de proteina.

As andlises filogenéticas foram efetuadas utilizando-se métodos de distancia por
Neighbour-joining, maxima verossimilhan¢a e méaxima parcimonia, que permitem o uso de
modelos de evolugdo diferentes no intuito de captar ao maximo as informagdes fornecidas
pela matriz de dados. Os diferentes protocolos de andlises foram usados, de maneira geral,

para nossas matrizes.

Método de distancia Neighbour-joining
As andlises filogenéticas baseadas por esse método foram realizadas com o programa
MEGA v.5.1 (Tamura et al., 2011). As filogenias obtidas foram testadas utilizando o método

de bootstrap, com 1000 réplicas (Felsenstein, 1985).
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Método de Méxima Verossimilhanca (ML)

As andlises de Méxima Verossimilhanga foram efetuadas mediante um rapido
algoritmo de bootstrap via estimagdo automatica das cadeias no programa RaxML
(Stamatakis A., 2006) como implementado no portal CIPRES v.1.15 (2010)

http://www.phylo.org/ , com 1000 pseudoreplicas, empregando o modelo evolutivo GTR.

Método de Maxima parcimonia (MP)

Foi efetuado atraves do PAUP (Swofford, 2002) empregando 1000 réplicas .

5. Resultados

Os resultados serdo mostrados nos seguintes capitulos:

1- DNA barcode of tunas and allied species (Teleostei: Scombridae) in South

America: effectiveness and limitations

2- Andlise filogeografica e estrutura genética populacional do atum patudo

(Thunnus obesus) e do bonito listrado (Katsuwonus pelamis) na costa

brasileira e peruana (Scombridae: Thunnini)
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DNA barcode of tunas and allied species (Teleostei: Scombridae) in South

America: effectiveness and limitations

Abstract

Tunas, bonitos and mackerels are marine pelagic fishes distributed in the tropical
and subtropical oceans of the world. They are highly captured and traded throughout
their distribution area being the eight species of the genus Thunnus those with higher
commercial value. Correct species identification in fisheries is needed to take better
conservation measures and efficient fisheries management. In recent decades the
methodology of DNA barcode has gained popularity, assisting in the difficult task of
species identifications. The cutoff limit (>2%) proposed for the species separation has
generated controversy, especially in those species where it is impossible to find a
"barcode gap" due to fast genetic evolution, genetic introgression and hybridization
processes. In this paper we test the efficiency of COI and D-loop in the separation and
identification of the Scombridae species, with emphasis on Thunnus. Twenty fish
species were analyzed with COI (648 specimens) and eighteen with D-loop (313
specimens). The COI discriminated 66% of the species analyzed, showing two
independent linegaes within Sarda, but the species of Thunnus were not separated. D-
loop was efficient in the separation of all species tested with the congeneric average
distance of 3.3% being this value 15 times the average found by the COI (0.22%),
becoming a powerful tool for molecular indentification of Scombridae, particularlly of

Thunnus.

Keywords: DNA barcode, molecular identification, mtDNA, biodiversity, fisheries

24 |Pagina



Introduction

Fishes are a morphologically diverse group of vertebrates with high morphologic
plasticity (Victor et al. 2009; Becker et al. 2011; Zhang & Hanner 2012). Thus, the
identification of fish species is difficult and in many cases almost impossible when we
relied solely on morphological characters, because many of them are restrictilly applied
or have extense sobreposition (Valentini et al. 2009; Becker et al. 2011). On the other
hand, the recognition of fish species is not only of interest of taxonomists and
systematists, but it is also very important in studies of natural history, ecology,
conservation, fisheries management, dispersal patterns of eggs and larvae, estimation of
recruitment and spawning areas and authentication of food products (Rasmussen et al.

2009; Victor et al. 2009).

Hebert et al. (2003 a,b) proposed that 650 bp of the 5' end of the cytochrome
oxidase subunit I (COI) could be enough to differentiate all or at least the vast majority
of animal species, such as a global bioidentification system, called DNA barcode. In the
last decade, methodologies based on DNA barcode have becoming very popular (Ward
et al. 2009). This new technique has accelerated the rate of discovery of species, rapidly
allowing taxonomists, highlighting divergent taxa that may represent new species
(Herbert et al. 2003; Stoeckle 2003; Dayrat 2005; Hebert & Ryan 2005; Savolainen et
al. 2005; Mitchell 2008; Packer et al. 2009; Hebert et al. 2010; Allcock et al. 2011;
Rosso et al. 2012; Collins et al. 2012; Ribeiro et al. 2012; Taylor & Harris 2012; van
Velzen et al. 2012; Percira et al. 2013). But the DNA barcode has been widely
questioned by some biologists who resist, believing that only one sequence can not
work for the discovery or species identification (Packer et al. 2009). At the present,
applications of DNA barcode in fish has growing significantly in the field of
conservation (Holmes et al. 2009; Steinke et al. 2009), illegal trade in endangered

species (Frézal & Leblois 2008), management of fishing quotas, monitoring and
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sustainable capture fisheries (Ramussen et al. 2009) as well as food safety and
consumer fraud. Just as an example, the DNA barcode has shown that about 25% of the
species offered in markets and restaurants in New York (USA) and Toronto (Canada)

were poorly labeled or replaced (Wong & Hanner 2008).

To use the DNA barcode sequences for species identification it is necessary that
the sequences be more similar among individuals of one species than those sequences of
close related species. Recent studies show that often this happens (April et al. 2011), but
there are exceptions to this rule, especially when there are mitochondrial sequences
shared between closely related organisms, possibly as a result of hybridization (Johnson
& Cicero 2002; Hebert et al. 2003b; Meyer & Pauley 2005; Park et al. 2007). An
additional problem is related to the cutoff limit for inter- and intraspecific differences.
As expected there is not a single value for all organisms and the identification of this
value for each group has been a challenge for many researchers (Meyer & Pauley 2005;
De Salle et al. 2005; De Salle 2006; Rubinoff et al. 2006; Hickerson et al. 2006;

Dasmahapatra & Mallet 2006; Rach et al. 2008; Buhay 2009).

On the other hand, the mitochondrial control region (D-loop) is a genetic region
with some sequences with high variability (Wolstenholme 1992), a consequence of a
small selective pressure during evolution (Xu et al. 2010), with a substitution rate of
evolution from three to five times higher than the rest of the mitochondrial genome
(Aquadro & Greenburg 1983; Cann et al. 1984), making this sequence of mtDNA more
variable (Ishida et al. 1994). This region is considered a good marker for investigations
of genetic variation among or within closely related species (Xiaodong et al. 2010;
Kang et al. 2011; Khanshour & Cothran 2013), being extensively used to study
populational structure of many fishes (Alvarado Bremer et al. 1995, 1996, 1997, 1998;
Rosel and Block 1996; Reeb et al. 2000), including tunas (Alvarado Bremer et al. 1998,

1999; Chow et al. 2000; Vifas & Tudela 2009).
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Tunas, bonitos and mackerel belong to the Scombridae family that consists of 15
genera and 50 species of pelagic marine fishes (Collette et al. 2001) being high
commercial interest in fisheries (Ward 1995). They represent the third marine group in
consumption, constituting approximately 10% of all fish market (FAO 2008). For a long
time the identification and separation of some of the species within the genus Thunnus
have been almost impossible, due to morphological similarity and genetic introgression
between some of the species (Chow & Kishino 1995). Vifas and Tudela (2009)
analyzing Thunnus suggest that the best molecular marker for the separation of species

within this genus could be the D-loop.

Considering the information cited above we apply the technique of DNA
barcode in combination with the analysis of D-loop sequences to check if these markes
could be used as a tool for species identification in the family Scombridae, particularly

those often caught in the South Americ coast.

Material and Methods

Collection of samples

The specimens were obtained in fish landings, tuna companies and fish markets
from different locations of the Brazil, Venezuela, Colombia and Peru during three years,
totaling 648 specimens belonging to 16 species (Table 1, Figure 1). For comparison

purposes we also used 61 sequences deposited at GenBank (Table 2).

DNA Extraction, PCR, and Sequencing

A small piece of tissue was taken from animals collected and preserved in 96% ethanol
until DNA extraction. The extraction was carried out with the plate glass fiber DNA

extraction following the manufacturer's instructions (Ivanova et al. 2006). The PCR for
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the COI gene (655 bp) and the D-loop (1044 bp) were loaded into a reaction of 12.5ul,
containing 1.25ul of 10 X PCR buffer, 0.25ul of MgCl, (50 Mm), 0.2 ul dNTPs (2
mM), 0.5 ul of each primer (5 mM), 0.1ul de 1.25 U of pht DNA Taq polymerase, and
1l of genomic DNA (200 ng). The PCR cycles were down the following conditions:
94°C x 5 min, 30 cycles of 94°C for 40 s, 50°C-54°C for 30s, 68°C for 1 min, and 72°C
for 8 min, using the primes Fish F1 5’- TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC
AC -3’ and Fish R1 5’- TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA -3° (Ward et
al. 2005) for COI and DLB 5’-AGC RYC GGT CTT GTA ATC CG-3’ and DLA 5’-
TCC YAC CCC TAA CTC CCA AAG-3’ (present study) for D-loop. The PCR
products were checked on agarose gel at 1%. All PCR products were sequenced using
the BigDye sequencing kit cycle terminators (Applied Biosystems, California, USA)
according to the manufacturer's instructions and finally the sequences were analyzed

using ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, California, USA).

