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Epigrafe

“One, remember to look up at the stars and not down at your feet. Two, never give up
work. Work gives you meaning and purpose and life are empty without it. Three, if
you are lucky enough to find love, remember it is there and don't throw it away.”

Stephen Hawking



Resumo

A atividade pesqueira desempenha um importante papel ambiental e socioecondmico, pois é fonte de
renda e alimento para milhdes de pessoas no mundo. Entretanto, falhas em sua gestdo e lacunas nos
dados bioldgicos para muitas espécies, tem resultado na sobreexplotacéo de seus estoques, o que pode
impactar diversos ecossistemas marinhos. Neste contexto, 0s peixes-de-bico, grupo formado pelas
familias Xiphiidae e Istiophoridae, sdo considerados valiosos recursos pesqueiros, porém ainda ndo ha
consenso sobre o numero e a validade das espécies da familia Istiophoridae e também hé incertezas
sobre a avaliacdo atual de seus estoques. Sendo assim, o objetivo deste estudo € o de delimitar as
espécies da familia Istiophoridae e os estoques genéticos do agulhdo-vela Istiophorus platypterus no
Oceano Atléntico utilizando marcadores moleculares mitocondriais. Entre os resultados dos testes de
delimitacdo de espécies, 0 numero variou entre 6 e 12 taxons possiveis, dependendo do teste aplicado.
Em relacdo a delimitacdo dos estoques genéticos de I. platypterus no Atlantico, assumindo-se apenas
uma espécie no género Istiophorus, nossos resultados apontam a existéncia de alta diversidade
genética, componde um Unico estoque genético no Atlantico (&st=0,01121, p=0,02438), apresentando
um alto fluxo génico. Porém, pela anéalise da rede de haplotipos e da inferéncia bayesiana observa-se
a existéncia de diferentes linhagens mitocondriais simpatricas, que divergiram durante o Mioceno
Superior e foram reaproximadas, interrompendo seu processo de especiacdo. Em tal contexto, o papel
da genética € extremamente importante, pois a preservacao destas linhagens é considerada critica para
a manutencdo a longo prazo da atividade pesqueira sustentavel. Os resultados deste estudo ainda
mantém a discussdo sobre o status taxonémico dos peixes-de-bico, mas apresentam informacdes
relevantes sobre a diversidade genética, estrutura genética populacional, conectividade e histéria
demogréfica de I. platypterus, apoiando o desenvolvimento de planos de gestdo e manejo pesqueiros

e a conservacao da espécie no Oceano Atlantico.



Palavras-chave: Peixes-de-bico, Istiophorus platypterus, recursos pesqueiros, estoques genéticos,

panmixia, diversidade genética, fluxo génico, delimitacao de espécies, estrutura genética populacional.



Abstract

Fishing activity plays an important environmental and socio-economic role, as it is a source of income
and food for millions of people worldwide. Although, shortcomings in management and gaps in
biological data for many species resulted in the overexploitation of their stocks, which may impact
several marine ecosystems. In this context, billfishes, a group compounded by the Xiphiidae and
Istiophoridae families, are considered valuable fish resources, but there is still no consensus on the
number and validity of the species of Istiophoridae family and there are also uncertainties about the
current fisheries stocks assessments. Thus, the main objectives of this study are to delimit the species
of the Istiophoridae family and the genetic stocks of the sailfish, Istiophorus platypterus, in the Atlantic
Ocean using mitochondrial molecular markers. Among the species delimitation tests results, the
number ranged from 6 to 12 possible taxa depending on the test applied. In order to determine the
genetic stock of I. platypterus in the Atlantic Ocean, assuming only one species in the genus
Istiophorus, our results point to the existence of high genetic diversity, comprising a single genetic
stock in the Atlantic (&st = 0.01121, p = 0.02438), presenting a high gene flow. However, the analysis
of the network of haplotypes and Bayesian inference shows the existence of different sympatric
mitochondrial lines, which diverged during the Upper Miocene and were re-approximated, interrupting
their speciation process. In this context, the role of Genetics is of great importance, as the preservation
of these lineages is considered critical for the long-term maintenance of sustainable fishing activity.
The results still maintain the discussion about the taxonomic status of billfishes, but display relevant
information about the genetic diversity, genetic population structure, connectivity and demographic
history of I. platypterus, supporting the development of management plans and conservation of the

species in the Atlantic Ocean.
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Lista de Figuras

Figura 1. Dados Reconstruidos combinados com os dados oficiais reportados e as estimativas reconstruidas de
dados néo reportados, incluindo os descartes, com referéncia as ZEEs. Os dados oficiais reportados sdo extraidos
principalmente do banco de dados FishStat da FAO http://www.fao.org/fishery/. A linha "Capturas Reportadas"

sobreposta no gréfico de captura representa todas as capturas consideradas reportadas, incluindo estrangeiras e
atribuidas a esta entidade espacial. Pauly & Zeller (2015). Sea Around Us concepts, design and data.

http://www.seaaroundus.org/

Figura 2. Gréficos de avaliacdo do status dos estoques pesqueiros pela média tri-anual da biomassa capturada
desde 1950. As categorias todas referem-se ao nivel maximo de captura ou pés-pico em cada série:
Desenvolvimento de capturas < 50% do pico da série temporal; Explotados > 50% das capturas de pico;
Sobreexplotados entre 50% e 10% do pico; Colapsados, <10% do pico e Reconstrucéo, capturas entre 10% e
50% do pico. Pauly & Zeller, (2015). Sea Around Us. Concepts, Design and Data.

http://www.seaaroundus.org/data/#/qlobal/stock-status

Figura 3. Representacdo da biodiversidade de espécies da ordem Istiophoriformes. ©2018 The Billfish

Foundation. https://billfish.org/education/what-are-billfish/

Figura 4. Captura Reportada de Peixes-de-bico por género e ndo identificadas entre 1950 a 2015. © FAO 2006-
2018. http://www.fao.org/fishery/

Figura 5. Exemplar de agulhdo-vela, Istiophorus platypterus (Shaw, 1792).
http://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2011-2.RLTS.T170338A6754507.en

Figura 6. Representacdo do genoma mitocondrial da espécie Istiophorus platypterus. Em verde, os genes
mitocondriais, em azul os RNAs ribossémicos (rRNAs) e em laranja os RNAs transportadores (tRNAS).

Imagem gerada com mtviz (http://pacosy.informatik.uni-leipzig.de/mtviz/) através de uma sequéncia de genoma

mitocondrial do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB470306.1).

Figura 7. Mapa da amostragem de agulhdo-vela, Istiophorus platypterus coletadas para o estudo no Oceano
Atlantico. FLO, Florida; VLZ, Venezuela; BRL, Brasil; SEN, Senegal; LIB, Libéria, IVC, Costa do Marfim.

Figura 8. Delimitacdo de espécies da familia Istiophoridae, cada coluna representa 0 nimero de possiveis
espécies delimitadas pelos diferentes métodos. BIN, Barcode Index Number; ABGD, Automatic Barcode Gap

Discovery; mPTP, multi-rate Poisson Tree Processes; PTP, implementacdo original do teste PTP de maxima
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verossimilhanga; bPTP, implementacéo com valores de Suporte Bayesiano da verséo original PTP; GMYC,
Generalized Mixed Yule Coalescent utilizando diferentes modelos, PB, Pure-Birth; BD, Birth-Death; CS,
Constant Size.

Figura 9. Rede de Haplétipos Median-Joinning da Regido Controle do DNA Mitocondrial da espécie
Istiophorus platypterus no Oceano Atlantico. NUmero indicam o nimero de passo mutacionais. Pontos negros,

haplétipos hipotéticos ndo-amostrados.

Figura 10. Estimativa do namero de migrantes por geracdo entre diferentes regides do Atlantico. Os numeros
no interior dos circulos representam o Tamanho Efetivo populacional (Ne). AS setas indicam o sentido da
migracdo e o0 nimero de migrantes (Nm) por geragdo. Em azul, o grupo do Atléantico Central Oeste, em verde,

Sudoeste Atlantico e em laranja, do Atlantico Central Leste.

Figura 11. Inferéncia Filogenética Bayesiana com idade dos n6s em anos inferidos a partir de 669 pb de
sequéncias de da regido controle do mtDNA do Istiophorus platypterus distribuidos no Oceano Atlantico. L1:
linhagem 1, L2: linhagem 2.

Figura 12. Rede de Hapldtipos entre as linhagens mitocondriais. A esquerda, rede de haplétipos com o marcador
COl. A direito, com o marcador CR mtDNA.

Figura 13. Mismatch Distributions do Oceano Atlantico. A esquerda, curva tri-modal do teste de Expanséo
Demogréafica Stbita. A direita, curva tri-modal do teste de Expans&o Espacial. Ambos os testes foram realizados

com 1000 permutacdes.

Figura 14. Mismatch Distribution das linhagens mitocondriais. Mismatch Distributions do Oceano Atlantico.
Acima, curva bimodal do teste de Expansdo Demogréafica Sibita. Abaixo, curva bimodal do teste de Expansao

Espacial. Ambos os testes foram realizados com 1000 permutac@es. L1: linhagem 1, L2: linhagem 2.

Figura 15. Bayesian Skyline Plot (BSP) entre os grupos amostrais da espécie Istiophorus platypterus no Oceano
Atlantico. O eixo x esta em unidades de milhGes anos atrés e o eixo y € igual a Nez (0 produto do tamanho
efetivo da populagdo multiplicado pelo tempo de geragdo). A linha sélida é a estimativa mediana e as linhas ao

contorno mostram os limites de 95% de Maior Densidade & Posteriori (HPD).
Figura 16. Bayesian Skyline Plot (BSP) entre as linhagens mitocondriais da espécie Istiophorus platypterus no

Oceano Atlantico. O eixo x esta em unidades de milhGes de anos antes e 0 eixo y é igual a Nez (0 produto do

tamanho efetivo da populacdo multiplicado pelo tempo de geracdo). A linha solida é a estimativa mediana e as
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linhas ao contorno mostram os limites de 95% de Maior Densidade & Posteriori (HPD). L1: Linhagem 1, L2:

Linhagem 2.
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Lista de Tabelas

Tabela 1. Estatisticas Populacionais. n, nimero de individuos; S, namero de sitios polimérficos; h, nimero de

haplétipos; Hd, diversidade haplotipica; =, diversidade nucleotidica.

Tabela 2. Cenarios hipotéticos da AMOVA. s, Iindice F de Wright; Pest, p-valor do indice F de Wright;
FLO: Flérida; VZL: Venezuela; BRA: Brasil; SEN: Senegal; LIB: Libéria; IVC: Costa do Marfim.

Tabela 3. Comparacéo por pares dos valores de Fsr entre as regiGes amostras no Oceano Atlantico abaixo da
diagonal e p-valores acima da diagonal. (*p>0,05 apds correcdo de Benjamini-Hochberg).

Tabela 4. Resultados do Migrate-n. Estimativas de & (XNelt) e M (m/p) entre 0s grupos amostrais. O intervalo
de confianca (HDP) de 95% est4 indicado entre parénteses. As populacBes receptoras de migrantes sdo
mostradas ao longo do lado esquerdo e as populagdes doadoras de migrantes sdo indicadas na parte superior.

Tabela 5. Cenarios hipotéticos da AMOVA. &sr, indice F de Wright; Pasr, p-valor do indice F de Wright.

mtDNA, regido controladora do DNA mitocondrial, COl, citocromo ¢ oxidase subunidade I.

Tabela 6. Estatisticas Populacionais. n, nimero de individuos; S, nimero de sitios polimoérficos; h, namero de

haplétipos; Hd, diversidade haplotipica; w, diversidade nucleotidica.

Tabela 7. Estimativas de Mismatch Distributions para 1000 permutagdes e dos Testes de Neutralidade para o
Istiophorus platypterus entre as regides amostradas no Oceano Atlantico. Parametros da Expansdo Demogréafica
Pura: 7 (tempo de expansdo em unidades de tempo mutacional), 6 (tamanho da populagdo antes da expansao)
e 61 (tamanho da populagdo ap0ds a expansdo), SSD (Soma dos Desvios de Qui-Quadrados), Pssp (p-valor da
SSD), Hir (indice de Irregularidade de Harpending), Puir (p-valor Hig). Pardmetros da Expansdo Espacial: ¢
(tempo de expansdo em unidades de tempo mutacional), § (tamanho da populacdo), M (2Nm, tamanho
populacional multiplicado pela taxa de migracao). Parametros dos Testes de Neutralidade: Fs (Fs de Fu), Pes p-
valor de Fs, p>0,02), R> (Teste de Neutralidade R, de Ramos-Orsins & Rozas), Pr. (p-valor Rz, p>0,05). Em

negrito e * valores significativos apds a correcdo de Benjamini-Hochberg.
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1 Introducéo

1.1 Aspectos Gerais da Atividade Pesqueira Mundial

As primeiras evidéncias de uso humano dos recursos marinhos e dos habitats costeiros foi
datada ha cerca de 125 mil anos (Walter et al., 2000; Erlandson et al., 2001). Da pré-histéria aos
tempos modernos, 0s humanos pescaram majoritariamente para subsisténcia. Ao longo do tempo, as
economias costeiras evoluiram de uma escala local e de subsisténcia para uma globalizada e comercial.
Com a Revolucdo Industrial, nos séculos XVIII e XIX, e o crescimento da populacdo, as crescentes
demandas globais por alimento impulsionaram o aprimoramento da tecnologia pesqueira, a fim de
abastecer os mercados consumidores emergentes (Pitcher, 2012). No século XX, durante a década de
1960, houve um aumento consideravel nas capturas pesqueiras, impulsionado pela transferéncia de
tecnologias do pos-guerra para 0s barcos de pesca e pelo crescente aumento na demanda por proteina
animal, sobretudo nos paises em grande desenvolvimento e crescimento populacional. No entanto, 0s
primeiros sinais da sobrepesca apareceram nas tendéncias de capturas globais durante a década de
1970, quadro se intensificaram durante as décadas de 1980 e 1990. Nas primeiras décadas do século
XXI, a pesca se tornou uma atividade econémica globalizada (Pauly, 2008) com a pesca industrial e a
aquicultura sendo as principais fontes de alimento e renda para cerca de 820 milhGes de pessoas no
mundo, sobretudo para as familias de baixa renda (Dey et al., 2005; FAO, 2016).