Data analysis

The DNA sequences obtained were aligned using Geneious v4.8.5 software
(Kearse et al. 2012). Alignments were optimized using MUSCLE v3.6 (Edgar 2004)
and visually verified. Nucleotide saturation was assessed by plotting transitions and
transversions using DAMBE v4.2.9 (Xia & Xie 2001). Two data matrix were created,
one for each gene, and worked independently. The genetic distances among and within
species were calculated using the Kimura-2-Parameter (K2P) distance model (Kimura
1980). A neighbor-joining (NJ) dendrogram of K2P distances including bootstrap
analysis (Felsenstein 1985) with 1,000 replications was performed using MEGA v5.0
software to provide a graphic representation of the patterning of divergence among
species (Tamura et al. 2011). Maximum parsimony (MP) phylogenies were obtained
using PAUP v.4.10b (Swofford 2002) with heuristic search of 1,000 replicates.

Maximum likehood (ML) was done with RAXML v7.0.4 (Stamatakis et al., 2006)
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through CIPRES Portal (Miller et al. 2010) that uses a general time reversible (GTR)
model of substitution with gamma model of rate heterogeneity, with 1,000 bootstrap
replicates. All sequences were deposited into the BOLD (annex I) that generated the

Barcode Index Number (BIN) from COI records (http://www.boldsystems.org/bin) and

GenBank that generate numbers for both sequence groups.

Results

The sequences were deposited into the BOLD database. For COI the access
numbers are BSCO314-14.COI-5P - BSC0962-14.COI-5P and for D-loop are

BSCO001-14.D-loop - BSCO313-14.D-loop.

COlI sequences: A total of 648 sequences were analyzed from four tribes of
Scombridae (Thunnini, Sardini, Scomberomorini and Scombrini): 648 sequences (16
species) from the present study and 36 additional sequences (20 species) from
GenBank. Within sequences no deletions, insertions and stop codons were found into
the sequences which suggests that were not amplified NUMTs. The final matrix had
652 bp from which 257 bp (39.42%) were variable and 213 bp (32.67%) were
informative for parsimony. The nucleotide composition was 29.0% (T), 28.5% (C), 23.8

(A) and 18.7 (G).

The BIN analyses in BOLD of the 648 records result in 13 unique BINs from
wich nine were discordant and only four concordant. The concordant BINs belong to
the species Acantocybium solandri, Sarda orientalis, Sarda sarda and Scomberomorus
brasiliensis. For the four species of Thunnus only one BIN was designated, this BIN
constitute a case of discordance at species level. Scomber colias shown discordance at
family level and this species has the greater discordance level among the species

analyzed. Auxis rochei, A. thazard, Euthynnus alletteratus, Katsuwonus pelamis and
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Scomberomorus cavalla present discordance at genus level; Scomberomorus regalis
show discordance at species level. Finally Sarda chiliensis, S. orientalis and S. sarda

were grouped together as a single species disagreeing at species and subspecies level.

Analyzing the dataset three identical topologies were obtained using NJ, ML and
MP methods. We present here only the NJ tree with the statistical values obtained in the
other analysis. The four tribes are well separated. Fifteen clades strongly supported by
high bootstrap values can be observed, each containing one species, except that clade

composed of eight Thunnus species (Fig 2 and Fig 3a).

Control Region (D-loop): 313 partial sequences of the D-loop were obtained from
16 species and 27 sequences were retrived from GenBank summing a total of 340
sequences. A total of 1044 bp was sequenced, containing the hypervariable region 1
(HVR1). Within the 1044 bp, 615 bp (58.90%) were variables, of which 533 bp (51.05%)
were informative for parsimony. The nucleotide composition was 32.2% (T), 15.6% (C),
29.7% (A) and 22.5% (G). Greater amounts (> 60%) of A + T is consistent with the
trends found in the D-loop of other vertebrates (Wenink et al. 1993). The cladogram

shows 19 clades strongly supported by high bootstrap index.

Twelve species of the tribe Thunnini were analyzed, seven of which belong to
Thunnus, each clade contains one species with the exception of T. obesus which is
divided in two clades. Thunnus albacares specimnes were grouped into a single clade
with intraspecific distance of 1.9% (Table 3) but small internal clades have been found
with no significant bootstrap values (<50%), and a divergence between them ranging
between 1.21% and 2.69% (data not shown). Thunnus atlanticus presents an intraspecific
distance of 2.9%. Unlike the COI, the D-loop could clearly separate T. albacares of T.

atlanticus with interspecific genetic divergence of 4.4% (Fig 4; Table 5).
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Discusion

In South America there are 22 Scombridae or tuna species reported (Eschemeyer,
2014), but only five species (albacore, bigeye, bluefin, skipjack and yellowfin) are more
frequently captured (FAO 2012). Due to overfishing and increased interest by certain
species (FAO 2012) now it is also very difficult to obtain samples of many species,
including those with low commercial value. But in the present study we managed to

collect 16 species represented 72.72% of all species reported for South America.

The barcoding analyses show that all species of Scombridae analyzed can be
identified with the COI sequences (Fig 2) with the exception of the species belonging to
Thunnus (Fig 3a). On the other hand, all species can be correctly identified with D-loop

sequences (Fig 4).

The tribe Sardini is represented in the present study by three species: Sarda
chiliensis, S. orientalis and S. sarda. The COI data show a cogeneric distance ranging
from 1.3% to 5.8 % and from 7.3% to 16% when we analyze the D-loop. The COI
sequences permit to identify all three species. S. sarda was divided into three clades
according to the collection site: Brazil, Venezuela and Turkey (the latter data retrieved
from Genbank) (Fig 2), representing three of the five morphological populations of S.
sarda described by Collette and Chao (1975). The intrapopulation divergence in COI
ranges from 0 to 0.5% (Table 4) and the interpopulation divergence in COI ranges from
1.8 % to 2.2%, being S. sarda from Venezuela more similar to those from Turkey than
those from Brazil. We observed that in COI S. chiliensis vs. S. sarda (Venezuela) show a
genetic divergence of 1.3%, about a half the value of 2.1% found between S. sarda
(Venezuela) vs. S. sarda (Brazil). A possible explanation for this separation (populations
of Brazil and Venezuela) may be related with the Amazonas — Orinoco barriers that are

the main barriers that produce break points between the faunas of north Brazil and the
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Caribbean (Boehm et al. 2013). A barrier to gene flow is also found between two
populations of S. sarda in the Mediterrancan (Rey et al., 1984; Roberti et al., 1993;
Pujolar et al., 2001; Vinas et al., 2004a) suggesting isolation by distance originated
during the Pleistocene (Vifas et al., 2004a). In the Figure 2 is observed a closer
relationship between a S. sarda — Ve and S. chiliensis and paraphyly of S. sarda as
reported by Vinas et al. (2010) due to ancestral introgression event about 3.5 Ma (Vifias

etal., 2010).

Four species of Scomberomorini were analyzed: Acanthocybium solandri,
Scomberomorus brasiliensis, S. regalis and S. cavalla. The COI congeneric divergence
ranges from 2.6% to 15.7%, with a genetic distance average between Acanthocybium and

Scomberomorus of 15.3%. The D-loop congeneric divergence was 26.6% (Table 5).

Samples of Acanthocybium solandri from Natal/Brazil, were separated into three
small subclades with a divergence in COI among them ranging from 0.46% to 0.72% and
the D-loop analysis including the data retrieved from GenBank showed two clades (Fig
3c) with a bootstrap > 50%, being the distance between them 7.96% and within each
clade were 4.08% (clade 1) and 3.85% (clade II). Theisen et al. (2008), working with
Cytb and six introns of LDH found a distance of 0.40%-0.60%, and these values are
similar to that found in our database for the COI gene. These results suggest that more

than one population may be found in this species.

For Scomberomorus cavalla COI data suggest a singe unit among the samples
collected in Natal/Brazil, with intraspecific distance of 0.1% (COI) and 1.7% for the D-
loop (Table 3). Scomber colias was the only representative within the tribe Scombrini
analyzed in the present study, with a COI intraspecific distance of 0.20% (Table 3). The
genetic distance found here between genera (Table 4), S. colias vs. E. alletteratus, S.

colias vs. Auxis, S. colias vs. Thunnus and S. colias vs. Scomberomorus (16.8%, 14.5%,
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16.5% and 19.2 respectively), was similar to found by Catanese et al. (2010) analyzing S.
japonicus, S. colias and S. australasicus complete mitochondrial DNA (16.5%, 16.2%,
16.3%, 17.0% respectively). The D-loop analysis showed an intraspecific distance of

0.2% (Table 4).

In the present study 12 species of Thunnini were analyzed with COI (Fig 2) and
D-loop (Fig 4). The genetic distance within the tribe Thunnini ranged between 0.4% and

10.8% for the COI gene (Table 4) and 4.44% and 33.4% for D-loop (Table 5).

Katsuwonus pelamis (collected in Tumbes/Peru and Sdo Paulo, Espirito Santo
and Natal/Brazil), was divided in two clades in the D-loop analyses (Fig 3b) without
strong bootstrap support (<50%), the distance within the each group was 4.38% and
4.60% and between both groups were 6.16%, but this separation is not related to the
collection area, which could suggest two hypotheses: (1) there are more than one
population, with different areas of reproduction but mixed in the high seas by the
availability of food (Child 1984; Kotoulas et al. 1995; Spruell et al. 1999; Gerlach et al.
2001); and (2) a recent speciation occurring due to different natural selection pressures
or geographical barriers, such as the formation of Panama’s Isthmus, performed the
contact between the populations of the Atlantic and Pacific has been reduced emerging
significant differences as well as other pelagic species such as bigeye tuna (Alvarado
Bremer et al. 1998; Chow et al. 2000), yellowfin tuna (Chow & Ushiama 1995; Vinas
et al. 2004b), Swordfish (Alvarado Bremer et al. 1995; Rosel & Block 1996 ), blue

marlin (Finnerty & Block 1992) and sail fish (Graves & McDowell 1995).