O comércio pesqueiro representa uma fonte significativa de ganhos em moeda estrangeira para
muitos paises em desenvolvimento. Estes paises, cujas exportacdes representavam apenas 37% do
comeércio mundial em 1976, viram sua participacdo aumentar para 54% do valor total das exportaces
pesqueiras mundiais e 60% da quantidade em peso vivo até 2014 (FAO, 2016). Suas exportacOes de
pescado foram avaliadas em US$ 80 bilhdes e suas receitas de exportacdo (exportacdes menos
importacGes) somaram US$ 42 bilhdes. Estes valores sdo superiores as demais principais commodities

agricolas, como carne, tabaco, arroz e agtcar, mesmo quando combinadas. Desta forma, globalmente



0 pescado fornece mais de 15% da proteina animal para um terco da populacdo do planeta e séo
importantes fontes de micronutrientes essenciais, como calcio, ferro, vitamina A e Zinco (Allison,
2011), o que contribui significativamente para a seguranca alimentar e nutricdo de uma populacao
global que devera atingir 9,7 bilhdes de habitantes até 2050 e provavelmente mais de 11 bilhdes até
2100 (Roser & Ortiz-Ospina, 2018).

A atividade pesqueira depende da captura de seus recursos, seja ela de pequena escala,
industrial ou de subsisténcia. De certo modo, uma pescaria é definida pela quantidade e o tipo de sua
espécie-alvo e seu valor econémico. A crescente demanda por pescado vem exigindo volumes de
capturas cada vez maiores e que ndo podem ser ofertados somente pelos estoques nas Zonas
Econdmicas Exclusivas (ZEES) de cada pais. Sendo assim, atualmente, os mercados consumidores sao
abastecidos por peixes importados de paises em desenvolvimento ou capturados nas ZEES estrangeiras
por diferentes frotas estrangeiras (Swartz et al., 2010a,b; Pauly et al., 2014).

Como consequéncia, as frotas industriais, pescam volumes cada vez maiores e em dguas mais
distantes de seu pais de origem (Manach et al., 2013; Pauly et al., 2014). O pescado tornou-se uma
commodity, mais comercializada do que consumida nos paises onde € capturada (Alder & Sumaila,
2004). As pescarias de pequena escala, que empregam cerca de 90% da mao-de-obra envolvida na
atividade pesqueira (FAO, 2016) e que tradicionalmente forneciam o pescado as comunidades
costeiras e ao interior dos paises em desenvolvimento (Belhabib et al., 2015), agora competem com as
frotas industriais sem o devido apoio e monitoramento de seus governos.

A Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO) é uma agéncia
de cooperacdo internacional para eliminar a fome e funciona como um férum neutro, no qual as na¢Ges
participantes podem negociar acordos e debater politicas. A organizagdo desempenha um papel
fundamental na politica pesqueira internacional e € responsavel pela compilagdo e publicacéo da base
de dados de capturas globais e no suporte a implementacdo de diretrizes internacionais sustentaveis

relativas as operagdes de pesca, incluindo gerenciamento de capturas acidentais, relatorios de



avaliacOes de estoques pesqueiros, reducéo dos descartes, a eficiéncia da cadeia de abastecimento e no
combate a pesca ilegal (FAO, 2018). De acordo com a agéncia, desde 2013, a producao de alimento
pela aquicultura continental e marinha, superam a producdo pela pesca extrativista mundial.
Entretanto, a pesca extrativista marinha ainda € a modalidade que apresenta a maior producéo
isoladamente. Em 2015, a captura de peixes, crustaceos, moluscos e outros animais aquaticos atingiu
92,6 milhdes de toneladas e, desta forma, a captura marinha representa 87,5% do total capturado com
81,2 milhdes de toneladas, enquanto a captura continental reportou apenas 11,5 milhdes de toneladas.

Entretanto, Pauly & Zeller (2016) apresentaram os resultados de uma abordagem chamada
“reconstrugdo de capturas” (Pauly, 1998; Zeller et al., 2007), a qual utiliza uma grande variedade de
fontes de dados para estimar as capturas omitidas nos dados oficiais reportados a FAO. Eles concluiram
que as capturas globais reconstruidas entre 1950 e 2010 foram 53% maiores em relacdo aos dados
reportados e estdo diminuindo de forma mais intensa. A trajetdria das capturas reconstruidas difere
substancialmente da reportada a FAO, as estatisticas reportadas sugerem que a partir de 1950, as
capturas mundiais aumentaram de forma constante em torno de 86 milhdes de toneladas em 1996,
estagnaram e depois declinaram lentamente para cerca de 77 milhdes de toneladas até 2010. Em
contrapartida, as capturas reconstruidas alcancaram 130 milhGes de toneladas em 1996 e apresentam
um declinio trés vezes maior em relacéo aos dados reportados a FAO (Fig. 1). Esse declinio reflete-se,
em grande escala, na diminuicdo das capturas industriais e, em menor escala, na diminuicdo dos
descartes. Os niveis de descarte representam entre 10% e 20% do total de capturas reconstruidas por
ano até o ano 2000, apo6s o qual os descartes representam menos de 10% das capturas anuais totais

(Pauly & Zeller, 2016).
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Figura 1. Dados Reconstruidos combinados com os dados oficiais reportados e as estimativas reconstruidas de
dados néo reportados, incluindo os descartes, com referéncia as ZEEs. Os dados oficiais reportados sdo extraidos

principalmente do banco de dados FishStat da FAO http://www.fao.org/fishery/. A linha "Capturas Reportadas"

sobreposta no grafico de captura representa todas as capturas consideradas reportadas, incluindo estrangeiras e
atribuidas a esta entidade espacial. Pauly & Zeller (2015). Sea Around Us concepts, design and data.

http://www.seaaroundus.org/

A sobreexplotacdo impacta diretamente o ecossistema marinho, a seguranca alimentar e as
identidades culturais das comunidades costeiras (Garcia & Rosenberg, 2010; Costello et al., 2012;
Inniss et al., 2016; FAO, 2016). Em seu estudo, Watson & Pauly (2001) demonstraram que os dados
de captura subestimados de paises em que ha pescarias de grande escala, combinados com uma grande
e muito variavel captura de espécies, podem gerar estimativas tendenciosas e influenciar as decis6es
sobre investimentos e a gestdo internacional da pesca. Estimativas recentes do atual status dos estoques
marinhos (Pauly et al., 1998; Worm et al., 2009; Garcia & Rosenberg 2010; Anderson et al., 2012;
Costello et al., 2012, 2016; Thorson et al., 2012; FAO, 2016) evidenciam que a biomassa de muitos
estoques esta abaixo dos niveis biologicamente sustentaveis.

A porcentagem destes estoques dentro de niveis biologicamente sustentaveis diminuiu de 90%
em 1974 para 68,6% em 2013. Desta maneira, estima-se que 31,4% dos estoques mundiais estejam
explorados em niveis biologicamente insustentaveis. Da totalidade dos estoques pesqueiros avaliados
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em 2013, 58,1% encontram totalmente explotados, enquanto 10,5% encontravam-se subutilizados.
Consequentemente, a porcentagem de estoques pesqueiros biologicamente insustentaveis aumentou,
nos anos 1980, de 10% em 1974 para 26% em 1989. Apds os anos 1990, o numero de estoques em
niveis insustentaveis continuou a aumentar, embora de forma mais lenta para 31,4% em 2013
(FAO,2016). Em uma analise paralela, segundo a Sea Around Us, uma iniciativa privada entre
pesquisadores, atualmente entre os estoques avaliados, 6,1% estdo em reconstrucdo, 17,8% em

desenvolvimento, 57,3% explotados, 17,1% sobreexplotados e 1,8% colapsados (Fig. 2).

Porcentagem

e i i s e G e e s

e C plapsado e Sobreex plotado Explotado — eemDeserrvolvimento —es=Beconstrugio

Figura 2. Gréficos de avaliacdo do status dos estoques pesqueiros pela média tri-anual da biomassa capturada
desde 1950. As categorias todas referem-se ao nivel maximo de captura ou pds-pico em cada série:
Desenvolvimento de capturas < 50% do pico da série temporal; Explotados > 50% das capturas de pico;
Sobreexplotados entre 50% e 10% do pico; Colapsados, <10% do pico e Reconstrucéo, capturas entre 10% e
50% do pico. Pauly & Zeller, (2015). Sea Around Us. Concepts, Design and Data.

http://www.seaaroundus.org/data/#/global/stock-status

Estoques sobreexplotados sdo aqueles cuja a intensidade da captura de uma ou todas as faixas
etarias da populacdo sdo tdo elevadas, que reduz sua biomassa, seu potencial reprodutivo e suas

capturas, a niveis inferiores aos sustentaveis, o que resulta em mudancas que podem ser sutis a curto
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prazo, como a reducdo da diversidade genética ou 0 aumento da endogamia, porém com graves
consequéncias a longo prazo, como o colapso populacional dos estoques (Gascoigne & Lipcius, 2004)
podendo erradicar importantes populacfes ou estoques genéticos, ocasionando a diminuicdo do
potencial adaptativo da espécie explorada (Worm et al., 2006; Castorani et al., 2015).

Assim, o objetivo da delimitacdo de estoques é obter unidades de gestdo que compreendam
unidades bioldgicas significativas, melhorando assim os esfor¢os na gestdo de recursos (Abaunza et
al., 2008). Nesse contexto, o papel da genética é fundamental quando se trata da preservacdo de
estoques locais que possuem diversidade adaptativa, o que é critico para a manutencdo a longo prazo

da pesca sustentavel.

1.2 Peixes-de-Bico (“Billfishes”’) e Genética da Conservacao

Peixes-de-bico (“billfishes”) ¢ o termo utilizado para designar as espéecies da ordem
Istiophoriformes (Fig. 3) (Betancur-R et al., 2013), que inclui, atualmente, 13 espécies de grandes
peixes marinhos pertencentes as familias Xiphiidae, representado por uma unica espécie, 0 espadarte
Xiphias gladius e Istiophoridae, representada por 5 géneros e 12 espécies. Estes peixes sdo
caracterizados pelo prolongamento da mandibula superior muito além da mandibula inferior em um
longo rostro em forma de espada ou de lanca (Gregory & Conrad, 1937; Nakamura, 1985; Fierstine &
Voigt, 1996; Fierstine, 2006). Estas espécies possuem um registro fossil muito rico. Trés familias
encontram-se extintas, Hemingwayidae, Palaeorhynchidae e Blochiidae, com suas primeiras
ocorréncias datadas no Paleoceno ha 56 milhdes de anos atrds (Mia), Eoceno Inferior (53 Mia) e
Mioceno Médio (40 Mia), respectivamente. A familia Istiophoridae moderna data do Mioceno (23-5,5
Mia). A familia Xiphiidae tem sua primeira datada no inicio do Eoceno (53 Mia), entretanto o género

Xiphias é datado em 15 Mia (Fierstine, 2006).



Figura 3. Representagdo da biodiversidade de espécies da ordem Istiophoriformes. ©2018 The Billfish

Foundation. https://billfish.org/education/what-are-billfish/

S&o peixes adaptados a uma vida em um ambiente peldgico, com numerosas caracteristicas
morfolégicas que tornam sua locomocdo mais eficiente, como por exemplo, apresentam corpo
hidrodindmico, as nadadeiras peitorais sdo voltadas para trds e tém grandes superficies para
sustentagdo, enquanto a cauda fornece forte impulso. Muitas dessas adaptacOes estdo relacionadas a
explosdes de altas velocidades (Block et al., 1992), colocando-0s entre 0s peixes atuais mais velozes
(Videler, 1993; Marras et al., 2015). Algumas espécies sdo de grande porte e atingem tamanhos
superiores a 3,5 metros de comprimento e 500 quilogramas (Santini & Sorenson, 2013), ocupando
geralmente os topos das teias alimentares na maioria dos ecossistemas pelagicos tropicais e temperados
(Cox et al., 2002; Kitchell et al., 2006).

Estas espécies sdo capturadas por pescarias multinacionais, por isso demandam gestdo

internacional transfronteirica. Quatro Organiza¢Ges Regionais de Gestdo das Pescas (RFMOs), a
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International Commission for the Conservation of Atlantic Tunas (ICCAT), a Indian Ocean Tuna
Commission (IOTC), a Inter-American Tropical Tuna Commission (IATTC), a Western and Central
Pacific Fisheries Commission (WCPFC) e a International Scientific Committee for Tuna and Tuna-
like Species in the North Pacific Ocean (ISC) assumem a lideranca em termos de coordenacdo de
pesquisas e avaliacOes de estoque, bem como de assessoria para a gestdo destes recursos.

Somente em 2015, foram reportados a FAO, a captura de mais de 245 mil toneladas de peixes-
de-bico em todo 0 mundo, que somadas exportacdes e importacdes, atingiram aproximadamente US$
1,16 bilhdes no mercado internacional. A espécie Xiphias gladius representa mais da metade das
capturas do grupo, seguido pelas espécies dos géneros Makaira e Istiophorus, que representam 16,7%
e 14,7% das capturas, respectivamente. Ha4 uma grande demanda por estas espécies impulsionada pelos
altos precos de seus produtos no mercado internacional (Myers & Worm, 2003; Myers & Worm, 2005;
Cullis-Suzuki & Pauly, 2010). Como as populacGes sdo exploradas por pescarias multinacionais, cuja
regulamentacdo, de uma perspectiva geopolitica é extremamente dificil, sua avaliacdo e gestdo sdo
complexas e as vezes insuficientes (Cullis-Suzuki & Pauly, 2010). Além da pesca comercial, estas
espécies sdo troféus muito cobicados pela pesca esportiva, embora haja incerteza quanto a magnitude
dos desembarques devido a ndo reportagem das capturas, ha estimativas de que esta modalidade
pesqueira represente menos de 2% do total de capturas (ICCAT, 2013).