The analysis of the COI sequences of Thunnus result in a large clade with all
eigth species currently recognized, the interspecific distances ranged between 0.4% to
1.7% for COI (Table 4) making impossible the identification and separation of species

using this measurement, but from 4.4% to 18.4% for D-loop. Thunnus obesus was
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divided in two clades, corresponding to samples from Peru and Brazil respectively,
these results were corroborated by the COI and D-loop sequences, resulting in a COI
genetic divergence within the clades of 0.5% and 0.2%, respectively, and between them
0.5% and in a D-loop genetic divergence within the clades of 2.5% and 2.4%,
respectively, and between them 5.1%. Similar values (4.9%) were observed by
Alvarado Bremer et al. (1998) using D-loop and analysing Pacific, Indian and Atlantic
samples. Both clades (Atlantic and Pacific) have been reported by Alvarado Bremer et
al. (1998), Chow et al. (2000); Durand et al. (2005) and Chiang et al. (2008) in studies
employing the control region and microsatellite. But investigations with samples
including or not the basin of the Atlantic did not find signiticatives differences on the
exist of more than one population (Appleyard et al. 2002; Grewe & Hampton 1998;
Martines & Zardoya 2005; Gonzales et al. 2008). Today is accepted that the Atlantic
Ocean has a single stock, ranging from environmental factors within the distribution

area thus contributing to differences in population parameters (Duarte-Neto et al. 2012).

The intraspecific variation in Thunnus albacares is higher when compared with
other Thunnus using COI as has been previously reported in studies using the ITS region
(Chow et al. 2006). Thunnus albacares D-loop sequences presents an intraspecific
distance of 1.9% and this value is low when compared with other studies with D-loop,
taking into account the rapid mutation rate that it presents (Aquadro & Greenburg 1983).
Kunal et al. (2013) in a study in India found 6.9% of the mean value found within
populations, but our value agrees with that found by Alvarado Bremer et al. (1997) of
1.8% in a study with samples from northeastern Atlantic, with Ely et al. (2005) which
finds a value 2.7% for samples from the northeastern Atlantic and Wu et al. (2010) with a
mean value 2.55% studying populations of the Pacific and Indian. We found the
formation of small clades (nine) with no significant bootstrap values (<50%) with a

genetic distance within populations from 0 to 2.5% and interpopulation distance ranging
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between 1.21% and 2.69% (data don’t showed), values similar to those found by other

researchers (Ely et al. 2005, Wu et al. 2010).

Thunnus alalunga, with 22 samples representing different haplotypes presented an
intraspecific D-loop divergence of 2.80% and 22 different haplotypes. Our data show a
single strongly supported clade (>90%) without any evidence of more than one
population occurring in the collected area (Sao Paulo and Santa Catarina - Brazil) perhaps

due to the small samples and little geographic separation between the collection points.

Conclusion

The COI sequence clearly discriminates most species belonging to Scombridae
(66.16%) with the exception of Thunnus, for which there is no efficient separation, as
previously reported by Ward et al. (2005) in a study of barcode fishes of Australia. The
BIN analysis reinforces this observation since a single BIN was attributed to the four
species of Thunnus used for this study and only three BINs were reported in the BOLD
for all 263 Thunnus species already analyzed. Similar cases occurred in other species as
in gastropods (Meyer et al. 2005) and butterflies (Wiemers & Fiedler 2007). In Thunnus
the absence of a barcoding gap may be the result of genetic introgression in some species

(Chow & Kishino 1995).

Comparing the average genetic distance within species (0.22%) of the COI (Table
6) observed that this value is below the average genetic distance within species of other
studies with different species of freshwater and marine fish (0.30% Lakra et al. 2011;
0.31% Valdez-Moreno et al. 2010; 0.31% Oliveira Ribeiro et al. 2012; 0.32% Zahng
2011; 0.38% Rock et al. 2008; 0.39% Ward et al. 2005; 0.42% Steinke et al. 2009b) and
consistent with some values from other studies (0.23% Mabragana et al. 2011; 0.25%
Steinke et al. 2009a). But this measure is 15 times more (3.3%) when we use the D-loop

(Table 7) due to the different evolutionary rates of the sequences analyzed. The mean
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genetic distance increased according to higher taxonomic levels (genera, tribes),
supporting the idea of a significant change in the genetic divergence within the limits of

the species (Hebert et al. 2003).

Finally the genetic data in this study allowed for the clear molecular
identification within Thunnus using D-loop but this is not possible when we use the
COI, mainly due to the different rates of evolution that both genetic regions exhibit.
However in the case of species with gene introgression and rapid adaptive radiation a
complement to DNA barcode is of great help for better identification and separation of
the species. Both markers (COI and D-loop) could be used for forensic identification to
nivel of genus and species respectively in the Scombridae family, assisting the fishery

statistics and regulations as well as prevent consumer fraud.
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Table 1. Specimens of Acantocybium (A.), Auxis (Au.), Euthynnus (E.), Katsuwonus
(E.), Sarda (S.), Scomberomorus (Sc.), Scomber (Sco.) and Thunnus (T.) collected for

this study. VE= Venezuela; BR = Brazil; PE= Peru; CO= Colombia.

Species Locality COI-Sample Dloop- Sample Map location
Au.rochei Margarita Island-VE 1 1 2
A.solandri Natal-BR 60 14 4
Au.thazard Margarita Island-VE 3 0 2
Au.thazard Natal-BR 0 4
Au.thazard Santos-BR 3 0 8
Au.thazard SP-Market 7 4 8
E.alleteratus Santa Marta-CO 8 0 1
E.alleteratus E.santo-BR 4 1 5
E.alleteratus Margarita Island-VE 27 2 2
E.alleteratus Itanhaem-BR 4 0 8
K.pelamis E.santo-BR 10 19 5
K.pelamis Natal-BR 18 5 4
K.pelamis Paita-PE 19 15 10
K.pelamis Santos-BR 8 13 8
Sc.brasiliensis Belem-BR 9 0 3
Sc.brasiliensis Bertioga-BR 1 0 7
Sc.brasiliensis Cananeia-BR 11 0 8
Sc.brasiliensis Margarita Island-VE 2 0 2
Sc.brasiliensis Rio de Janeiro-BR 5 0 6
Sc.brasiliensis SP-Market-BR 16 0 8
Sc.brasiliensis Ubatuba-BR 3 0 7
Sc.brasiliensis Itanhaém-BR 10 0 8
Sc.cavalla Belem-BR 1 0 3
Sc.cavalla Margarita Island-VE 2 0 2
Sc.cavalla Natal-BR 8 6 4
S.chiliensis Callao-PE 51 20 11
Sco.colias Floriandpolis-BR 37 0 9
Sco.colias SP-Market-BR 18 0 8
S.orientalis Callao-PE 2 0 11
Sc.regalis Cananeia-BR 2 0 8
Sc.regalis SP-Market-BR 1 0 8
Sc.regalis Ubatuba-BR 1 0 7
S.sarda Margarita Island-VE 14 0 2
S.sarda SP-Market-BR 18 0 8
T.alalunga Itajai-BR 16 10 9
T.alalunga Natal-BR 1 0 4
T.alalunga SP-Market-BR 13 9 8
T.alalunga Itanhaém-BR 0 1 8
T.albacares E.santo-BR 2 1 5
T.albacares Margarita Island-VE 3 2 2
T.albacares Natal-BR 47 58 4
T.albacares Paita-PE 7 13 10
T.albacares Florianépolis-BR 19 0 9
T.albacares Santos-BR 14 0 8
T.albacares SP-Market-BR 20 35 8
T.albacares Itanhaém-BR 15 5 8
T.albacares Santa Marta - CO 1 0 1
T.atlanticus E.santo-BR 11 18 5
T.atlanticus Margarita Island-VE 12 1 2
T.atlanticus Natal-BR 3 0 4
T.atlanticus Floriandpolis-BR 3 1 9
T.atlanticus Santos-BR 4 0 8
T.atlanticus Itanhaém-BR 0 2 8
T.atlanticus SP-Market-BR 0 3 8
T.obesus Natal-BR 12 5 4
T.obesus Paita-PE 21 24 10
T.obesus Florianopolis-BR 13 0 9
T.obesus SP-Market-BR 21 23 8
T.obesus Itanhaém-BR 5 2 8
Specimens number 648 313

Species number 16 11
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Table 2. Sequences of Acantocybium (A.), Auxis (Au.), Euthynnus (E.), Katsuwonus

(E.), Sarda (S.), Scomberomorus (Sc.), Scomber (Sco.) and Thunnus (T.) obtained from

GenBank

Species Locality COl D-loop

A. solandri Belize JQ840406.1 -

A. solandri South Africa JF492770.1 -

A. solandri USA - EF695020.1

A. solandri Bahamas - AF197158.1

Au. rochei South Africa JF492936.1/JF492935.1 -

Au. rochei Spain AB119171.1/AB119160.
Au. thazard Turkey KC500292.1/KC500290.1

Au. Thazard Indian JN399000.1/IN399010.1
E. alletteratus West Atlantic DQ835902.1