Em relacdo ao seu status de conservacao, a maioria dos peixes-de-bico encontram-se nos niveis
mais baixos de ameaca de extin¢do na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da
Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN), sendo as espécies Xiphias gladius, Istiophorus platypterus,
Tetrapterus belone e T. pfluegeri listadas como “Menos Preocupante” (LC) e a espécie Kajikia audax
encontra-se “Quase Ameaca” (NT), enquanto outras espécies como Istiompax indica, Tetrapturus
angustirostris e T. georgii sao classificadas como “Dados Deficientes” (DD). Porém, duas espécies, 0
marlim-branco Kajikia albida e o marlim-azul Makaira nigricans sdo classificados como

“Vulneraveis” (VU) (IUCN, 2017).
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Figura 4. Captura Reportada de Peixes-de-bico por género e ndo identificadas entre 1950 a 2015. ©FAO 2006-
2018. http://www.fao.org/fishery/. (S/1, sem identificacdo).

Desde a década de 1990, diferentes abordagens genéticas foram aplicadas a identificacdo dos
peixes-de-bico (Chow, 1994; Innes et al., 1998), 0 PCR-RFLP (McDowell & Graves, 2002; Hsieh et
al., 2005, 2007; Domingues et al., 2015), o DNA Barcode (Hanner et al., 2011) e, mais recentemente,
técnicas, que provaram ser as mais eficientes, 0 PCR quantitativo em tempo real (qQPCR) e genémica
em larga escala (Chuang et al., 2017; McDowell et al., 2018). Entretanto, é importante enfatizar, que
quando o DNA Barcode sugere a existéncia de novas espécies, ndo é prova definitiva e os resultados
devem ser utilizados em conjunto com outras caracteristicas, que tornam a delimitacdo de novas
espécie mais confiavel (De Salle, 2006; Wiemers & Fiedler, 2007). O gene citocromo c oxidase
subunidade | (COI) deve ser combinado a outros genes independentes, além de dados morfoldgicos,
geogréaficos ou ecoldgicos para se delimitar claramente as espécies, 0 que é chamado de taxonomia
integrativa, uma abordagem taxonémica que visa incorporar os diversos tipos de dados e metodologias

utilizados na Sistematica BiolGgica, para documentar a biodiversidade e os processos evolutivos que
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promovem sua divergéncia (Dayrat, 2005; Will et al., 2005; Ahrens et al., 2007; Miller, 2007; Vogler
& Monaghan, 2007; Wiens, 2007; Bond & Stockman, 2008; Giraud et al., 2008; Dépraz et al., 2009;
Damm et al., 2010; Goetze, 2010; O'Meara, 2010; Padial et al., 2010; Ross et al., 2010; Yeates et al.,
2010; Fujita et al., 2012).

Ao longo dos anos, devido ao seu alto interesse bioldgico, ecoldgico e comercial, diversos
estudos genéticos foram realizados com o grupo. Em relacdo a sua filogenia, houve maior interesse
nas relacdes evolutivas entre as familias Istiophoridae e Xiphiidae e a subordem Scombroidei, a qual
agrupa seis familias de peixes com mais de 800 espécies, entre eles os atuns (Scombridae) e as
barracudas (Sphyraenidae) (Johnson, 1986; Finnerty & Block, 1995). As relacGes filogenéticas dos
peixes-de-bico foram exploradas em muitos estudos morfologicos e moleculares, com hip6teses muito
diferentes entre si (Finnerty, 1995; Collette et al., 2006; Orrell et al., 2006). Entretanto, apesar de
novas evidéncias morfoldgicas (Carpenter et al., 1995; Johnson, 1986; van der Straten et al., 2006) e
maior disponibilidade de dados moleculares (Miya et al., 2003), a historia evolutiva dos peixes-de-
bico permanece sem consenso.

Estudos morfolégicos apoiam a inclusdo de peixes-de-bico na subordem Scombroidei, mas
tendem a discordar sobre as relagdes entre as subordens. Trés hipdteses filogenéticas foram mais
apoiadas por dados morfoldgicos: (i) os peixes-de-bico pertencem a Scombroidei e sdo um grupo irmao
de Scombridae (Collette et al., 1984), (ii) os peixes-de-bico constituem um subgrupo dentro da familia
Scombridae (Johnson, 1986; Carpenter et al., 1995) e (iii) os peixes-de-bico ndo sdo Scombroidei e
devem incluir uma subordem separada, Xiphoidei (Nakamura, 1983; Potthoff et al., 1986; van der
Straten et al., 2006). Entretanto, as evidéncias morfoldgicas, até 0 momento, ndo identificaram quais
taxons estdo mais relacionados com os peixes-de-bico (Orrell et al., 2006), mas apesar de analises
filogenéticas ndo terem solucionado estas incertezas, elas apoiam por unanimidade a hipétese de que
estas espécies devem compor uma ordem separada (Finnerty & Block, 1995; Collette et al., 2006;

Orrell et al., 2006; Little et al., 2010; Santini & Sorenson, 2013).
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Surpreendentemente, apesar da atencdo a taxonomia dos niveis superiores dos peixes-de-bico,
ha ainda controvérsias quanto as relacfes dentro da familia Istiophoridae. H& problemas taxondmicos
em cada género (Collette et al., 2006) e ndo ha consenso sobre a validade e o nimero de espécies e
nem sobre a delimitacdo de sua area de ocorréncia (Graves & McDowell, 2003). Muitos aspectos do
gerenciamento pesqueiro dependem, primeiramente, da identificacdo precisa dos organismos
capturados para se manter registros precisos e detalhados sobre a quantidade e a biodiversidade
capturadas, a fim de auxiliar na geracdo de estatisticas pesqueiras com maior precisdo. Portanto, é
necessario a identificacdo correta das espécies que ocorrem em um determinado ecossistema, pois sao
as unidades fundamentais para muitos campos de atuacdo da Biologia. Porém sua identificacéo e
delimitacdo raramente sdo diretas ou perceptiveis (Herbert et al., 2003a). Tal fato ocorre porque muitos
grupos diversos sdo morfologicamente cripticos, contém muitos tdxons ndo descritos ou a literatura
taxondmica existente é conflitante, uma questdo chamada de “impedimento taxonémico” (Hoagland,
1996).

O género Makaira, atualmente € dividido em duas espécies Makaira nigricans e M. mazara
(Nakamura, 1985), porém analises utilizando o Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de
Restricdo (RFLP) (Buonaccorsi et al., 2001) indicam ndo haver divergéncia entre os individuos do
Atlantico e os do Indo-Pacifico e, portanto, somente uma espécie. O género Kajikia, é atualmente
dividido em duas espécies K. albida e K. audax e também ndo ha consenso sobre a validade destes
taxons (Graves, 1998; Graves & McDowell, 2003; Collette et al., 2006; Hanner et al., 2011). Dentre
as linhas que postulam duas espécies estima-se que o género divergiu muito recentemente (Collette et
al., 2006) e assim, métodos mais tradicionais de identificagdo molecular seriam menos eficientes
(Hanner et al., 2011). Em estudos anteriores, mesmo com multiplos marcadores genéticos, ndo foi
possivel definir a relacéo entre essas espécies (Graves, 1998; Collette et al., 2006; Shivji et al., 2006).

O género Tetrapturus é o mais incerto e, atualmente, existem quatro espécies aceitas, T. georgii,

T. pfluegeri, T. belone e T. angustirostris. Embora T. georgii seja geneticamente a mais distinta das
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quatro espécies do género (Hanner et al., 2011), so foi recentemente confirmada como valida (Shivji
et al., 2006). Tetrapturus pfluegeri e T. belone, ha até pouco tempo eram consideradas a mesma e com
a descricdo de T. belone efetuada por Robins & de Sylva (1963), constatou-se tratar de uma espécie
estreitamente relacionada a T. pfluegeri (Collette et al., 2006; Hanner et al., 2011). McDowell et al.
(2018) realizaram a avaliacdo molecular mais extensa sobre o género até 0 momento e relataram o
nivel substancial de similaridade genética entre as espéecies e sugerem que métodos gendmicos de alta
resolucdo podem ser necessarios para resolver inequivocamente a delimitacdo destas espécies.

Em relacdo a sua estruturacdo genética populacional, diferentes técnicas e marcadores
moleculares foram utilizadas para investigar peixes-de-bico, com a maioria destas inferéncias
resultando de estudos usando marcagdo convencional ou analises genéticas. Em uma revisdo recente,
Graves & McDowell (2015) compilaram os resultados de diferentes abordagens aplicadas a este grupo
de peixes. Geralmente, esses estudos demonstraram niveis relativamente baixos de estruturacdo
populacional, compativeis com a alta capacidade de dispersdao desses peixes em um ambiente
epipelagico relativamente homogéneo.

Os trabalhos com a espécie Makaira nigricans, em estudos convencionais de marcacao e
recaptura demonstram que o M. nigricans é capaz de locomover-se por longas distancias. Movimentos
transoceanicos e transequatoriais foram documentados nos oceanos Pacifico e Atlantico e, inclusive,
entre as bacias oceanicas (Ortiz et al., 2003). As analises com marcadores nucleares e mitocondriais
indicaram baixos valores, porém significativos, de estruturacdo entre as bacias oceénicas, que ndo
forneceram evidéncia de estruturacdo dentro dos oceanos (Graves & McDowell, 2003; McDowell et
al., 2007; Sorenson et al., 2013; Chen et al., 2016).

O marlim negro, Istiompax indica, € amplamente distribuido pelo Indo-Pacifico (Nakamura,
1985). E capaz de grande dispersdo transequatorial, transoceanico e interoceanico (Ortiz et al., 2003).
Recentemente, Williams et al. (2016) encontraram também baixos valores de estruturacdo entre as

bacias oceanicas, utilizando marcadores nucleares e mitocondriais. O marlim listrado, Kajikia audax,
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é amplamente distribuido no Indo-Pacifico e ocasionalmente sdo encontrados no Atlantico Sudeste.
Estudos convencionais de marcacdo (Ortiz et al., 2003) demonstraram movimentos transequatoriais,
mas movimentos transoceanicos completos ndo foram demonstrados. Em relag@o aos outros peixes de
bico, K. audax exibe o maior grau de estruturacdo genética da populacdo. Andlises genéticas
empregando marcadores moleculares nucleares e mitocondriais demonstraram heterogeneidade
significativa entre diferentes locais amostrados no Oceano Pacifico (Graves & McDowell, 2003;
McDowell & Graves, 2008; Purcell & Edmands, 2011).

O marlim branco, Kajikia albida, é distribuido por todo o Oceano Atlantico (Nakamura, 1985).
Estudos convencionais de marcacdo (Ortiz et al., 2003) demonstram movimentos transoceanicos, mas
ndo houve movimentos transequatoriais. Em seu estudo, Graves & McDowell (2006), aplicando
marcadores nucleares e mitocondriais, ndo encontraram nenhuma estruturacao genética populacional
dentro do Atlantico. Entre as espécies do género Tetrapturus, ha pouca informacéo disponivel sobre
sua estrutura genética populacional. Embora, recentemente, Tetrapturus georgii foi avaliada através
de marcadores nucleares e mitocondriais e também nao foi encontrado nenhuma estruturacdo no
Atlantico (Bernard et al., 2014).

Entre estas espécies, o agulhdo-vela, Istiophorus platypterus (Fig. 5), € uma das mais
emblematicas e facilmente reconheciveis por suas nadadeiras dorsais, extremamente grandes e
coloridas semelhantes as velas de embarcacdes a vento. Apresenta rapida taxa de crescimento, alcanca
tamanhos superiores a 3,4 metros de comprimento total e mais de 100 quilogramas (Nakamura, 1985).
A espécie parece atingir tamanhos maiores no Indo-Pacifico (IGFA, 2011) e alcancar longevidade
média de 13 anos. Chiang et al. (2004) estimaram idades de 12 anos para fémeas e 11 anos para
machos, sendo a maior idade ja registrada de 17 anos (Ortiz et al., 2003). As fémeas geralmente
atingem tamanhos e longevidade maiores em relagdo aos machos (Hoolihan, 2006; Collette et al.,
2011; Kar et al., 2015) e além disso, a fecundidade aumenta acentuadamente com o tamanho da fémea

(Nakamura, 1985; Chiang et al., 2006). A espécie atinge a maturidade sexual aos 2,5 anos (Prince et
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al., 1986, Ortiz et al., 2003), com tamanhos superiores a 1,5 m (Chiang et al., 2006; Mourato et al.,

2009) tanto no Oceano Atlantico, quanto no Indo-Pacifico.

© Robin Hughes

Figura 5. Exemplar de agulhdo-vela, Istiophorus platypterus (Shaw, 1792).
http://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2011-2.RLTS.T170338A6754507.en

O agulhdo-vela I. platypterus é uma espécie epipelagica oceanica de distribuicdo circunglobal
em &guas tropicais e temperadas. A espécie tem maior preferéncia por dguas quentes (>20°C), situam-
se preferencialmente acima da termoclina (~25-50 m), mas realizam curtos mergulhos até regides
mesopelagicas (>200 m). A maior profundidade ja registrada foi de 560 m (Lam et al., 2016). Este
comportamento também é observado em outras espécies de peixes-de-bico, que frequentemente
realizam mergulhos verticais de curta duragdo, presumidos como associados ao forrageamento,
controle térmico, evasdo de predadores, remocao de parasitas ou como auxilio a orientacdo/navegacao
(Sims et al., 2008; Bernal et al., 2010; Chiang et al., 2011). Prince & Goodyear (2006) e Prince et al.,
(2010) descreveram como a distribuicdo vertical do habitat do agulhdo-vela e do marlim-azul no

Atlantico e Indo-Pacifico estavam diretamente correlacionadas com a concentracdo do oxigénio
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dissolvido e que as camadas hipoxicas podem formar barreiras aos movimentos verticais dessas
espécies.