E. affinis South Asia AB519241.1/AB519240.1
E. alletteratus Mexico HM586986.1

E. alletteratus Spain AB099716.1

K. pelamis South Africa HQ945894.1/JF493705.1

K. pelamis AY899511.1/AY899504.1
S. orientalis Spain EU287971.1/EU287967.1
S. sarda Turkey KC501212.1/KC501203.1

S. sarda Spain AF390247.1/AF390240.1
S. chiliensis USA GU440511.1

S. chiliensis EU752179.1

S. chiliensis Spain EU287985.1/EU287973.1
Sc. brasiliensis West Atlantic DQ835919.1

Sc. cavala Mexico GU225662.1/GU225658.1

Sc. cavala Spain HQ630703.1

Sc. regalis West Atlantic DQ835888.1

Sc. regalis Mexico GU225663.1

Sco. colias Portugal JQ775114.1/JQ775111.1

Sco. colias Spain AB361497.1/AB361539.1
T. alalunga Australia DQ107659.1/DQ107658.1

T. alalunga Spain AY571767.1/AY571774.1
T. albacares Indian EU392206.1

T. albacares Australia DQ107652.1

T. albacares China IN572788.1/IN572786.1
T. atlanticus Australia DQ107583.1/DQ107582.1

T. atlanticus Spain HQ630706.1

T. macoyii Australia DQ107639.1/DQ107641.1

T. obesus Australia DQ107630.1/DQ107642.1

T. orientalis Australia DQ107581.1/DQ107592.1 AB933631.1/ AB933628.1
T. thynnus Australia DQ107589.1

T. thynnus Spain HM359211.1/HM359205.1
T. tonggol Australia DQ107635.1/DQ107636.1 KC313377.1/ KC313380.1
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Table 3. Intraspecific genetic distance calculated using the Kimura-2-parameter model

for the analyzed samples.

Species COl1 Species D-loop

A. rochei 0.004+0.002 A.rochei 0.071+£0.010
A. solandri 0.004+0.001 A.solandri 0.061+0.006
A. thazard 0.002+0.001 A.tharzard 0.042+0.005
E. affinis - 0.010+0.006
E. alletteratus 0.002+0.001 E. alletteratus 0.021+0.004
K. pelamis 0.003+0.001 K. pelamis 0.053+0.005
S. brasiliensis 0.004+0.001 - -

S. cavalla 0.001+0.001 S. cavalla 0.017+0.003
S. chiliensis 0.001+0.000 S. chiliensis 0.021+0.003
S. colias 0.002+0.000 S. colias 0.002+0.002
S. orientalis 0.000+0.000 S. orientalis 0.046+.011
S. regalis 0.003+0.002 - -

S. sarda Brazil 0.001+0.000 S. sarda 0.080+0.010
S. sarda Venezuela 0.005+0.001 - -

S. sarda Turkey 0.000+0.000 - -

T. alalunga 0.001+0.001 T. alalunga 0.028+0.003
T. albacares 0.003+0.001 T. albacares 0.019+0.002
T. atlanticus 0.002+0.001 T. atlanticus 0.029+0.004
T. macoyii 0.003+0.002 - -

T. obesus Atlantic 0.005+0.001 T. obesus Atlantic 0.024+0.003
T. obesus Pacific 0.002+0.001 T. obesus Pacific 0.025+0.003
T. orientalis 0.000=+0.000 T. orientalis 0.033+0.006
T. thynnus n/c T. thynnus 0.011+0.005
T. tonggol 0.002+0.002 T. tonggol 0.028+0.008
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Table 4. Interspecific genetic distance (Kimura-2-parameter model) using COI sequences.

Specie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1. Sco.colias 0.019 0.019 0.018 0.018 0.019 0.018 0.018 0.017 0.017 0.017 0.017 0.017 0.018 0.017 0.017 0.018 0.016 0.016 0.016 0.019 0.020 0.020
2. Aisolandri 0.184 0.015 0.014 0.014 0.014 0.014 0.015 0.016 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0016 0016 0.016 0015 0.015 0.017 0.017 0.017
3. S.orientalis 0.192  0.133 0.009 0.009 0.010 0.009 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.016 0.015 0.016 0.016 0.015 0.018 0.018 0.018
4. S.sarda Venezuela 0.174 0.114 0.056 0.005 0.005 0.004 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0014 0.014 0.014 0014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.018 0.016 0.017
5. S.sarda Brazil 0.174 0.111 0.047 0.021 0.005 0.005 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.015 0.014 0014 0.018 0.017 0.017
6. S.sarda Turkey 0.189 0.110 0.058 0.018 0.022 0.005 0.014 0.014 0.014 0.014 0.015 0.015 0.015 0.014 0.015 0.015 0.015 0.014 0.015 0.017 0.017 0.017
7. S.chiliensis 0.175  0.109 0.052 0.013 0.021 0.019 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.018 0.016 0.017
8. T.alalunga 0.169 0.124 0.122 0.105 0.104 0.105 0.106 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.002 0.005 0.005 0.013 0.013 0.012 0.013 0.019 0.016 0.017
9. T.albacares 0.164 0.126 0.119 0.100 0.100 0.105 0.103 0.016 0.002 0.002 0.002 0.003 0.005 0.003 0.002 0.013 0.013 0.012 0.013 0.019 0.017 0.017
10. T.obesus Atlantic 0.163 0.125 0.121 0.101 0.100 0.105 0.105 0.017 0.006 0.002 0.003 0.003 0.005 0.003 0.003 0.013 0.013 0.012 0.013 0.019 0.017 0.017
11. T.obesus Pacific 0.163 0.123 0.121 0.101 0.100 0.105 0.105 0.016 0.006 0.005 0.003 0.003 0.005 0.003 0.003 0.013 0.013 0.012 0.013 0.019 0.017 0.017
12. T.atlanticus 0.167 0.167 0.118 0.098 0.100 0.105 0.102 0.015 0.005 0.009 0.009 0.004 0.005 0.004 0.003 0.013 0.013 0.012 0.013 0.019 0.017 0.017
13. T.macoyii 0.163 0.126 0.117 0.104 0.100 0.105 0.105 0.015 0.009 0.010 0.010 0.012 0.005 0.003 0.004 0.013 0.013 0.012 0.013 0.019 0.017 0.017
14. T.orientalis 0.169 0.125 0.121 0.108 0.103 0.108 0.109 0.004 0.015 0.016 0.016 0.015 0.014 0.005 0.005 0.013 0.013 0.012 0.013 0.019 0.016 0.017
15. T.thynnus 0.165 0.121 0.117 0.101 0.100 0.101 0.102 0.015 0.007 0.008 0.008 0.010 0.008 0.014 0.004 0.013 0.013 0.012 0.013 0.019 0.017 0.017
16. T.tonggol 0.160 0.126 0.119 0.100 0.101 0.107 0.104 0.017 0.004 0.007 0.007 0.006 0.010 0.016 0.009 0.013 0.012 0.012 0.013 0.019 0.017 0.017
17. E.alletteratus 0.168 0.130 0.125 0.109 0.110 0.122 0.115 0.100 0.088 0.089 0.089 0.090 0.093 0.096 0.091 0.084 0.012 0.013 0.013 0.019 0.018 0.018
18. K.pelamis 0.161 0.139 0.123 0.123 0.123 0.122 0.121 0.100 0.103 0.104 0.103 0.101 0.108 0.100 0.106 0.098 0.088 0.010 0.011 0.019 0.018 0.018
19. Au.rochei 0.146 0.118 0.128 0.107 0.109 0.113 0.104 0.092 0.090 0.091 0.090 0.089 0.091 0.091 0.088 0.087 0.095 0.066 0.006 0.019 0.018 0.018
20. Au.thazard 0.144 0.127 0.118 0.108 0.111 0.112 0.106 0.101 0.099 0.100 0.100 0.098 0.098 0.101 0.097 0.096 0.092 0.069 0.026 0.019 0.018 0.018
21. Sc.cavalla 0.192  0.150 0.152 0.157 0.151 0.150 0.153 0.172 0.168 0.170 0.170 0.168 0.168 0.167 0.166 0.164 0.171 0.170 0.168 0.162 0.017 0.018
22. Sc.regalis 0.194 0.157 0.144 0.144 0.149 0.147 0.144 0.141 0.143 0.144 0.145 0.143 0.145 0.141 0.143 0.144 0.163 0.155 0.160 0.156 0.143 0.006
23. Sc.brasiliensis 0.19 0.152  0.156 0.151 0.148 0.154 0.144 0.156 0.151 0.152 0.152 0.151 0.152 0.151 0.150 0.152 0.166 0.165 0.159 0.155 0.157 0.026
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Table 5: Interspecific genetic distance (Kimura-2-parameter model) using D-loop sequences.