A espécie retne-se em cardumes para maximizar as chances de capturar suas presas (Herbert-
Read et al., 2016) e em algumas regides apresenta segregacao espacial por tamanho (Tsai et al., 2014).
O I. platypterus aparenta ser um predador generalista, que se alimenta principalmente de peixes,
cefalopodes e crustaceos pelagicos (Nakamura, 1985; Rosas-Alayola et al., 2002; Arizmendi-
Rodriguez et al., 2006; Shimose et al., 2010), em aguas costeiras e oceanicas e, ocasionalmente, de
presas mesopelagicas e demersais. As mudancas na composi¢cdo em sua dieta parecem estar mais
relacionadas a abundancia e distribuicdo das presas do que as preferéncias alimentares (Rosas-Alayola
et al., 2002).

Para efeito de administracdo pesqueira, o agulhdo-vela é dividido em cinco estoques no mundo:
Atlantico Ocidental, Atlantico Oriental, Pacifico Oriental, Pacifico Central Ocidental e do indico.
Porém ndo ha consenso sobre a delimitacdo real destes estoques nem sobre o atual status de
conservacao da espécie. No Oceano Atlantico, tanto o estoque oriental como o ocidental, podem ter
sido reduzidos a tamanhos de estoque abaixo da Producdo Maxima Sustentavel, mas ha incertezas
considerdveis nestas anélises. No Atlantico Ocidental, diferentes métodos de anélises de dados
sugeriram que o estoque no Atlantico Ocidental se encontra sobreexplotado e atualmente sofre com a
sobreexplotacdo. No Atlantico Oriental, 0 quadro ndo é muito diferente, a maioria dos modelos
examinados indicam que o estoque esta sobreexplotado, mas seu verdadeiro status de sobrepesca ainda
é incerto (ICCAT, 2016).

O I. platypterus, assim como o M. nigricans, tem distribuicdo circunglobal e a temporada
reprodutiva ocorre por longos periodos em vastas regides geograficas (Nakamura, 1985). Em contraste
com os grandes deslocamentos observados para M. nigricans, os dados de marcagdo convencionais
revelam uma menor dispersao de I. platypterus. Ndo foram observados movimentos transoceanicos ou

transequatoriais para o agulhdo-vela no Atlantico ou no Oceano Pacifico (Ortiz et al., 2003).
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Istiophorus platypterus, assim como M. nigricans, exibem uma baixa, porém significativa
estruturacdo populacional entre o Atlantico e o Indo-Pacifico, com duas linhagens distintas ocorrendo
no Atlantico, uma das quais também ocorre no Pacifico (Graves & McDowell, 2003). A presenca de
diferentes linhagens em ambos 0s oceanos sugere um fluxo génico limitado ou isolamento geogréafico
recente.

Apesar de muitos aspectos da biologia da espécie ainda ndo serem totalmente compreendidos,
I. platypterus esta listada como de “Menos Preocupante” na Lista Vermelha da Unido Internacional
para a Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) das espécies ameacadas de extingao
pelo fato de ser amplamente distribuida em todos os oceanos, ser relativamente comum e nao haver
qualquer indicacdo de declinio generalizado (Collette et al., 2011), ainda assim a espécie é captura por
diversas artes de pesca em todo o mundo, tanto industrial quanto artesanal, e também € considerada

um cobicado troféu da pesca esportiva multimilionaria (Erhart & Fitchett, 2006).

1.3 Delimitacdo molecular de espécies

Nos ultimos anos, os métodos de identificacdo baseados em métodos morfologicos foram
gradualmente integrados a métodos baseados no sequenciamento de DNA, como o DNA Barcode
(Herbert et al., 2003a), que consiste em um método taxondmico que utiliza um ou mais marcadores
moleculares padronizados, como o citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI) ou o gene mitocondrial
ribossémico 16S, para se identificar um organismo como pertencente a uma determinada espécie.
Atraves destes métodos, amostras de DNA desconhecidas s&o identificadas pela comparacédo entre as
espécies registradas em uma plataforma integrada de bioinformatica, que suporta uma biblioteca de
referéncia validada, o Barcode Of Life Data System (BOLD) (Ratnasingham & Hebert, 2007).

A delimitacdo de espécies baseada na divergéncia genética entre as sequéncias de DNA tem

sido bastante aplicada (Ratnasingham & Hebert, 2007; Schloss et al., 2009). Porém, ainda muito
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discutida por ndo ser sensivel a processos evolutivos (Hickerson et al., 2006; Nielsen & Matz, 2006),
sendo necessarios o uso de métodos mais recentemente validados (Fontaneto et al., 2007). Duas novas
formas de analises projetadas especificamente para dados do DNA Barcode, 0 Automatic Barcode Gap
Discovery (ABGD; Puillandre et al., 2012) e o Barcode Index Number System (BIN; Ratnasingham
& Hebert, 2013) tem sido aplicadas de forma bastante resolutiva.

Outros metodos, como o General Mixed Yule-coalescent (GMYC; Pons et al., 2006; Fujisawa
& Barraclough, 2013), aproveita os modelos de especiacdo de Yule (Yule, 1925) e a Teoria de
Coalescéncia (Kingman, 1982) para calcular a solu¢do de maxima verossimilhanca para o ponto de
transicdo entre os processos de especiacdo e coalescéncia em uma arvore ultramétrica. Enquanto o
método Poisson Tree Processes (PTP, Zhang et al., 2013), pode delimitar espécies usando filogenias
ndo-ultramétricas. Essas abordagens fornecem limites objetivos, especificos para cada clado, com os
quais delimitar unidades evolutivas significativas (ESUs) de diversidade, semelhante as espécies,
conforme definido pelo Conceito de Espécies Evolutivas (Simpson, 1951). Esses métodos fornecem
uma alternativa aos métodos de selecdo de unidades taxondmicas operacionais (OTU), que dependem
de um limite de similaridade de sequéncia arbitrario e especifico do clado (Barraclough et al., 2009).

A congruéncia entre os diferentes métodos pode dar suporte a robustez a quaisquer unidades
taxonémicas operacionais molecular (MOTU) particulares devido as diferentes abordagens analiticas
e bases tedricas envolvidas (Carstens et al., 2013). Além disso, a comparacdo desses métodos ajuda a
entender sua tendéncia para dividir ou combinar “clusters” de sequéncias (Ratnasingham & Hebert,
2013). Embora a delimitacdo de espécies seja um problema complexo (Hey et al., 2003), os conceitos
de espécies compartilham a ideia de que as espécies sejam linhagens de uma metapopulagdo de
evolugdo independente (De Queiroz, 2007). Isso fornece uma justificativa para o uso de dados
moleculares para o diagnostico dessas linhagens, pois contém o sinal dos processos historicos
envolvidos em sua divergéncia (Nielsen & Wakeley, 2001). Entretanto, as linhagens identificadas

desta maneira ndo atenderdo necessariamente aos critérios de qualquer conceito de espécie, como
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existir isolamento reprodutivo entre outras linhagens ou exibirdo divergéncia morfoldgica, ecologica
e/ou comportamental (Reid & Carstens, 2012).

Estas técnicas desenvolveram-se rapidamente devido a reducdo de custos e a maior
disseminacdo na aplicacdo destas tecnologias (Wetterstrand, 2016), que associadas a necessidade de
se abordar problemas criticos de conservagdo e manejo pesqueiros, as tornaram aplicaveis a diversas
questdes, como a identificacdo e delimitacdo de espécies, estrutura e avaliacdo do tamanho dos
estogues pesqueiros, relacdes evolutivas entre as espécies, etc. (Dudgeon et al., 2012). Para os gestores
pesqueiros, os estoques ou as populacdes de peixes sdo a unidade bioldgica fundamental (Carvalho &
Hauser, 1994; Waples & Gaggiotti, 2006; Reiss et al., 2009), porém sua complexidade, muitas vezes
dificulta sua delimitacdo (Dizon et al., 1992), sendo necessario o explicito contexto e motivo pelo qual
ele serd definido. Em espécies marinhas de distribuicdo cosmopolita, a utilizacdo de técnicas
moleculares revelou que estas espécies eram, na verdade, grupos de espécies sem distincdo
morfoldgica evidente (Bickford et al., 2007; Burton, 2009; Hellberg, 2009). Nestes casos, a sobrepesca

pode levar a sobreexplotacdo dos estoques menores ou dos menos produtivos.

1.4 Delimitacdo de estoques genéticos — estruturas populacionais e diversidade genética

A estruturacdo populacional pode ser promovida por diversos fatores, incluindo limitada
capacidade de dispersdo, um ambiente heterogéneo ou fragmentado ou a presenca de areas de bercario,
temporal e/ou espacialmente distintas. O ambiente epipelagico é relativamente homogéneo,
caracterizado pela falta de barreiras fisicas evidentes, grandes distancias, as quais associadas a sua alta
capacidade migratoria, tendem a promover o fluxo génico e a erosdo da estrutura genética entre 0s
estoques (Palumbi, 1994; Graves, 1998). Além disso, para a maioria das espécies é relatada que sua
reproducdo ocorra em regifes com ampla distribui¢do geografica durante uma estacdo prolongada do

ano (Nakamura, 1985). Desta maneira, espera-se que a auséncia de barreiras ao fluxo génico limite a
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estruturacdo genetica populacional e os processos de especiacdo (Graves & McDowell, 2003).
Entretanto, é fundamental que esta suposicédo seja avaliada, ja que mesmo baixos niveis de estruturacdo
populacional podem ter importantes implicacdes para o manejo pesqueiro (Allendorf et al., 1987) e
podem existir diferencas significativas de estruturacdo interespecifica (Graves & McDowell, 2003).

Estudar a fauna oceénica envolve grandes desafios logisticos e tecnoldgicos, devido as enormes
distancias e grandes profundidades, as quais associadas aos complexos padrdes de conectividade e
dispersao entre as espécies e suas populagdes, dificultam a observacao in situ dos organismos e de seus
comportamentos (Antoniou & Magoulas, 2014). As caracteristicas dos habitats de uma espécie como
a presenca de barreiras geograficas, como as grandes massas continentais ou ilhas oceanicas; correntes
marinhas e os gradientes de temperatura, oxigenacao e salinidade, podem formar barreiras a dispersao
dos individuos e ocasionar seu isolamento com o possivel surgimento de “populagdes locais”, que
apresentam caracteristicas distintas da “populagdo original” (Hellberg, 2009). Se isoladas por tempo
suficiente, estas populacbes podem evoluir e se diversificar em unidades geneticamente distintas
(Steneck & Wilson, 2010).

O conceito de “populagdo” é fundamental para a delimitagdo de estoques genéticos, pois sua
identificacdo envolve a caracterizacdo de sua estrutura genética populacional e de seus padrdes de
conectividade genética e demogréafica. Entretanto, assim como ndo ha consenso sobre a defini¢do do
termo populacéo (Waples & Gaggiotti, 2006; Queiroz, 2007), também ndo ha para “estoque genético”
e, com isso, existem inimeras interpretac6es na literatura (Nielsen, 1995; Begg & Waldman 1999). As
defini¢des mais comuns para “populagdo” sao descrigdes qualitativas, como “um grupo de individuos
da mesma espécie, que ocupam uma area geografica por um determinado periodo” (Krebs, 1994).
Estudos recentes, Beerli (2004) e Slatkin (2005) enfatizaram novamente o fato de que as interagdes
com as popula¢des ndo amostradas (“fantasmas”), podem afetar as estimativas de parametros-chave,
como a taxa de migracédo, o tamanho efetivo populacional e a diversidade genética para as populacGes

de interesse (Moritz, 1994; Waples, 1995; Crandall et al., 2000; Allendorf et al., 2004).

20



Consequentemente, por razdes praticas e bioldgicas, as populacdes sao as unidades de interesse para
conservacao e gestdo de recursos naturais e populacées naturais (McElhany et al., 2000; Beissinger &
McCullough, 2002) e a identificacdo das fronteiras entre as populacdes pode ter implicacdes para seu
gerenciamento e até legais (Waples & Gaggiotti, 2006).

Fundamental para o gerenciamento sustentavel é a relagdo entre os processos bioldgicos e as
acOes de gerenciamento. No entanto, os gestores precisam incluir uma variedade de fatores
parcialmente conflitantes em sua estratégia de gerenciamento, como fatores bioldgicos,
socioecondmicos e politico-administrativos (Reiss et al., 2009), que pode requerer a necessidade de
cooperacgdo internacional e uma governanca transfronteirica da pesca (Munro, 1990; Scholtens &
Bavinck, 2014). Diversas espécies sdo compostas por populacdes heterogéneas e geograficamente
estruturadas, por muitos fatores como sua area de distribuicdo, demografia, histéria de vida,
fragmentacdo de habitats, mudancas climaticas e seu potencial de adaptacdo (Secor, 1999; Hilborn et
al., 2003; Kritzer & Sale, 2010). A delimitacdo de um estoque sem a consideracdo de todas essas
caracteristicas pode resultar em avaliacdes de estogues imprecisas, podendo levar os gestores a erros
sobre os atributos dos estoques, como por exemplo, considerar a completa difusividade dos individuos
ou subestimar os efeitos da mortalidade (Booth, 2000; Seijo et al., 2004), deplecbes ou extin¢des de
populacgdes locais e, em Ultima instancia, um gerenciamento insustentavel dos recursos (Gauldie, 1991;
Stephenson, 1999; Laikre et al., 2005).

Ao longo do tempo, a sofisticacdo tecnoldgica e a interdisciplinaridade levaram a uma maior
compreensdo dos processos bioldgicos e ambientais oceanicos e tem alterado a maneira como
gerenciamos estes importantes recursos. Isso possibilitou novas abordagens para a identificacdo e a
delimitacdo de estoques pesqueiros que, atualmente, tornou-se um componente fundamental em
programas de gerenciamento pesqueiro implementados por instituicbes de pesquisa e agéncias

governamentais (Cadrin et al., 2014).
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A conectividade é a ligacdo demografica entre as populagdes atraves da dispersao entre elas,
mesmo em diferentes estagios de desenvolvimento. Uma dispersao sucedida exige que os individuos
se movam entre as populacdes e tornem-se incorporados com éxito na populacédo receptora (Sale et al.,
2005). Por isso, populacdes marinhas sdo vistas como demograficamente abertas, com isolamento
genetico a longo prazo. Porém, as evidéncias sugerem o contrario (Swearer et al., 2002). Nos ultimos
anos, informacdes genéticas tém contribuido a visdo de que os dispersores sejam menos sucedidos
atraves da aplicacdo de marcadores moleculares capazes de estimar empiricamente a intensidade do
fluxo génico entre populac@es (Hellberg et al., 2002; Hellberg, 2009).

O fluxo génico pode se referir a padrbes continuos de dispersdo de individuos, que conectam
diferentes populacfes. Isto € o que os ecologistas devem medir para avaliar a independéncia ou a
interdependéncia demogréafica entre as populacdes. Desta perspectiva, o fluxo génico somente
interessa se 0s niveis de dispersdo contribuirem significativamente para a persisténcia das populacdes
no ambiente. A dispersao de alguns estagios larvais pode homogeneizar as populacdes geneticamente,
mas ndo conseguirdo sozinhos restaurar os niveis de variabilidade genética de uma populacédo
fortemente explorada, sem outros subsidios demograficos (Hellberg, 2009). Por outro lado, os biélogos
evolucionistas estdo interessados nas trocas genéticas entre populacdes que podem ter sido isoladas
por muitas geracoes. O raro intercdmbio genético entre estas populacdes, demograficamente isoladas,
ainda pode introduzir alelos externos, que podem disseminar mudancas adaptativas, alterar 0 processo
de especiacdo e obscurecer nossa capacidade de discernir mudancgas historicas no tamanho da
populacdo e inferir em sua conectividade (Hellberg, 2009).

O conhecimento pleno desta conectividade, seu padrdo espaco-temporal e suas consequéncias
estdo longe de serem compreendidos para diversas espécies marinhas (Cowen et al., 2006). A fim de
se evitar que diferentes unidades populacionais de peixes sejam tratadas como uma unica unidade de
gestdo (Waldman, 1999) ou vice-versa (Ying et al., 2011), é aconselhavel avalia-las adequadamente

com todas as ferramentas disponiveis (Antoniou & Magoulas, 2014).

22



1.5 DNA mitocondrial na conservacao e gestao pesqueira

Devido aos avancos tecnologicos, maior acesso e a diminuicdo dos custos envolvidos no
sequenciamento do DNA (Wetterstrand, 2013), a aplicacdo de técnicas moleculares tem sido
amplamente utilizada e também refutado a hipoOtese generalizada de auséncia de estruturacao
populacional em espécies com ovos e/ou larvas plancténicas, deste entdo, foram estabelecidos novos
intervalos de distribuicdo geografica para espécies, antes cosmopolitas, em areas de distribuicédo
menores, subdividindo-as em espécies diferentes (Colborn et al., 2001; Borsa, 2002; Taylor &
Hellberg, 2003; Klanten et al., 2007; Martinez-Takeshita et al., 2015).

A genética tem auxiliado a gestdo pesqueira dos recursos naturais e também de populacdes
naturais ha mais de 80 anos. Mais recentemente, foram amplamente utilizadas para a conservacdo da
biodiversidade, utilizada para a identificacdo de espécies (Herbert et al., 2003; Teletchea, 2009; Ward
et al., 2009), delimitacdo de unidades de conservacdo (Moritz, 1994; Avise, 1998; Waples et al., 2008;
Roff, 2013), no manejo de popula¢des cativas ou reproduzidas artificialmente (Frankham et al., 2002;
Charge et al., 2014; Willoughby et al., 2015) e na delimitacdo de estoques pesqueiros (Carvalho &
Hauser, 1994; Cano et al., 2008; Montes et al., 2012; Lu et al., 2016).

As pescarias marinhas visam seu gerenciamento para manter seu rendimento maximo
sustentavel (Punt et al., 2008) e concentram-se principalmente na biocomplexidade (Hilborn et al.,
2003) e na resiliéncia populacional (Walker & Salt, 2006), mantendo-se o rendimento dos recursos
(Ihssen et al., 1981; Gauldie, 1991; Begg & Waldman, 1999). Por outro lado, uma definicdo
conservacionista tende a concentrar-se mais nas probabilidades de exting¢do de linhagens ou a perda de
diversidade genética (Reiss et al., 2009).

Um marcador molecular é um sitio em heterozigosidade ou alguma variacéo silenciosa no DNA

e ndo associada a qualquer variacao fenotipica mensuréavel. Tal locus de DNA, quando heterozigoto,
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pode ser usado na andlise de mapeamento, assim como em um par de alelos heterozigotos
convencionais. Eles sdo utilizados como discriminadores de estoques genéticos, possibilitando inferir
sobre estoques pesqueiros ideais, pois sao independentes das mudancgas ambientais durante o curso da
vida de um individuo, de modo que as diferencas populacionais podem ser quantificadas. Entretanto,
deve ser dada atencdo as vantagens e limitacGes dos diferentes marcadores genéticos utilizados em
relacdo aos seus atributos para evitar estimativas tendenciosas e fazer inferéncias solidas sobre os
estoques de peixes.

Dentre os diversos marcadores moleculares amplamente utilizados atualmente, propriedades
bioldgicas e evolutivas do DNA mitocondrial (mtDNA) o tornam uma ferramenta popular para se
investigar a estrutura populacional dos recursos marinhos em um contexto filogeografico (Dizon et al.,
1992). Caracterizado por taxas de mutacéo relativamente altas, o mtDNA (Brown et al., 1979) gera
niveis elevados de polimorfismo e divergéncia (Avise, 2009; Hickerson et al., 2010). Este aspecto, 0
torna particularmente informativo para a determinacéo da estrutura genética populacional e inferéncias
sobre a historia populacional de espécies, bem como para deduzir as relacdes filogenéticas entre
espécies relacionadas. A elevada taxa mutacional € provavelmente consequéncia de alguns fatores, tais
como o fato de o mtDNA codificar apenas alguns polipeptidios e ndo produzir as proteinas diretamente
envolvidas em sua propria replicacéo, transcricao ou traducdo. Desta forma, sua maquinaria de reparo
é menos eficiente em relacdo ao DNA nuclear (nDNA) e gera continuamente novos haplotipos (Rand,
2001; Avise, 2009).

O mtDNA é uma molécula de DNA circular, de cadeia dupla, contida em multiplas copias nas
mitocbndrias, organelas citoplasmaticas encontradas em quase todas as células eucaridticas dos
Metazoa (Danovaro et al., 2010). Nos Metazoa, é bastante conservado em termos de contetudo de
genes. Possui 13 genes que codificam proteinas, 2 genes que codificam RNAS ribossémicos (12S e
16S rRNA), 22 genes que codificam RNAs transportadores (tRNAs) e uma regido controle néo-

codificante, conhecida como “D-loop” em vertebrados. Os genes codificadores sdo traduzidos em
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subunidades enzimaticas envolvidas no transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa: 7 subunidades
de nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase, 3 subunidades de citocromo c¢ oxidase (COl,
COll, COIll), 2 subunidades de adenosina trifosfato sintetase e o citocromo b (CytB). Os rRNAs e 0s
tRNAs participam na traducdo de proteinas em ribossomos mitocondriais. A regido controle (D-loop)
tem aproximadamente 1000 pares de bases (pb) e contém a origem da replicacdo do mtDNA. O
tamanho do genoma mitocondrial pode variar notavelmente entre os principais grupos de metazoarios
e pode ser altamente variavel mesmo dentro do mesmo grupo (Burger et al., 2003; Gissi et al., 2008,

Bernt et al., 2013) (Fig. 6).

AB470306 16524nt

Istiophorus platypterus

Figura 6. Representacdo do genoma mitocondrial da espécie Istiophorus platypterus. Em verde, os genes
mitocondriais, em azul os RNAs ribossémicos (rRNAs) e em laranja os RNAs transportadores (tRNAS).

Imagem gerada com mtviz (http://pacosy.informatik.uni-leipzig.de/mtviz/) através de uma sequéncia de genoma

mitocondrial do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB470306.1).

O mtDNA dos Metazoa é considerado como ndo-recombinante, ou seja, ndo ha crossing-over,
replica-se independentemente sem troca de material genético. Mesmo que a recombinagdo ocorra,

geralmente ndo havera um novo genétipo porque as moléculas recombinantes provavelmente serdo as
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mesmas devido a ocorréncia homoplasmia, ou seja, todas as copias do mtDNA sdo idénticas. Além
disso, 0o mtDNA representa quase exclusivamente a heranca materna. As mitocondrias paternas, que
por acaso, entram no zigoto durante a fertilizacdo, sdo degradadas ou replicam-se pouco depois
(Kaneda et al., 1995). Apesar dos relatos de casos de heranca mitocondrial paterna, a heranca
tipicamente materna e uniparental do mtDNA combinada com a falta de recombinacéo fornece uma
janela para a estrutura genética das populacdes naturais de uma perspectiva do sexo feminino (Avise,
2012).

Geralmente, 0o mtDNA segue a Teoria Neutra da Evolugdo Molecular (Kimura, 1983), a qual
sustenta que em nivel molecular, a maioria das mudancas evolutivas e a maior parte da variacao inter
e intraespecifica ndo seja causada pela selecao natural, mas por deriva genética de haplétipos mutantes
neutros. Uma mutacdo neutra é aquela que ndo afeta a capacidade do organismo de sobreviver e se
reproduzir. A teoria neutra permite a possibilidade de que a maioria das mutacGes ndo seja prejudicial,
mas afirma que, por serem rapidamente removidas pela selecdo natural, elas ndo contribuem
significativamente para a variacdo dentro e entre as espécies no nivel molecular.

Outra vantagem do mtDNA, esta no fato de ser a molécula mais eficaz para avaliar a
variabilidade genética intraespecifica e sua genealogia. Um dos maiores desafios para conservacao
envolve as espécies que se reproduzem como populacBes distintas, mas migram para areas de
alimentacdo em comum, onde estas populacdes de origem mistas podem estar sujeitas a significativas
taxas de mortalidade. A ideia basica por tras do uso do mtDNA para analise de estrutura de estogue é
que amostras de individuos, retiradas de areas diferentes ou da mesma area em periodos diferentes,
pertencerem a0 mesmo estoque, ou seja, conterdo 0os mesmos tipos haplotipos em frequéncias
semelhantes. Por outro lado, se forem encontradas diferengas substanciais na distribuicdo destes
haplotipos, existe uma forte evidéncia de que estas amostras pertencam a diferentes unidades

populacionais caracterizadas por um certo grau de isolamento genético (Antoniou & Magoulas, 2014).
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Dada a necessidade de informagfes sobre a abundancia de espécies oceanicas antes dos
processos histdricos de exploracdo, o mtDNA pode fornecer estimativas sobre o tamanho historico da
populacdo, mesmo na auséncia de amostras histdricas. Como o Tamanho Efetivo Populacional (Ne) é
reduzido no genoma herdado maternalmente, os genes do mtDNA se fixam mais rapido que 0s
nucleares. Como resultado, apds a especiacdo e através da deriva genética, o grau de agrupamento
genetico, a nivel de espécie é observada mais cedo em arvores génicas mitocondriais do que nas
nucleares (Sunnucks, 2000), tornando 0 mtDNA uma ferramenta mais efetiva no diagnostico de taxons
(Avise, 2009).

O Ne interage com a taxa de migragdo (m), para determinar o grau de diferenciacdo entre as
populacdes quantificando os efeitos do endocruzamento na subdivisao populacional, estimado pelo
indice de fixag&o (Fst) de Wright, que quantifica a diferenciacdo genética populacional (Wright, 1965).
Para se examinar o nivel total de divergéncia genética entre subpopulaces, o indice Fst é a estatistica
mais informativa atualmente. Embora o Fst tenha um minimo tedrico de valor zero (indicando
nenhuma divergéncia genética) e uma maximo tedrico de um, o maximo observado geralmente é muito
menor do um.

Wright (1978) sugeriu as seguintes orientacdes qualitativas para a interpretacdo do Fsr:

e A amplitude de 0 a 0,05 pode ser considerada indicativa de pequena diferenciacdo genética;
e A amplitude de 0,05 a 0,15 indica moderada diferenciagdo genética;

e A amplitude de 0,15 a 0,25 indica grande diferenciacdo genética;

e Valores de Fst acima de 0,25 indicam diferenciacdo genética muito grande.

Como grave consequéncia da sobreexplotagdo, as drasticas reducdes populacionais, as quais
reduzirdo inevitavelmente o Ne, aumentam o risco de perda de variabilidade genética (Hauser et al.,
2002; Hoarau et al., 2005). A diminuicdo da diversidade genética e das populagdes adaptadas
localmente podem comprometer a estabilidade e o potencial de recuperacdo dos ecossistemas

marinhos, além de prejudicar a sua capacidade de adaptacdo das espécies as mudangas ambientais e,
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por conseguinte, a sua capacidade de fornecer alimentos para a populacdo humana em crescimento
(Worm et al., 2006). A fim de manter estoques viadveis sdo necessarias politicas de gestdo adequadas.
Deste modo, os estudos genéticos de populacédo de peixes marinhos assumiram um papel importante
na tomada de decisdes (Waples, 1998; Kenchington et al., 2003; Knutsen et al., 2003; Seeb et al.,
2007).