Species 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1. T. tonggol 0.020 0.024 0.017 0.020 0.016 0.020 0.020 0.030 0.029 0.029 0.038 0.030 0.030 0.027 0.032 0.030 0.033 0.032
2. T. orientalis 0.164 0.025 0.014 0.010 0.014 0.013 0.012 0.022 0.024 0.019 0.041 0.022 0.019 0.021 0.031 0.021 0.025 0.023
3. T. thynnus 0.184 0.222 0.016 0.017 0.017 0.018 0.018 0.031 0.031 0.030 0.034 0.030 0.031 0.030 0.031 0.036 0.041 0.035
4. T. atlanticus 0.131 0.138 0.106 0.010 0.006 0.007 0.007 0.019 0.020 0.017 0.032 0.018 0.016 0.018 0.028 0.018 0.024 0.021
5. T. alalunga 0.182 0.097 0.125 0.100 0.010 0.010 0.010 0.020 0.021 0.017 0.033 0.020 0.017 0.017 0.027 0.020 0.024 0.020
6. T. albacares 0.129 0.144 0.102 0.044 0.096 0.007 0.007 0.019 0.020 0.017 0.033 0.018 0.017 0.019 0.031 0.019 0.024 0.020
7. T. obesus Atlantic 0.151 0.142 0.114 0.063 0.098 0.057 0.006 0.018 0.019 0.017 0.030 0.019 0.016 0.017 0.028 0.019 0.023 0.020
8. T. obesus Pacific  0.152 0.127 0.114 0.064 0.097 0.057 0.051 0.019 0.020 0.017 0.032 0.019 0.016 0.018 0.031 0.019 0.023 0.021
9. Au. thazard 0.291 0.273 0.267 0.232 0.250 0.225 0.225 0.239 0.010 0.013 0.027 0.015 0.016 0.016 0.027 0.019 0.025 0.022
10. Au. rochei 0.309 0.286 0.290 0.240 0.250 0.233 0.226 0.239 0.097 0.015 0.025 0.016 0.017 0.017 0.025 0.019 0.026 0.024
11. K. pelamis 0.277 0.249 0.274 0.223 0.231 0.223 0.223 0.224 0.168 0.167 0.022 0.014 0.015 0.015 0.027 0.017 0.022 0.018
12. E. affinis 0.299 0.334 0.259 0.242 0.281 0.247 0.234 0,248 0.190 0.209 0.156 0.018 0.028 0.029 0.035 0.040 0.044 0.044
13. E. alletteratus 0.268 0.261 0.264 0.219 0.250 0.221 0.225 0.234 0.179 0.170 0.145 0.110 0.015 0.016 0.030 0.019 0.027 0.019
14. S. sarda 0.288 0.244 0.270 0.204 0.224 0,216 0.212 0.215 0.217 0.216 0.204 0.213 0.200 0.008 0.021 0.017 0.023 0.018
15. S. chiliensis 0.258 0.242 0.268 0.209 0.209 0.219 0.207 0.218 0.214 0.210 0.208 0.235 0.204 0.073 0.021 0.018 0.024 0.020
16. S. orientalis 0.268 0.284 0.263 0.235 0.253 0.265 0.247 0.268 0.242 0.239 0.258 0.274 0.247 0.160 0.153 0.028 0.035 0.035
17. Sc.cavalla 0.312 0.266 0.316 0.250 0.258 0.247 0.242 0.253 0.237 0.243 0.224 0.323 0.234 0.235 0.252 0.268 0.024 0.020
18. Sco. colias 0.350 0.355 0.371 0.312 0.331 0.314 0311 0311 0.343 0.339 0.324 0372 0363 0.343 0.326 0.345 0.348 0.025
19. A. solandri 0.351 0.312 0.366 0.288 0.291 0.284 0.282 0.281 0.290 0.299 0.265 0.406 0.261 0.262 0.281 0.371 0.266 0.370
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Table 6 Summary of the genetic distance (Kimura-2-parameter model) within each

taxonomic level based in the COI sequences.

Comparisons Taxa Min. distance (%) Mean distance (%) Max. Distance (%)
Whitin Species 21 0 0.22 £ 0.16 0.48
Whitin Genus 17 0.16 1.11 = 1.61 4.98
Whitin Tribe 14 0.16 3.88 = 3.54 9.17

Table 7 Summary of the genetic distance (Kimura-2-parameter model) among each

taxonomic level based in the D-loop sequences.

Comparisons Taxa Min. distance (%) Mean distance (%) Max. Distance (%)
Whitin Species 18 0.2 3.30 £ 2.0 7.1

Whitin Genus 15 0.2 4.71 £ 231 6.8

Whitin Tribe 6 0.2 7.92 = 578 14.79
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Fig 1. Map showing the collection points of samples analyzed in the present study.
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Fig. 2 Majority-rule consensus dendrogram obtained by NJ analysis (Kimura-2-
parameter model) using COI sequences. The numbers from left to right are probability
values of NJ, maximum parsimony and maximum likelihood. The values were obtained
using 1,000 bootstrap replicas. The asterisk represents 100% of bootstrap. Numbers in

parenthesis represent the amount of specimens analyzed.
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Fig. 3a. Majority-rule consensus dendrogram of genus Thunnus obtained by NJ analysis
(Kimura-2-parameter model) using COI sequences. Fig. 3b and 3¢ Dendrograms of K.
pelamis and A. solandri respectely obtained by NJ analysis (K-2P) using D-loop show

the two clades. Number in parenthesis represent the amount of specimens analyzed.
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Fig. 4 Majority-rule consensus dendrogram obtained by NJ analysis (Kimura-2-paramer
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NJ, maximum parsimony and maximum likelihood. The values were obtained using
1,000 bootstrap replicas. The asterisk represents 100% of bootstrap. Numbers in

parenthesis represent the amount of specimens analyzed.
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Analise filogeografica e estrutura genética populacional do atum patudo,
Thunnus obesus, e do bonito listrado, Katsuwonus pelamis (Scombridae: Thunnini)

na costa brasileira e peruana

Resumo

Dentro dos atuns e bonitos comercializados mundialmente destacam-se o atum
patudo (Thunnus obesus) e o bonito listrado (Katsuwonus pelamis), sendo espécies
amplamente capturadas ao longo de toda sua distribuicao. Durante muito tempo, varias
pesquisas foram desenvolvidas, visando identificar a dinamica populacional destas
espécies em diferentes bacias oceanicas, porém com poucos estudos realizados no
Atlantico e com poucos registros no Brasil. Nesse sentido o presente trabalhou buscou
analisar e comparar grupos amostrais nos oceanos Atlantico e Pacifico das duas espécies
citadas para acessar a dinamica populacional e verificar a existéncia de uma possivel
correlacdo entre a distribuicdo geografica e agrupamentos genéticos. Para isto
amplificamos 860 pb da regido controle do DNA mitocondrial de 103 individuos (54 de
T. obesus e 53 de K. pelamis) coletados no sudeste e nordeste do Brasil na bacia do
Atlantico e no Peru na bacia do Pacifico. As analises mostram uma forte estruturacao
genética entre os oceanos Atlantico e Pacifico (®s= 0.48, p < 0,01), com a
identificagdo de dois estoques de T. obesus, o isolamento possivelmente devido a
formagdo do Istmo do Panama e ao surgimento da ressurgéncia de Benguela. Em K.
pelamis encontramos uma forte estruturagdo (®sr= 0.38, p < 0,01) entre duas
populagdes encontradas misturadas em ambos oceanos, possivelmente devido aos
diferentes periodos de oscilagdo no nivel do mar, o que levou em um primeiro

momento, a um isolamento populacional, que deve ter sido seguido de uma mistura
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geografica das populacdes que, aparentemente, se encontram geneticamente isoladas até

0 presente.
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1. Introducao

Os atuns sdo grandes peixes peldgicos pertencentes a familia Scombridae, com
uma distribuicao geografica cosmopolita, grande tamanho efetivo populacional (Waples
1987; Avise 1998; Nesbo et al 2000; Zardoya et al 2004) e aparentemente nao
apresentam barreiras fisicas para a dispersao no oceano, aumentando assim a
possibilidade de panmixia (Palumbi 1994; Martinez et al 2002). Ha mais de uma década
existem estudos filogeograficos e de populacdes neste grupo de peixes e de outros
grandes migradores marinhos (Alvarado Bremer et al., 2005; Buonnacorsi et al., 2001;
Martinez e Zardoya 2005; Graves ¢ McDowell, 2003; Carlsson et al., 2004; Castillo et
al., 2004; Vinas et al., 2004a,b; Gonzales et al., 2008; Dueto- Neto et al., 2012) porém
algumas pesquisas mostram evidéncias de estruturacdo populacional, baseadas em
estudos ecologicos, de comportamento, recrutamento e analises genéticas usando DNA
mitocondrial ¢ nuclear (Carlsson et al., 2004; Castillo et al., 2004; Reeb et al., 2000;
Vinias et al., 2004b; Zardoya et al., 2004) enquanto outras investigagdes refutam
algumas destas ideias (Graves et al.,1984; Ely et al 2005).

Entre os principais atuns comercializados mundialmente para o consumo
humano, sendo frescos ou processados (Joseph 2003), encontram-se o bigeye tuna
(Thunnus obesus), yellow fin tuna - YFT (T. albacares) e skipjack tuna (Katsuwonus
pelamis) (Bril et al., 2005). As analises populacionais em T. obesus chegam a uma
conclusdo de que duas populagdes bem definidas sdo encontradas em trés oceanos, o
clado I (B) do oceano Indo-Pacifico e o clado II (o) do oceano Atlantico (Alvarado —
Bremer et al 1998; Chow et al 2000; Appleyard et al., 2002; Durand et al., 2005;
Martinez et al., 2006; Chiang et al., 2006), enquanto que ainda ¢ incerta a existéncia e

quantidade de populagdes em Katsuwonus pelamis.
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Identificar a estruturacao populacional ¢ importante no setor pesqueiro para uma
melhor medida de conservagao dos stocks (Carvalho e Hauser, 1994), estudos de
genética de populagdo (Excoffier et al., 1992) e analises historicos demograficos (Fu,
1997; Rogers e Harpending, 1992; Slatkin ¢ Hudson, 1991), genética da conservagao
(Lacy e Lindenmayer, 1995), entre outros. A conservacao da variabilidade genética ¢
um dos objetivos basicos para programas de controle e conservagdo de espécies em
perigo de extingdo (Lacy e Lindenmayer, 1995). Essa questdo ¢ especificamente
relevante no ambiente marinho, onde as barreiras fisicas parecem ser menos efetivas
(Avise, 1994; Palumbi, 1994), sugerindo uma tendéncia a homogeneizacdo genética
(Ward, 1995; Levy e Cassano, 1994). Contudo, a premissa erronea de que populagdes
marinhas sdo geneticamente uniformes pode estimular a sobre-exploragdo, reduzir ainda
mais os niveis de variabilidade, diminuir a produ¢ao comercial total e eliminar estoques
locais (Kuusipalo, 1999). Devido a que muitos peixes apresentam caracteristicas
semelhantes e compartilham o mesmo nicho ecologico, isto levaria a pensar que suas
populagdes possam ter a mesma distribuicdo geografica, pelo qual este trabalho busca
analisar a existéncia de alguma semelhanga na identificacdo e distribuicdo das
populagdes estes dois grandes tunideos, principalmente capturados (Thunnus obesus e
Katsuwonus pelamis) comparando o Oceano Pacifico (Peru) e o oceano Atlantico

(Brasil).

2. Materiais e métodos
2.1. Coleta das amostras

Amostras de Katsuwonus pelamis - Skipjack SKJ (53) e Thunnus obesus -
Bigeye tuna BET (54) foram coletadas na costa do Brasil no oceano Atlantico e na costa
do Peru no oceano Pacifico (Fig. 1 e Tabela 1). Os espécimes foram obtidos em

. . . 2
desembarques pesqueiros, empresas atuneiras e mercado de peixes, uns 5 mm~ de
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tecidos foram retirados da nadadeira caudal o de musculo e guardados em etanol 96%
armazenados a 4C ate seu processamento.
2.2. Extragao do DNA e amplificacdo da Regido controle

O DNA gndémico total foi extraido de amostras de tecidos usando uma placa de

filtro de extragdo do DNA seguindo as instru¢des do fabricante (Ivanova et al., 2006).

A PCR para a RC (1044 pb) foi feita em uma reagdo de 12,5 pl, contendo 1,25 ul de
tampao 10 X PCR, 0.25ul de MgCl, (50 Mm), 0.2 ul dNTPs (2 mM), 0.5 ul de cada
primer (5 mM), 0.1ul de 1.25 U de pht DNA Taq polimerase, ¢ 1ul de DNA gnomico
(200 ng). Os ciclos de PCR estiveram sob as seguintes condi¢des: 94°C x 5 min, 30
ciclos de 94°C por 40 s, 54°C por 30s, 68°C por 1 min, e 72°C por 8 min, usando os
iniciadores DLB 5’-AGC RYC GGT CTT GTA ATC CG-3’e DLA 5’-TCC YAC CCC
TAA CTC CCA AAG-3’ (presente estudo) para o D-loop. Os produtos da PCR foram
visualizados em gel de agarose ao 1%. Todos os produtos da PCR foram sequenciados
usando o BigDye sequencing kit cycle terminators (Applied Biosystems, California,
USA) seguindo as instrug¢des do fabricante e finalmente as sequencias foram analisadas
usando o Analisador Genético ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems, California,

USA).

2.3. Analises dos dados

2.3.1 Alinhamento de sequencias

As sequencias do DNA obtidas foram alinhadas usando o programa Geneious
v4.8.5 Drummond et al., 2009). Os alinhamentos foram optimizados usando o
MUSCLE v3.6 (Edgar 2004) e visualizados para verificar. A saturacdo nucleotidica foi
provada pela relacdo das transi¢des e transversdes usando o DAMBE v4.2.9 (Xia e Xie

2001).
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As arvores filogenéticas foram construidas pelo método de Neighbor joining
(NJ) (Saitou e Nei, 1987) usando o modelo de evolugao de Kimura-two parametros
(K2P) (Kimura, 1980) no MEGA, v5.2 (Tamura et al 2011). A sustentagdo estatistica
dentro dos nodos das arvores resultantes foi determinado por 1000 replicas de bootstrap
(Felsenstein, 1985).

2.3.2 Analises populacional

Para uma melhor analises as duas espécies foram divididas em trés grupos de
acordo ao lugar de coleta. Populagdo do Peru (Pacifico), populacdo do nordeste do
Brasil e populagdo do sudeste do Brasil (Atlantico). Sim embargo para K. pelamis
também foi analisado clado a clado.

O Arlequin, v3.5.1 (Excoffier , 2010), DnaSP, v5.10 (Rozas et al., 2010) e
MEGA, v. 5.2 (Tamura et al., 2011) foram usados para calcular estatisticamente os
valores tais como a composi¢do nucleotidica, numero de sitios polimorficos (S),
diversidade haplotipica (Hd; Nei, 1985), diversidade nucleotidica (m; Lynch e Crease,
1990), media do numero das diferencias nucleotidicas par a par (k; Tajima, 1989) e a
heterocigocis esperada por sitio (3;Watterson, 1975) foram calculadas para cada
populagdo geografica ( sudeste e nordeste do Brasil no Atlantico e o Peru no Pacifico).
O efeito do isolamento por distancia na estrutura genética das populagdes foi estimado
pela estatistica par a par ®ST (Wright, 1951, 1965). A quantidade de variabilidade
genética particionada dentro e entre populagdes foram testadas pela analises molecular
de variancia (AMOVA; Excoffier et al., 1992). A significancia das comparagdes
populacionais par a par foi testada por 10,000 permutacdes. A organizagao das provas
de AMOVA foi de uma maneira jerarquica e se utilizaram 1,000 permutagdes para
construir a distribui¢do nula e para provar a significancia dos componentes de variancia

(Guo e Thompson, 1992).
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A analise de mismatch foi testada, o qual compara a distribuicao das frequéncias
par a par dos individuos os quais se diferenciam por o numero de nucleotideos
diferentes. Usualmente estes padroes de divergéncia par a par entre os haplotipos forma
uma curva unimodal sugerindo a expansao populacional, sendo que as que formam uma
curva multimodal sugerem que a populacdo encontra-se em equilibrio demografico
(Rogers e Harpending, 1992; Schneider e ExcoYer, 1999; Slatkin ¢ Hudson, 1991). A
valides da expansao populacional gradual foi testada com um bootstrap paramétrico de
1000 permutagdes. O modelo de expansao das populacdes subitas foi testado usando o
indice de Harpending’s raggedness (Hrr, Harpending, 1994). Finalmente para testar as
desviagoes de neutralidade empregamos os indices de Tajima’s D (Tajima, 1989) e do

FU’S Fs (Fu, 1997).

3. Resultados
3.1. Caracteristicas moleculares

Um fragmento da regido controle do mtDNA de aproximadamente 860 pb foi
sequenciado em 107 amostras de BET e SKJ.

Para o BET, 96 sitios varidveis foram observados e 54 haplodtipos (Tabela 2)
foram definidos. Todos os haplotipos foram tUnicos para cada individuo. Entre as
sequencias examinadas, o conteido das bases A/T sdo maiores do que o contetido das
bases C/G (media: A= 28,8%, T = 32,1%, C= 15.6%, G= 23,4%), consistente com
estudos prévios mostrando que o D-loop ¢ uma regido rica em A-T do genoma
mitocondrial (Brown et al., 1986; Saccone et al., 1987).

Para o SKJ, 91 sitios variaveis foram observados e 52 haplotipos (Tabela 2)
foram definidos. A maioria dos haplotipos foram nicos com excecao de um haplotipo
(com dois individuos). O conteido das bases A/T ¢ maior do que C/G (média:

T=32,3%, A=28,7%, C=16,0%, G=23%).
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3.2. Padrdes da estrutura populacional

Thunnus obesus

Na Fig. 2, o cladograma de Thunnus obesus revela dois clados, cada um com 27
amostras. O clado I com amostras do oceano Atlantico ¢ fortemente suportado com um
valor de bootstrap de 95%. Em contraste, com o clado II, medianamente sustentado com
um bootstrap de 77% com amostras do oceano Pacifico com excecdo de trés amostras
que pertenceram ao Brasil. Para a identificacdo das relagdes evolutivas entre os clados
de BET foi construida uma rede de haplétipos (Fig.3). Na rede ¢ possivel identificar
dois grupos separados por 19 passos mutacionais, sendo um composto exclusivamente
por individuos do Atlantico e outro composto majoritariamente por individuos
capturados no Pacifico além de 3 individuos provenientes do Atlantico.

Através dos valores de Fst par a par (Tabela 4) ¢ possivel verificar que as duas
populagdes do Atlantico possuem forte estruturagdo populacional com a populagdao do
Pacifico ndo possuem estruturagdo entre elas. Através da AMOVA foi possivel
identificar que cerca de 24% da variagdo encontrada em Thunnus obesus ¢é referente a
variagdo entre grupos (considerando Pacifico como um grupo e Sudeste e Nordeste do
Brasil como outro). O valor de Fst global foi 0,498 e significativo, o que condiz com os
resultados obtidos na andlise par a par e indica a presenca de duas populacdes distintas
em Thunnus obesus com os individuos analisados no presente estudo.