O objetivo principal da identificacdo e delimitacdo de estoques pesqueiros deve ser a obtencéo
de unidades de manejo que compreendam entidades bioldgicas significativas, melhorando assim a
gestdo dos recursos (Abaunza et al., 2008). A preservacao das populacdes locais, que possuem
diversidade adaptativa é considerada critica para a manutencéo sustentavel da pesca e dos ecossistemas
marinhos. Desvendar a histéria filogeografica de uma espécie através da avaliacdo da estrutura
genética de suas populacdes € um fator chave para o estabelecimento de regulamentaces de manejo
apropriadas para os estoques pesqueiros (Antoniou & Magoulas, 2014). Deste modo, a Genética
contribuiu e ainda tem muito a contribuir para o gerenciamento e a conservacdo dos recursos
pesqueiros marinhos e sua aplicacdo gera planos de conservagdo e gerenciamento pesqueiros mais

eficientes e sustentaveis.
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2  Objetivos

O presente estudo busca delimitar o nimero de espécies da familia Istiophoridae e os estoques
geneticos pela estrutura genética populacional do agulh&o-vela, Istiophorus platypterus, através do uso
de marcadores moleculares. Considera-se que tais informacgdes poderdo contribuir para uma maior
compreensdo a respeito do fluxo génico, diversidade genética, status de conservacéo e delimitacdo de
estoques pesqueiros no Oceano Atlantico, viabilizando estratégias mais efetivas de manejo e
exploracdo sustentavel destas espécies.

Para o desenvolvimento do trabalho, foram listados os objetivos especificos:

e avaliar a delimitacdo genética entre as espécies dos cinco géneros da familia Istiophoridae

e quantificar a diversidade genética de 1. platypterus no Oceano Atlantico;

e avaliar a ocorréncia de estruturacdes populacionais no Oceano Atlantico, sobretudo entre os
hemisférios norte e sul e suas por¢des leste e oeste;

e avaliar a demografia historica, o fluxo génico e as taxas de migracdo da espécie no Atlantico;

e propor uma hipotese filogeografica para a espécie, estabelecendo as relagdes entre as

populacdes de 1. platypterus;
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3 Material & Métodos

3.1 Amostragem

As amostras de DNA dos exemplares de agulhdes-vela, Istiophorus platypterus, sdo
provenientes de diferentes regides do Oceano Atlantico, coletados préximas a Flérida, nos Estados
Unidos da América no Golfo do México, Venezuela no Caribe, Sudeste do Brasil no Sudoeste
Atlantico, e também no Senegal, Libéria e Costa do Marfim na Africa no Atlantico Equatorial Leste
(Figura 7). Estas amostras foram coletadas por observadores de bordo, pesquisadores colaboradores e
instituicdes, como os Laboratério de Genética de Peixes (LAGENPE) da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) e também da Universidade Santa Cecilia (UNISANTA)
de Santos, SP e do Instituto de Pesca (IP) do Estado de S&o Paulo, Brasil. Além de colaboradores
internacionais do Comité Permanente de Pesquisa e Estatistica (SCRS) da Comiss&o Internacional para
a Conservacao dos Tunideos do Atlantico (ICCAT) e o do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
(IPMA). Alguns dos peixes amostrados sdo oriundos da pesca esportiva na regido de Cabo Frio, no
Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Todas as amostras foram preservadas em alcool etilico a 95% em
temperatura de -20°C, armazenadas e registradas na colecdo do Laboratério de Genética Pesqueira e
Conservacdo (GenPesC) do Instituto do Mar (IMar) da Universidade Federal de Sdo Paulo

(UNIFESP), sob licenca permanente emitida pelo Ministério do Meio Ambiente (N° 50463-1).
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Figura 7. Mapa da amostragem de agulhdo-vela, Istiophorus platypterus coletadas para o estudo no Oceano
Atlantico. FLO, Florida; VLZ, Venezuela; BRL, Brasil; SEN, Senegal; LIB, Libéria, IVC, Costa do Marfim.

3.2 Extragado, amplificacdo e sequenciamento do DNA

O DNA gendmico dos espécimes amostrados foi extraido através do kit NucleoSpin® Tissue
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG.). As amplificacdes das sequéncias nucleotidicas do DNA
mitocondrial (MtDNA) foram realizadas utilizando Rea¢cdes em Cadeia da Polimerase (PCR), seguindo
os protocolos do kit Platinum™ Tagq DNA Polymerase (Invitrogen™) com: 2,0uL 10X PCR Buffer,
0,5uL MgCl, (50mM), 0,5uL dNTP mix (2mM), 0,4uL Primer mix (10mM), 0,1uL Platinum® Taq
DNA Polymerase, 0,1uL. DNA e completar o volume até 20uL ddH>O autoclavada. As reacGes de
PCR seguem o seguinte protocolo no termociclador: 1°: 94°C por 2 minutos para a denaturacdo da
dupla fita de DNA, 2°: 35 ciclos de 94°C por 60 segundos de denaturagdo, 58°C por 45 segundos de
anelamento dos primers (com varia¢cdes minimas para cada conjunto de primers) e 72°C por 1 minuto

e 30 segundos de extensdo com uma extensao final de 10 minutos. Apds o término da reacdo de PCR
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as reacOes sdo armazenadas a uma temperatura de -20°C. A constatacdo da amplificacao é realizada
em gel de agarose a 1%, com o uso do corante para acidos nucleicos Blue Green Loading Dye | (LCG
Biotecnologia), visualizados sob luz ultravioleta.

Para o sequenciamento nucleotidico, os produtos de PCR foram primeiramente purificados em
uma reacao que utiliza duas enzimas em conjunto, uma exonuclease e uma fosfatase alcalina, seguindo
o protocolo de ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied Biosystems™). Em seguida, os produtos
de PCR purificados foram submetidos a uma PCR de sequenciamento, em termociclador, seguindo os
protocolos do BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™). As sequencias
de DNA foram geradas na plataforma de sequenciamento automatico ABI PRISM® 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems™) no Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBGP) do Instituto

de Biociéncias de Botucatu (IBB) da UNESP.

3.3 Delimitacdo Molecular de Espécies

Para a delimitacdo do numero de espécies da familia Istiophoridae, foram utilizadas sequéncias
de DNA depositadas no Barcode of Life Data System (BOLD) (Ratnasingham & Hebert, 2007) do
gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl), isolado e amplificado pelos primers
Foward FishF1: 5’-TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3’ e Reverse FishR1: 5’-TAG
ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA-3’ (Ward et al., 2005). As sequéncias contidas no Barcode
Index Number (BIN) System (Ratnasingham & Hebert, 2013), Istiompax (BOLD:ACF5077),
Istiophorus (BOLD:ABZ5149), Kajikia (BOLD:AAA6007), Makaira (BOLD:ABZ5150) e
Tetrapturus (BOLD:AAAG6941 e BOLD:ABZ7000) e como grupo externo foi utilizada uma sequéncia
do BOLD da espécie Xiphias gladius (MFLE016-12).

As sequéncias do gene COI foram alinhadas usando o algoritmo MUSCLE 3.8.425 (Edgar,

2004) implementado pelo software Geneious R11.1.4 (Kearse et al., 2012). A matriz de sequéncias foi

34



testada quanto a saturacdo de substituicdo de nucleotideos (Xia et al., 2003; Xia & Lemey, 2009) pelo
software DAMBEG6 (Xia, 2017). Para se determinar qual o melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos melhor se adequa aos dados foi executado nas sequéncias alinhadas e avaliado usando os
critérios de informacdo Bayesiano (BIC), de Akaike corrigido (AICc) e o Decision Theory (DT)
Performance-Based Selection calculados pelo software jModelTest2 no XSEDE (Darriba et al., 2012;
Towns et al., 2014) calculados utilizando o portal da web CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller et

al., 2010, http://www.phylo.orq).

Para a delimitacdo do numero das Unidades Moleculares Operacionais Taxonémicas
(MOTUs), que podem representar espécies cripticas potenciais dentro da familia Istiophoridae, foram
aplicadas duas abordagens em diferentes métodos: (i) um sistema que utiliza o Barcode Index Number
(BIN) baseado na distancia genética (Ratnasingham & Hebert, 2013), com o barcoding gap baseado
nas distancias genéticas usando o software Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) (Puillandre et
al., 2012); (ii) duas abordagens filogenéticas atualizadas do método de Maxima Verossimilhanca,
Poison Tree Processor (PTP) (Zhang et al., 2013), o método bPTP, que adiciona valores de suporte
bayesiano (BS) as espécies delimitadas, conferindo maior confianca em sua delimitacdo e o método
multi-rate PTP (mPTP) (Kapli et al., 2017), que subtrai deficiéncias tedricas e técnicas do PTP e, por
altimo, o modelo Generalized Mixed Yule-Coalescent (GMYC) (Pons et al., 2006).

O método BIN € implementado como parte do Barcode Of Life Data System (BOLD)

(Ratnasingham & Hebert, 2007; http://v4.boldsystems.ora/), onde as sequéncias de DNA submetidas

sdo comparadas em banco de dados. As sequéncias sdo agrupadas de acordo com sua divergéncia
molecular usando algoritmos com o objetivo de encontrar descontinuidades entre os clusters. Cada
cluster recebe um identificador exclusivo e especifico, também conhecido como Barcode Index
Number (BIN), cada um com registro unico no BOLD.

O método ABGD utiliza a distancia genética entre sequéncias de DNA Barcode e 0os BINs e

foi implementado através do servidor http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html, sob os
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parametros P, = 0,001 a Pmax = 0,009, etapas = 10, X (largura da faixa relativa) = 1,5, Ny boxes (para
distribuicdo a distancia) = 20 e com o modelo de evolugdo molecular Kimura 2-paramemter (K2P)
(Kimura, 1980). Para essa analise, o grupo externo (X. gladius) foi excluido do arquivo de entrada.
Com este método, as sequéncias sdo divididas em grupos de modo que a distancia entre duas
sequéncias de dois grupos diferentes seja sempre maior do que uma distancia limiar dada (isto &,
“Barcode Gap”). Todas as sequéncias foram sujeitas ao sistema BIN implementado pelo BOLD. Esta
abordagem agrupa sequéncias algoritmicamente para calcular MOTUs, que sdo equivalentes de
espécies neutras, livres de questdes conceituais e descri¢des formais (Ratnasingham & Hebert, 2013).

Os métodos PTPs utilizam filogenias ndo-ultramétricas. Para a arvore de entrada, geramos a
filogenia usando a maxima verossimilhanca através do software RAXML-HPC2 8.2.10 no XSEDE
(Stamatakis, 2014) através de 1000 interagdes de bootstraps, com o modelo “General Time Reversible”
(Lanave et al., 1984; Tavaré, 1986), GTR+1+G (pInv=0,56; «=0,65). As analises foram realizadas no

servidor bPTP (http://species.h-its.org/ptp/) com 500.000 interagdes de “Markov Chain Monte Carlo”

(MCMC) e 10% de burn-in, enquanto as analises do mPTP ocorreram no servidor mPTP

(http://mptp.h-its.org/#/tree).

O GMYC ¢ baseado na Teoria da Coalescéncia (Kingman, 1982) e € projetado para dados de
locus Unico (Fujisawa & Barraclough, 2013). Embora possa ser usado com dados de loci concatenados
(Pons et al., 2006; Fontaneto et al., 2007). O método modela separadamente o ajuste dos processos de
especiacao (Yule, 1925) e o modelo de coalescéncia neutra (Hudson, 1990) a uma arvore ultramétrica
para definir a transicdo do nivel de espécie para processos de nivel populacional, utilizados para se
delimitar MOTUs. A arvore ultramétrica, ou seja, as distancias da raiz para cada extremidade da
ramificagdo sdo iguais, como arquivo de entrada para a andlise, foi calculada pelo software BEAST
v1.8.4 no XSEDE (Drummond et al., 2012). Foram utilizados dois esquemas de calibragio, o “Strict-
Clock” e o “Uncorrelated Lognormal Relaxed Clock”, além de dois modelos de especia¢do, como o

“Pure-Birth” (Yule, 1925; Gernhard, 2008) e o “Birth-Death” (Gernhard, 2008), empregando o
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modelo de substituicdo de nucleotideos GTR+I+G. A reconstrucdo de topologia bayesiana comecou
com uma UPGMA e 0 método de MCMC realizado por 500 milhdes de geracdes e 10% de burn-in. O
software Tracer v1.7 (Rambaut et al., 2018) foi utilizado para verificar a convergéncia dos valores
(ESS> 200). O software Tree Annotator v1.8.4 (Drummond et al., 2012) resume as informacdes de
uma amostra de arvores produzidas pelo BEAST em uma Unica arvore de maior credibilidade. A

analise de delimitacdo de espécies foi realizada no GMYC web server (http://species.h-its.org/gmyc/).

3.4 Estimativas de Diversidade Genética e Delimitacdo da Estruturacdo Populacional

A regido controladora (CR) do mtDNA foi isolada e sequenciada utilizando os primers Foward
Ipla-F: 5'-CCC TAA CTC CCA AAG CTA GGA-3’ e Reverse Ipla-R: 5'-CCT GAT ATC CTG ATT
ATG GTG GA-3’ (Rubio-Castro et al., 2016). As sequencias geradas foram alinhadas através do
algoritmo MUSCLE 3.8.425 utilizando-se o software Geneious R11.1.4. Para as andlises genético-
populacionais foram calculadas a composi¢cdo nucleotidica, 0 numero de sitios polimorficos e de
haplotipos, as diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica () pelo software DnaSP 6.11.01 (Rozas et
al., 2017). A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) foi calculada para
testar a heterogeneidade genética espacial entre os haplétipos do mtDNA utilizando o programa
Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010), que utiliza a estatistica F de Wrigth (1951; 1965) com
50.000 permutagdes e a = 0,05. O teste de Mantel para se avaliar o isolamento por distancia também
foi calculado pelo Arlequin v3.5.2.2 com 50.000 permutagfes, enquanto a matriz de distancias
geograficas foi calculada pelo software Geographic Distance Matrix Generator v1.2.3 (Ersts, 2011).
Com a finalidade de se evitar erros estatisticos do tipo 1, foi calculada a Taxa de Falsas Descobertas
(FDR) através do método de Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995) no software
Bonferroni Calculator (Lesack & Naugler, 2011). A rede haplotipica foi gerada pelo software POpART

1.7 (Leigh & Bryant, 2015) utilizando o método Median-Joining (Bandelt et al., 1999).
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3.5 Estimativas de Taxa de Migracdo e Tamanho Efetivo Populacional

As taxas de divergéncia genética sdo afetadas pela conectividade e deriva genética. O software
Migrate-n 3.6.11 no XSEDE (Beerli & Palczewski, 2010; Towns et al., 2014) estima os tamanhos
efetivos populacionais e as taxas de migracdo passadas entre n populacées, assumindo um modelo com
taxas de migracdo assimétricas e diferentes tamanhos populacionais através do modelo Felsenstein 84
(Felsenstein & Churchill, 1996). O fluxo génico entre as populacdes foi estimado através da inferéncia
bayesiana para estimar @, definido como Nept para o mtDNA, onde Ne € 0 tamanho efetivo populacional
e U é a taxa de mutacdo por geracdo e/ou sitio, enquanto M é definido como m/y, onde m é a taxa de
migracdo. O numero de migrantes (Nm) por geracao foi calculado por Nm = ®.M (Beerli, 2005, 2009;
Beerli & Palczewski, 2010). Os dados foram analisados com o Migrate-n usando uma longa cadeia
para explorar 10 milhdes de geracdes com 10% de burn-in, registrados a cada 100 etapas e foram

utilizadas 4 cadeias aquecidas paralelas de 1,0; 1,5; 3,0 e 1.000.000,0 graus de temperatura.

3.6  Estimativas sobre a Historia Demografica

Para inferir sobre a demografia histérica da populacdo atlantica do agulhdo-vela foram
utilizadas diferentes abordagens. As relacbes filogenéticas entre os hapldtipos foram estimadas
utilizando-se a Inferéncia Filogenética Bayesiana. A matriz da CR mtDNA foi testada quanto a
saturacdo de substituicdo de nucleotideos pelo software DAMBEG6. O melhor modelo de substitui¢do
de nucleotideos foi avaliado pelo software jModelTest2.1.10 no XSEDE. Para se estimar o tempo de
divergéncia entre as linhagens foi construida uma arvore utilizando o programa BEAST v1.8.4 no
XSEDE sob 0 modelo HKY+I+G e 0 modelo “Strict-Clock” e uma arvore coalescente de tamanho

constante. Segundo Drummond & Bouckaert (2015), um modelo “Strict-Clock™ é geralmente preferido

38



em relagdo ao modelo “Relaxed-Clock” para avaliar a filogeografia intraespecifica. Este modelo gera
uma probabilidade posterior para o tamanho efetivo da populacéo feminina usando o método MCMC
executado por 500 milhdes de geragdes com 10% de burn-in. Devido a falta de uma taxa de mutacéo
relatada para a regido controle para os peixes de bico, as estimativas de tempo molecular foram
derivadas do Timetree: the timetree of life (TTOL) (Hedges et al., 2006, 2015; Kumar et al., 2017;

http://www.timetree.org/). Os intervalos de confianca sdo baseados na Regra Empirica (95%) na

estatistica, que afirma que (supondo uma distribuicdo normal) aproximadamente 95% dos tempos
relatados entre os estudos estardo dentro de dois desvios padrdo do tempo médio. Um tempo de
divergéncia para o género Istiophorus de 7,14 milhGes de anos (3,64 - 10,64) (Miya et al., 2013; Santini
et al., 2013). Ap0s a datacdo do tempo de divergéncia (T) entre as linhagens é possivel calcular a taxa
de mutacao (u), através da formula T = dxy / 2u (Nei, 1987), onde dxy é a divergéncia genética entre
as linhagens, calculado pelo software MEGA7 utilizando 1000 bootstraps (Kumar et al., 2016).

Para a analise “Mismatch Distribution” foram testados dois modelos, o de expansdo
demogréafica subita (Rogers & Harpending, 1992) e o de expansdo espacial (Ray et al., 2003).
Populacdes em equilibrio demogréafico tém uma distribui¢cdo multimodal, enquanto a distribuicdo uni-
modal ¢ interpretada como expansdo demogréafica (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Harpending,
1992). Para a validacdo, os resultados foram testados usando o indice de irregularidade de Harpending
(Hri) (Harpending, 1994) e a Soma dos Desvios de Qui-Quadrados (SSD) (Schneider & Excoffier,
1999) entre os valores observados e os esperados. Os p-valores foram baseados no nimero do SSD,
calculado sob simulacdo como maior ou igual ao SSD observado. Os parametros demograficos =
(tempo de expansdo em unidades de tempo mutacional), o (tamanho da populagéo antes da expansao)
e 01 (tamanho da populagéo apds a expanséo) e o valor z estimado foi usado para estimar o tempo de
expansao nas geracodes (t), usando a formula ¢ = 7/ 2u (Rogers & Harpending, 1992). Todos calculados
pelo software Arlequin 3.5.2.2 utilizando 1000 permutagdes. Uma segunda abordagem para detectar o

crescimento populacional foi baseada no R. (Ramos-Onsis & Rozas, 2002) foi realizada e significancia
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estatistica testada com 50.000 simulac¢Ges no processo coalescente implementado no DnaSP 6.11.01 e
o teste Fs (Fu, 1997) implementado também com 50.000 permutagGes, mas implementado no Arlequin
3.5.2.2.

A construcdo de Bayesian Skyline Plots (BSP) (Drummond et al., 2005) foi usado para inferir
a flutuacao dos tamanhos efetivos de populacdo ao longo do tempo usando o software BEAST v1.8.4
no XSEDE. Este modelo gera uma probabilidade posterior para o tamanho efetivo da populacédo
usando o método MCMC executado por 300 milhdes de geracdes com 10% de burn-in. A selecédo
estatistica dos melhores modelos de substituicdo de nucleotideos foi realizada por jModelTest2.1.10
no XSEDE. O “Strict-Clock” e uma arvore de horizonte bayesiano constante foram definidos e
calibrados também utilizando os dados do TTOL. A reconstrucdo da BSP, a convergéncia do modelo,

o tamanho efetivo da amostra (ESS) foram calculados no TRACER v1.7 (Rambaut et al., 2018).
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4  Resultados

4.1 Delimitacao de Espécies da Familia Istiophoridae

Ao todo foram utilizadas 214 sequéncias do gene COI dos seis diferentes BINs existentes no
BOLD para a delimitagéo de espécies da familia Istiophoridae e 44 sequéncias de amostras disponiveis
no GenPesC, totalizando 258 individuos analisados a partir de 651 pares de bases nucleotidicas com
frequéncia de Adenina: 22,9%, Citosina: 30,0%, Guanina: 18,4% e Timina: 28,7%.

Nos métodos baseados em distancia genética utilizando o gene COI, como BIN e ABGD,
encontramos 6 espécies potenciais em Istiophoridae, resultando em dez parti¢cGes primarias variando
de 6 grupos (Pmin = 0,001) a 1 grupo (Pmax = 0,009). Nos métodos baseados em arvores filogenéticas,
foram estimados sete MOTUs com um baixo apoio de Maxima Verossimilhanca variando entre 0,020
a 0,551. Enquanto, o0 método bPTP estimou dez MOTUs com alto suporte Bayesiano variando entre
0,440 a 1,000, destes sete com valor acima de 0,83. O método mPTP delimitou nove diferentes
MOTUs. H& uma pequena variacdo entre 0 nimero de espécies delimitadas em relacdo ao tipo de
modelo utilizado na inferéncia bayesiana. A analise de GMYC, utilizando o “Strict-Clock”, resultou
em 10 clusters e 10 entidades taxonémicas. Entre os métodos que utilizaram o “uncorrelated
lognormal relaxed-clock”, quando se aplicou o conceito de especiagdo “Pure-Birth”, resultou em 12
clusters e 12 entidades, enquanto o teste com o “Birth-Death”, em 11 clusters e 11 entidades. A arvore
filogenética gerada com os diversos testes utilizados e com as diferentes leituras de delimitacdes entre

espécies apresenta-se na Figura 8.
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Figura 8. Delimitacdo de espécies da familia Istiophoridae, cada coluna representa 0 nimero de possiveis
espécies delimitadas pelos diferentes métodos. BIN, Barcode Index Number; ABGD, Automatic Barcode Gap
Discovery; mPTP, multi-rate Poisson Tree Processes; PTP, implementacdo original do teste PTP de maxima
verossimilhanca; bPTP, implementacdo com valores de Suporte Bayesiano da versdo original PTP; GMYC,
Generalized Mixed Yule Coalescent utilizando diferentes modelos, PB, Pure-Birth; BD, Birth-Death; CS,
Constant Size.
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4.2 Variabilidade Genética e Estruturacdo Populacional

Para o estudo populacional, foram sequenciadas a Regido Controle do mtDNA de 348
espécimes de Istiophorus platypterus, que apds o alinhamento apresentaram 669 pares de bases
analisaveis com frequéncia nucleotidica de 31,3% de Adenina, 20,7% de Citosina, 17,9% de Guanina
e 30,1% de Timina. Foram identificados 236 sitios polimorficos que evidenciaram 273 haplétipos. As
diversidades haplotipica e nucleotidica foram Hd = 0,9983+0,0004 e = = 0,04370+0,00142,
respectivamente, no Oceano Atlantico. Os valores relativos de cada grupo amostral podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1. Estatisticas Populacionais. n, nimero de individuos; S, nimero de sitios polimérficos; h,

numero de hapldtipos; Hd, diversidade haplotipica; z, diversidade nucleotidica.

Localidade n S h Hd n
Flérida 49 145 47 0,998+0,005 0,04085+0,00381
Venezuela 53 139 49 0,997+0,004 0,04136+0,00404
Brasil 85 156 72 0,996+0,002 0,04511+0,00297
Senegal 50 131 47 0,998+0,005 0,05020+0,00203
Libéria 61 136 61 1,000+0,003 0,04122+0,00360
Costa do Marfim 50 136 47 0,998+0,005 0,04357+0,00393
Atlantico 348 236 273 0,998+0,0004 0,04370+0,00142

Os resultados para os diferentes cenarios hipotéticos de estruturacdo na AMOVA demonstram
auséncia de estruturacdo genética populacional ou uma estruturagdo muito fraca (Tab. 2). Dentre estes
cenarios, avaliando a configuragdo atual para a gestdo das pescas, que leva em conta as porgoes
ocidental e oriental do Oceano Atlantico para a definicdo de estoques pesqueiros de 1. platypterus, a

AMOVA refuta a definicdo de populagdes diferentes entre os hemisférios (&st=0,01121, p=0,02438),
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Tabela 2. Cenarios hipotéticos da AMOVA. s, indice F de Wright; Pasr, p-valor do indice F de
Wright; FLO: Flérida; VZL: Venezuela, BRA: Brasil; SEN: Senegal; LIB: Libéria; IVC: Costa do

Marfim.

Cenarios de Estruturacé@o Populacional Dst Paost
(FLO+VZL+BRA+SEN+LIB+IVC) 0,01127 0,04103
(FLO+VZL+BRA) X (SEN+LIB+IVC) 0,01121 0,02438
(FLO+VZL) X (BRA) X (SEN+LIB+IVC) 0,01072 0,0596
FLO X VZL X BRA X SEM X LIB X IVC 0,01193 0,03864

A fonte da variagdo encontrava-se quase totalmente dentro dos grupos amostrais (98,81%).
Entretanto, a comparagdo de valores de Fsr por pares variou entre -0,01373 a 0,08456 (Tab. 3),
evidenciando uma diferenciacdo moderada entre os grupos amostrais da Florida e Venezuela no Golfo
do México e Senegal na Africa. Assim, como esperado, o Teste de Mantel revelou ndo haver relacéo

entre as distancias genéticas e as geograficas (R?= -0,034625, p= 0,5553).

Tabela 3. Comparagdo por pares dos valores de Fsr entre as regiGes amostras no Oceano Atlantico

abaixo da diagonal e p-valores acima da diagonal. (*p>0,05 apds correcdo de Benjamini-Hochberg).

Localidade Flérida Venezuela Brasil Senegal Libéria Costa do Marfim
Florida - \ 0,92197 \ 0,39801 | 0,00213* 0,33131 0,23029
Venezuela -0,01249 - 0,81575 | 0,00580* 0,65503 0,47391
Brasil -0,00126 -0,00838 - 0,01546  0,79803 0,77997
Senegal 0,08456* 0,06251* 0,04009 - 0,02619 0,06450
Libéria 0,00145 \ -0,00703 \ -0,00760  0,04183 - 0,98907
Costa do Marfim 0,00683 -0,00369 = -0,00830 = 0,02879 -0,01373 -

Na rede de hapl6tipos (Fig. 9) é observado um alto compartilhamento de haplétipos entre todas
as regides amostradas. No entanto, destaca-se a existéncia de quatro agrupamentos mitocondriais

ocorrendo no Atlantico, separadas por um minimo de 8 passos mutacionais e um maximo de 39.
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Figura 9. Rede de Hapl6tipos Median-Joinning da Regido Controle do DNA Mitocondrial da espécie

Istiophorus platypterus no Oceano Atlantico. Nimero indicam 0s passos mutacionais entre as

linhagens sugeridas. Pontos negros, haplo6tipos hipotéticos ndo-amostrados.

4.3 Taxas de Migracdo e Tamanho Efetivo Populacional

As estimativas sobre as taxas de migracdo (m) evidenciaram um alto fluxo génico (Tab. 4)

ocorrendo entre todas as regides amostradas sustentado pelo alto nimero de migrantes por geracao

(Fig. 10). Além disso, as estimativas de @ (Tab. 4) revelaram a existéncia de um grande tamanho

efetivo populacional do sexo feminino formado por milhares de individuos no Atlantico (Fig. 10).