Nas andlises de distribuicdo mismatch, realizadas independentemente para as
duas agrupacdes encontradas (Atlantico, considerando a Nordeste e Sudeste do Brasil, e
Pacifico) mostraram uma curva unimodal para a agrupagdo do Pacifico (Fig. 6) e
multimodal para a agrupacdo do Atlantico (Fig. 7), os valores para o indice Fs de Fu
foram negativos e significativos, enquanto os valores de D de Tajima, Hrr e SSD nao

apresentaram resultados significativos.
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Em Katsuwonus pelamis (coletado no Peru, Sao Paulo, Espirito Santo e Natal)
evidenciamos dois clados (Fig.4), o clado I sem uma forte sustentagdo de bootstrap
(<50%) e o clado II fortemente estruturado (87%) com uma distdncia média intra e
interpopulacional de 4.49% e 6.16% respetivamente (dados ndo mostrados) e sem uma
correlagdo das amostras com o ponto de coleta das mesmas. Através da rede de
haplétipos (Fig.5) também ¢ possivel identificar dois grupos com 10 passos mutacionais
entre eles, porem sem uma correspondéncia clara com a distribuicao geografica dos
pontos de coleta. Os valores para os indices de fixagdo ®ST par a par e ®ST global foram
negativos e ndo significativos, porem o ®ST entre os clados (I e II) foi de 0.38 (Tabela 4)
e estatisticamente significativo (p<0.05). Nas andlises de AMOVA 100% da variacao

encontrada esta dentro das populagdes.

Considerando as trés populacdes, independentemente, os valores para o indice
Fs de Fu (Tabela 5) foram negativos e significativos no Sudeste do Atlantico e Pacifico
e ndo significativo no Nordeste do Brasil, enquanto para o teste D de Tajima, todos os
valores encontrados foram nao significativos. Como ndo foi detectada estruturacao
populacional para esta espécie em relacdo ao ponto de coleta, novos valores de Fs de
Fu, D de Tajima (dados ndo mostrados), bem como a distribuicdo mismatch e os valores
de Hrr e SSD foram calculados agrupando todos os individuos. A distribui¢gdo mismatch
foi unimodal (Fig. 8) e o valor de Fs de Fu foi negativo e significativo, porém tanto o

valor de D de Tajima quantos os valores de Hrr e SSD foram ndo significativos.

4. Discussao

Thunnus obesus
Os valores de ®ST par a par e global encontrados no presente estudo indicam a
presenca de uma forte estruturacdo populacional entre os individuos do oceano

Atlantico e oceano Pacifico em Thunnus obesus e a existéncia de um estoque Unico na
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bacia Atlantica utilizando a regido controle do DNA mitocondrial, bem como em
estudos anteriores com a mesma espécie (Alvarado Bremer et al., 1997, 1998; Chow et
al., 2000; Durand et al., 2005; Chiang et al., 2008; Appleyard et al., 2002; Grewe ¢
Hampton 1998; Martines e Zardoya 2005; Gonzales et al., 2008). Finalmente hoje ¢é
aceito que a populagdo do Pacifico ¢ diferente da populagdao do Atlantico e que um
simples estoque ¢ encontrado neste ultimo oceano (Duarte-Neto et al., 2012).

A estruturagdo populacional entre os oceanos Atlantico e Indo-Pacifico
(considerando os oceanos Indico e Pacifico) e a presenca de um clado exclusivo no
Oceano Atlantico também foi observada em outros estudos com Thunnus obesus
(Alvarado Bremer et al., 1998; Grewe ¢ Hampton, 1998; Chow et al., 2000; Martinez et
al., 2006), além de outras espécies de peixes marinhos, como em Makaira nigricans
(Buonaccorsi et al., 2001) e Lepidocybium flavobrunneum (Brendtro et al., 2008). Este
padrao pode ser explicado por processos historicos que separaram a bacia Atlantica das
outras bacias oceanicas, como o surgimento do Istmo do Panama no Plioceno (Coates et
al., 1992) formando uma barreira a migragéo pelo lado oeste do oceano Atlantico e mais
tarde no Pleistoceno com o aparecimento da ressurgéncia de Benguela (Shannon 1985).

O outro clado encontrado no presente estudo ¢ composto em sua maioria por
individuos do oceano Pacifico porém com a presenca de alguns individuos capturados
no oceano Atlantico. Este resultado pode indicar a migragdo unidirecional de individuos
de Thunnus obesus do Pacifico para o Atlantico. Apo6s o isolamento historico causado
pelo surgimento da ressurgéncia de Benguela ¢ possivel que tenha havido, e ainda
acontegam, contatos secundarios entre a populacdo desta bacia oceanica e a populagdo
do Pacifico. Os episddios de aquecimento da regido da ressurgéncia de Benguela apos
as cinco ultimas glaciagdes, constatados através de evidéncias fosseis (Peeters et al.,

2004), podem ter permitido este contato secundario entre bacias. Porém também ha a
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possibilidade da ocorréncia de migragao atual através da ressurgéncia de Benguela
devido a transferéncia ocasional de aguas quentes do Indo-Pacifico para o Atlantico
através da regido da retroflexao da Corrente das Agulhas (Peeters et al., 2004, Sigman
et al., 2010). O contato secundario entre as populagdes das duas bacias ocednicas apds
as glaciacdes e atualmente, também ¢ uma hipdtese levantada para diversas espécies de
peixes marinhos, como Thunnus obesus (Martinez et al., 2006), Makaira nigricans
(Buonaccorsi et al., 2001) e Lepidocybium flavobrunneum (Brendtro et al., 2008) e
tubardes Sphyrna lewini (Duncan et al., 2006).

As analises das populac¢des de T. obesus (Pacifico e Atlantico), demostram que a
populagdo do Pacifico apresenta uma distribuicdo unimodal e com um valor de Fs de Fu
negativo e significativo (p < 0.05), porém contradiz aos indices de D de Tajima, o qual
foi negativo, mas nado significativo nas andlises de Hrr e SSD, as quais também nao
foram estatisticamente significativos, ndo sendo possivel confirmar uma hipoteses de
expansdo populacional, o contrario do encontrado por Martinez et al. (2006) onde os
autores descrevem que todos estes indices foram significativos, analisando 64
individuos do Indo-Pacifico. Nossos valores ndo significativos poderiam ser devido ao
baixo numero de amostras que se tem para esta populacdo (24 individuos). Por outro
lado na populacdo do Atlantico encontramos uma distribuicdo multimodal, com um
indice de Fs de Fu negativo e significativo para os individuos do sudeste do Atlantico e
positivo mas nado significativo para os individuos do nordeste do Atlantico. Sendo que
em ambos os casos os indices de D de Tajima, Hrr e SSD ndo se apresentam
significativos. Martinez et al (2006) analisando individuos de diferentes localidades do
Atlantico (Azores, Canarias, Guinea ¢ Canada) confirmam uma expansao populacional
para estas amostras sim embargo nao analisam individuos do Atlantico Sudoeste. O que

nos levaria a pensar que na atualidade esta populacdo encontrasse estavel.
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Katsuwonus pelamis

Mesmo que exista uma separacdo populacional (no cladograma e na rede de
haplétipos) ndo encontramos uma correlacdo entre os pontos de coleta e nem entre
bacias oceanicas como descrito em estudos anteriores (Fujino e Kang, 1968; Fujino,
1970; Sharp 1978; Fujino et al., 1981; Arge, 1981; Graves et al., 1984; Elliot e Ward,
1995) que também encontraram pequenas diferencas nas frequéncias alélicas em um ou
dois locis, entre amostras dos dois oceanos (Graves et al., 1984). Isto contrasta com
outras espécies que vivem nas regides costeiras de ambos lados do canal do Panama, as
quais sao geneticamente distintas (Vawter et al., 1980).

Analisando as populagdes inicialmente propostas (sudeste e nordeste do Brasil e
Peru), o indice de ®ST nos trés agrupamentos revelou a falta de estruturacio
populacional (Tabela 4), o AMOVA mostra que existe maior variagdo dentro das
populagdes do que entre elas (Tabela 3), e os trés agrupamentos apresentam alta
diversidade haplotipica (Tabela 4) que sdo caracteristicas de grandes populagdes (Ward
et al., 1994). Mas analisando os clados I ¢ II observamos uma forte estruturagao
populacional (®ST = 0.38) estatisticamente significativa, sem uma correlagdo
geografica. Uma explicacdo poderia ser baseada nas oscilagdes do nivel do mar.
Durante o Mioceno o nivel do mar era geralmente alto, mas duas quedas no nivel de 100
metros poderia ter acontecido entre 17 ¢ 15 Ma (Haq et al., 1987). Estudos geologicos
recentes sugerem que a ponte de terra do Panama poderia ter sido ainda mais antiga,
com aproximadamente 23 a 25 Ma (Farris et al., 2011; Montes et al., 2012). Iturralde-
Vinent ¢ McPhee (1999), propdem a hipoteses da GAARlandia (GAAR = Greater
Antilles + Aves Ridge) sugerindo a formacao de uma ponte de terra entre América do
Sul e o centro da América central hd aproximadamente 32 Ma, possibilitando assim a

migracao e posterior expansao de animais e peixes de agua doce (Murphy e Collier,
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2006; Chakrabarty, 2006; Hrbek et al., 2007; Concheiro et al., 2007; Ornelas-Garcia et
al., 2008; Alonso et al., 2011; Rican et al., 2013, Abe et al., 2014). No ambiente
marinho o efeito seria o contrario com o qual K. pelamis poderia ter sido isolada em
duas populagdes em eventos que ocorreram entre de 32 ¢ 15 Ma, tendo ficado restritas
cada uma a um oceano, mas com o aumento do nivel do mar, restaurou-se o fluxo entre
ambas populacdes permitindo a mistura das duas novamente, porém com fechamento
final do Istmo do Panama ha 3.2 Ma (Coates et al., 1992) a migragdo entre 0 oceano
Pacifico e o Atlantico foi perdida novamente e desde entdo ambas populacdes podem
ser encontradas aos dois lados do Istmo. Sendo que o grande tamanho efetivo
populacional de K. pelamis tem sido o principal responsavel para manter a similaridade
entre as populagoes do Atlantico e do Pacifico (Ely et al., 2005) que atualmente
encontram-se misturadas.

A distribui¢do unimodal do mismatch (Fig. 8) e um valor negativo e significativo
para o indice Fs de Fu (Tabela 5), o que seria indicativo de uma expansao populacional
recente contradiz aos indices D de Tajima, Hrr e SSD que ndo foram significativos, o que
ndo corrobora a hipdtese de expansdo. Sugerindo que o tamanho efetivo desta espécie
tem sido grande e estavel por longos periodos de tempo evitando assim a diferenciacdo
genética como o encontrado por Ely et al. (2005). Isto poderia ser confirmado pela
elevada biomassa encontrada para esta espécie de aproximadamente cinco vezes maior do
que o T. albacares e 300 vezes maior do que o atum azul e o peixe espada (Ely et al.,
2005) e pela elevada quantidade de toneladas capturadas por ano de 2.8 milhdes no 2012

contra 1.3 milhodes para o T. albacares (FAO, 2014).
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5. Consideracoes finais

Segundo Ward et al. (1994) as espécies marinhas tendem a ter valores mais
baixos de ®ST, como o observado no presente trabalho, quando comparadas a

organismos de agua doce ou com espécies anadromas.

A alta diversidade haplotipica e altos niveis de variagdo genética, como 0s
observados em este trabalho, poderiam aumentar o potencial das populacdes em
responder a selecdo, acentuar a adaptagao dentro de um habitat particular e também
ampliar os limites de colonizagdo e distribuigdo, possibilitando a sobrevivéncia em uma
grande variedade de ambientes (Carvalho, 1993; Kalinowski, 2004).

Por outro lado, elevados indices de variabilidade genética, para a regido
controle, tem sido observados em diversos peixes migradores de 4dgua doce e agua
salgada, explorados comercialmente, Leporinus elongatus (Martins et al., 2003),
Pimelodus albicans (Vergara et al., 2008), Prochilodus nigricans (Machado, 2009) e
Piaractus mesopotamicus (Iervolino et al., 2010), demonstrando que a atividade
pesqueira, a qual ¢ elevada todo ano, ainda ndo reduziu a variabilidade genética destas
espécies. Mas isto ndo quer dizer que estas populagdes ndo estejam ameacadas pela
pesca, pois altos niveis de diversidade genética foram encontrados também em espécies
sobrepescadas ou em plena exploragdo (Formiga-Aquino, 2004; Rodrigues, 2009;
Batista e Alves-Gomes, 2006; Batista, 2010; So et al., 2006; Santos et al., 2007; Passos,
2009; Huergo, 2009) um exemplo claro no caso do atum azul Thunnus thynnus
(Carlsson et al., 2006).

A diferenciacdo genética ¢ resultado do isolamento reprodutivo, separagdo fisica
e perda de migracao das populagdes (Graves et al., 1984), no caso de Thunnus obesus a
estruturacdo populacional esta associada a barreira do Istmo do Panama que tem

diminuido o contato entre populacdes de ambos oceanos aumentando assim as
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diferencas significativamente (Alvarado Bremer et al., 1998; Chow et al., 2000) como
o encontrado em outros grandes pelagicos como o peixe espada (Alvarado Bremer et
al., 1995; Rosel ¢ Block 1996 ), marlin azul (Finnerty ¢ Block, 1995) e o peixe vela
(Graves e McDowell, 1994). Sendo a estrutura¢ao populacional em K.pelamis devida as
oscilagdes do nivel do mar (32 -15 Ma) entre América central e América do Sul (Haq et
al., 1987; Iturralde-Vinent ¢ McPhee 1999; Farris et al., 2011; Montes et al., 2012) o
que serviu como uma barreira para a migragdo, no ambiente marinho. Pelo qual
rejeitamos a hipotese nula de panmixia nas espécies analisadas do oceano Pacifico € o
Atlantico.

Finalmente em este trabalho nao observamos correlacdo entre a distribui¢cdo das
populagdes e a estreita relacdo que apresentam estes grandes atuns, estudos com
marcadores que presentem maior taxa de evolucao sdo necessario para esclarecer melhor

estes resultados.

6. Referéncias

As referéncias deste capitulo encontram-se no final da tese.
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Fig 1. Mapa mostrando os pontos de coleta das amostras analisadas no presente estudo.

1. Natal, 2. Espirito Santo, 3. Sdo Paulo e 4. Piura — Peru.
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Fig. 2 Cladograma de Thunnus obesus gerado pelo método de Neighbor joining e

modelo de Kimura 2-parametros.
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Fig. 3 Rede de haplotipos de Thunnus obesus (54 individuos e 54 haplotipos). Os
haplotipos foram separados em trés populagdes de acordo aos lugares de coleta,
popula¢do do Sudeste do Brasil — Atlantico (amarelo), formada pelos individuos de Sao
Paulo, a populacdo do Nordeste (verde), formada pelos individuos Natal, e a populacao
do Pacifico (azul) formada pelos individuos do Peru. Os haplétipos na cor vermelho,
sao considerados como haplotipos hipotéticos, que servem de conexdo entre um
haploétipo e outro. Os quadrados em preto representam o numero de mutagdes. O clado I
formado por individuos do oceano Atlantico e o clado II formado por individuos
maioritariamente do Pacifico. O tamanho dos haplotipos dependeu da quantidade de

espécimes que o compartilharam.
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Fig. 4 Cladograma de Katsuwonus pelamis gerado pelo método de Neighbor joining e

modelo de Kimura 2-parametros
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Fig.5 Rede de haplétipos de Katsuwonus pelamis (53 individuos e 52 haplotipos). Os
haplotipos foram separados em trés populagdes de acordo aos lugares de coleta,
populagdo do Sudeste do Brasil — Atlantico (amarelo), formada pelos individuos de Sao
Paulo e Espirito Santo, a populagdo do Nordeste (verde), formada pelos individuos
Natal, e a populag¢do do Pacifico (azul) formada pelos individuos do Peru. Os haplétipos
na cor vermelho, sdo considerados como haploétipos hipotéticos, que servem de conexao
entre um hapldtipo e outro. Os quadrados em preto representam o numero de mutagoes.

O tamanho dos haplotipos dependeu da quantidade de espécimes que o compartilharam.
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Fig.6 Distribuicao de mismatch da populag@o do Pacifico de Thunnus obesus
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Fig. 7 Distribui¢do de mismatch da populagdo do Atlantico de Thunnus obesus
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Fig. 8 Distribuicao de mismatch da populacao total (Pacifico e Atlantico) de
Katsuwonus pelamis
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Tabela 1. Espécimes de Thunnus obesus e Katsuwonus pelamis coletados para este estudo. Br =
Brasil; Pe= Peru.

Espécies Numero de Localidade Ponto no Mapa
amostras
T.obesus 25 Sao Paulo-Br 3
T.obesus 5 Natal-Br 1
T.obesus 24 Paita-Pe 4
K.pelamis 13 Sdo Paulo-Br 3
K.pelamis 5 Natal-Br 1
K.pelamis 19 E.santo-Br 2
K.pelamis 16 Paita-Pe 4

Tabela 2: Numero de amostras (n); Diversidade nucleotidica (); Diversidade haplotipica (h);
Numero de haplotipos (nh) dos atuns

Grupos n nh h T
Thunnus obesus
Sudeste do Brasil 25 25 1.000 +/- 0.011 0.027 +/- 0.014
Nordeste do Brasil 5 5 1,000 +/- 0.127 0.034 +/- 0.021
Peru 24 24 1.000 +/-0.012 0.025 +/- 0.013

Katsuwonus pelamis

Sudeste do Brasil 32 31 0.998 +/- 0.009 0.209 +/- 0.105
Nordeste do Brasil 5 5 1.000 +/- 0.127 0.233 +/- 0.146
Peru 16 16 1.000 +/- 0.022 0213 +/-0.112

Tabela 3: Analise de varidncia molecular (AMOVA) e ®ST entre grupos de atuns usando o D-
loop. * P<0.05

Somade Componentes % de

Espécie Fonte da variagdo quadrados  de variacdo  variacio OST
Entre grupos 231.512 8.262 24.894
T. obesus Entre populagdes
dentro dos grupos 9.440 0.120 1.004 ®ST 0.498
Dentro das populagdes 430 555 8.436 74.102
Entre grupos 9.818 0.309 3.06
Entre populagdes
K. pelamis dentro dos grupos 6.993 -0.369 -3.64 OST-0.006
Dentro das populagdes 509 19 10.180 100.59
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Tabela 4: Valor do ®ST par a par entre grupos de atuns usando o D-loop. * P<0.05.

Thunnus obesus 1 2 3

1.Nordeste do Brasil -

2.Sudeste do Brasil 0.007 -
3. Peru 0.440* 0.515% -
Katsuwonus pelamis 1 2 3

1.Nordeste do Brasil -

2.Sudeste do Brasil -0.037 -

3. Peru -0.036 -0.001 -
1. Clado I

2. Clado II 0.383%*

Tabela 5: Teste de neutralidade (Tajima's D e Fu's FS) para grupos de atuns usando o D-loop. *
P <0.05.

Grupos D-loop

3 b
Thunnus obesus Tajima’s D Fu’s Fs Harpending’s SSD
raggedness Hrr

Sudeste do Brasil
-1.034 -10.00*
' 0.0064 0.0068
2 Nordeste do Brasil -0.335 0.605
Peru 0,535 12.621% 0.0058 0.0011
Katsuwonus pelamis
Sudeste do Brasil -0.060 -13.936%*
2 Nordeste do Brasil 0.456 0.653 0.0044 0.0015
3 Peru 0.197 -4.759*
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