Estes resultados indicam fluxo génico significativo entre as porcoes Leste e Oeste do Atlantico,

reforcando a ocorréncia de migracao transatlantica, apesar de nunca ter sido constatada por estudos de

marcacao e recaptura tradicionais e eletrénicas (Ortiz et al., 2003; Lam et al., 2016).
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Tabela 4. Resultados do Migrate-n. Estimativas de ® (XNept) € M (m/Q) entre os grupos amostrais. O

intervalo de confianca (HDP) de 95% esta indicado entre parénteses. As populacdes receptoras de

migrantes sdo mostradas ao longo do lado esquerdo e as populagdes doadoras de migrantes séo

indicadas na parte superior.

Doadores
Receptores (0] Golfo do México Atlantico Sudoeste = Golfo da Guiné
Atlantico Central Oeste 0,09763 - 961,7 969,7
Atlantico Sudoeste 0,09657 907,7 - 957
Atlantico Central Leste 0,09843 797,7 949 -

84.0°W 735°W 63.0°W

42.0°W 3150w 2L0°W 10.5°W

00°

Figura 10. Estimativa do nimero de migrantes por geracdo entre diferentes regides do Atlantico. Os nimeros

no interior dos circulos representam o Tamanho Efetivo populacional (Ne). As setas indicam o sentido da

migracdo e 0 nimero de migrantes (Nm) por geracdo. Em azul, o grupo do Atlantico Central Oeste, em verde,

Sudoeste Atlantico e em laranja, do Atlantico Central Leste.

Considerando a divergéncia encontrada entre os individuos de I. platypterus, sugerindo a

divisao entre linhagens marcadamente separadas geneticamente, foi efetuado a analise de estruturacao

e divergéncia utilizando a Inferéncia Filogenética Bayesiana, a AMOVA e a rede de hapl6tipos com
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sequencias do gene COI para testar a hipotese de a espécie abrigar uma ou mais espécies cripticas. Em
uma segunda AMOVA, entre duas linhagens utilizando-se 0 mtDNA CR e um segundo marcador, 0
COl, em 37 individuos de ambas as linhagens (Tab. 5), foi encontrado uma forte estruturacéo, em
ambos os marcadores. 1sso demonstra que existe uma diferenciagdo muito alta entre as duas linhagens
mitocondriais no Atlantico. Além disso, as redes de haplotipos entre as linhagens mostra ndo haver
compartilhamento de haplétipos entre elas, 0 que explica a grande diferenciacdo encontrada (Fig. 12).

A Inferéncia Bayesiana (Fig. 11) resultou em uma topologia filogenética com duas linhagens
mitocondriais divergentes, referidas como linhagem 1 (L1) e linhagem 2 (L2). A L2 foi a mais
abundante em termos de representantes no Atlantico, enquanto L1 representa pouco mais de um terco
dos haplotipos. O tempo de divergéncia entre as linhagens L1 e L2 foi estimado em 6,7 milhGes de
anos (Mia) durante o Mioceno Superior (~11,6 — 5,3 Mia). A taxa de mutacao (u) resultou em um
valor de 0,76% Mia, enquanto a taxa de divergéncia genética (dxy) entre as linhagens resultou em

10,2%.

Tabela 5. Cenarios hipotéticos da AMOVA. &sr, indice F de Wright; Pasr, p-valor do indice F de Wright.
mtDNA, regiéo controladora do DNA mitocondrial, COl, citocromo ¢ oxidase subunidade 1.

Structuring scenario Dst Paosr
mtDNA CR 0,70773 0,00001
COl 0,89084 0,00001
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Figura 11. Rede de Haplétipos entre as linhagens mitocondriais. A esquerda, rede de hapldtipos com o marcado,
citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI). A direito, com o marcador mtDNA, regido controladora do DNA

mitocondrial (CR mtDNA).
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Figura 12. Inferéncia Filogenética Bayesiana com idade dos nds em anos inferidos a partir de 669 pb
de sequéncias de da regido controle do mtDNA do Istiophorus platypterus distribuidos no Oceano

Atlantico. L1: linhagem 1, L2: linhagem 2.

Os valores de diversidade genética nas linhagens, sao bastante reduzidos em relagéo aos valores
apresentados pelos grupos amostrais. E possivel identificar um indice de 7 nas linhagens metade do
valor em relacdo aos grupos amostrais (Tab. 6), o que faz necessario a conservacgdo das linhagens para

a manutencdo da diversidade genética da espécie.

Tabela 6. Estatisticas Populacionais. n, nimero de individuos; S, nimero de sitios polimorficos; h,

numero de haplétipos; Hd, diversidade haplotipica; z, diversidade nucleotidica.

Localidade n S h Hd n
Flérida 49 145 47 0,998+0,005 0,04085+0,00381
Venezuela 53 139 49 0,997+0,004 0,04136+0,00404
Brasil 85 156 72 0,996+0,002 0,04511+0,00297
Senegal 50 131 47 0,998+0,005 0,05020+0,00203
Libéria 61 136 61 1,000+0,003 0,04122+0,00360
Costa do Marfim 50 136 47 0,998+0,005 0,04357+0,00393
Atlantico 348 236 273 0,9983+0,0004 0,04370+0,00142
L1 77 110 66 0,996+0,003 0,02060+0,00072
L2 271 200 210 0,9977+0,0006 0,02475+0,00070

4.4 Demografia Historica

Em relagéo as analises demograficas, os testes de Mismatch Distributions resultaram em curvas
tri-modais (Fig. 14) no Atlantico, enquanto os testes para duas linhagens apresentaram um padréo
bimodal (Fig. 15). Este padrdo € esperado em populac6es que estiveram em equilibrio demografico ou
que sofreram expansdo com altos niveis de migracdo entre as subpopulagdes vizinhas. O modelo de

Expansdo Demografica Subita demonstra um aumento de mais de 60 vezes no tamanho populacional
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apos 4 geracOes e 0 modelo de Expansdo Espacial demonstra um grande aumento no numero de
migrantes. Entretanto, estas analises ndo possuem suporte estatistico, pois os valores de SSD e Hri ndo

séo significativos (Tab. 7).

Mismatch distribution (demographic expansion) Mismatch distribution (spatial expansion)
Atlantic Atlantic

— uabserved — observed
expected expected
98% CI 9% CI

6000

95% CI 5% CI
90% CI 0% CI

5000

3000
Number of pairs
3000 4000
|

Number of pairs

2000
1

] 10 20 30 40 50 60 7o 0 10 20 30 40 50 60 70

Pairwise differences Pairwise differences

Figura 13. Mismatch Distributions do Oceano Atlantico. A esquerda, curva tri-modal do teste de
Expansdo Demografica Subita. A direita, curva tri-modal do teste de Expansdo Espacial. Ambos os

testes foram realizados com 1000 permutagdes.
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Figura 14. Mismatch Distribution das linhagens mitocondriais. Mismatch Distributions do Oceano
Atlantico. Acima, curva bimodal do teste de Expansdo Demografica Subita. Abaixo, curva bimodal do
teste de Expanséo Espacial. Ambos os testes foram realizados com 1000 permutagdes. L1: linhagem
1, L2: linhagem 2.

Apesar de os testes de Mismatch Distributions ndo serem significativos, os valores obtidos para
os testes de Neutralidade, teste de Rz, foram significativos (p<0,05), positivos e proximos a zero.
Enquanto os testes de Fs de Fu resultaram valores negativos, distantes de zero e significativos em

todos os locais (p<0,02), como esperado em uma expansdo populacional recente. Todas as linhagens
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seguem 0 mesmo padrdo demonstrado acima, dando suporte a hipdtese da expansao populacional (Tab.
7).

O Bayesian Skyline Plot (BSP) traca a variacao historica do tamanho efetivo populacional para
0s grupos amostrados no Atlantico, evidenciando um longo periodo de dois milhGes de anos de
equilibrio demogréafico no tamanho efetivo populacional, interrompido por um aumento abrupto ha
cerca de 500 mil anos atrds (Ma) durante o Pleistoceno. ApoOs essa expansdo houve um evento
secundario de expansdo ha menos de 100 Ma (Fig. 15). As duas linhagens apresentaram aumento no
Ne ha cerca de 500 Ma durante o Pleistoceno Médio (781 — 126 Ma). A linhagem L2 ainda apresentou
uma expansao secundaria ha cerca de 125 Ma durante o Pleistoceno Superior, durante o ultimo

episadio de glaciacdo (Fig. 16)

1,E37

1,E2

1,619

1,E0%

Tamanho Efetivo Populacional (V,7)

0 T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 25

Tempo em milhdes de anos atras

Figura 15. Bayesian Skyline Plot (BSP) entre 0s grupos amostrais da espécie Istiophorus platypterus
no Oceano Atlantico. O eixo x estd em unidades de milhdes anos atras e 0 eixo y é igual a Ner (0
produto do tamanho efetivo da populacdo multiplicado pelo tempo de geracdo). A linha sélida é a
estimativa mediana e as linhas ao contorno mostram os limites de 95% de Maior Densidade a Posteriori

(HPD).
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Figura 16. Bayesian Skyline Plot (BSP) entre as linhagens mitocondriais da espécie Istiophorus
platypterus no Oceano Atlantico. O eixo x esta em unidades de milhdes de anos antes e o eixo y € igual
a Nez (0 produto do tamanho efetivo da populagdo multiplicado pelo tempo de geracéo). A linha sélida

¢ a estimativa mediana e as linhas ao contorno mostram os limites de 95% de Maior Densidade a

Posteriori (HPD). L1: Linhagem 1, L2: Linhagem 2.
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Tabela 7. Estimativas de Mismatch Distributions para 1000 permutacdes e dos Testes de Neutralidade para o Istiophorus platypterus entre as

regibes amostradas no Oceano Atlantico. Parametros da Expansdo Demogréafica Pura: z (tempo de expansdo em unidades de tempo mutacional),

6o (tamanho da populacdo antes da expansao) e 61 (tamanho da populagdo apds a expansdo), SSD (Soma dos Desvios de Qui-Quadrados), Pssp (p-

valor da SSD), Hir (indice de Irregularidade de Harpending), Prir (p-valor Hir). Parametros da Expansdo Espacial: z (tempo de expansdo em

unidades de tempo mutacional), 8 (tamanho da populacdo), M (2Nm, tamanho populacional multiplicado pela taxa de migracdo). Parametros dos
Testes de Neutralidade: Fs (Fs de Fu), Prs p-valor de Fs, p>0,02), Rz (Teste R, de Ramos & Orsins), Pr2 (p-valor Rz, p>0,05). Em negrito e *

valores significativos ap0s a corre¢dao de Benjamini-Hochberg. L1, linhagem 1, L2 linhagem 2.

Expanséo Subita

Expansao Espacial

Testes de Neutralidade

Localidade T 0o O SSD Pssp HIR Phir T 0 M SSD Psso HIR Prir Fs Prs R, Pr2
Flérida 4,00 2880 349499 10,0131 0,640 0,0046 03150 | 518 2582 852883 10,0127 10,3880 0,0046 0,2100 | -22,6575 0,00007 0,10577 0,00001
Venezuela 350 28,00 7v88,00 0,0114 05780 0,0034 04690 | 0,00 53,70 4091,29 0,0146 0,1350 0,0034 0,9550 | -21,5982 0,00010 0,10360 0,00001
Brasil 4,00 57,60 364798 0,0142 0,0370 00021 0,4210 | 0,00 82,78 408000 0,0168 0,0080 0,0021 0,9570 | -24,0094 0,00040 0,09509 0,00001
Senegal 0,00 57,60 706797 0,0213 0,2840 0,0029 09950 | 48,78 891 250,55 0,0178 0,0000 0,0029 09120 | -17,4205 0,00067 0,10471 0,00001
Libéria 4,00 2160 348639 0,0143 10,1920 0,0027 0,6100 | 0,00 54,19 8617,09 0,0184 0,0460 0,0027 0,9660 | -24,0978 0,00010 0,10066 0,00001
Costa do Marfim | 4,00 2880 706797 0,120 0,3870 0,0026 0,7870 | 49,63 25,30 0,00 0,0165 0,4950 0,0026 0,9990 | -19,9267 0,00027 0,10492 0,00001
Atlantico 4,00 57,60 364798 0,0127 0,0410 0,0012 0,2540 | 48,65 41,31 0,30 0,0134 02210 10,0012 09970 | -23,4929 0,01800 0,07458 0,00001
L1 6,00 12,60 693497 0,0087 0,1250 0,0027 06310 | 6,24 13,19 511281 0,0088 0,1700 0,0027 0,6550 | -24,2023 0,00010 0,09652 0,00001
L2 550 14,62 3857,60 0,0086 0,1840 0,0016 05450 | 426 23,64 472292 0,0103 02700 0,0016 06110 | -23,6571 0,00680 0,07809 0,00001
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5 Discussdo

5.1 Delimitacdo Molecular da familia Istiophoridae

Os resultados da delimitacdo de espécies da familia Istiophoridae utilizando testes baseados
apenas no DNA mitocondrial validaram novamente os cinco géneros atualmente reconhecidos:
Istiophorus, Makaira, Istiompax, Kajikia e Tetrapterus, assim como em Collette et al. (2006), Hanner
et al. (2011), Betancur-R et al. (2013) e Santini & Sorenson (2013). Entretanto, atualmente nao ha
consenso sobre o atual nimero de espécies e os estudos de Collette et al. (2006) sugerem nove espécies,
enquanto os de Nakamura (1985) e Nelson et al. (2016) reconhecem 11 espécies e, ainda, Betancur-R
et al. (2013) e Santini & Sorenson (2013) postulam a divisdo da familia Istiophoridae em 12 espécies.

No presente estudo, utilizando diferentes metodologias de anéalise, foram mantidas ainda em
aberto a delimitacdo do real nimero atual de espécies de Istiophoridae com variacdo entre 6 a 12
MOTUs. As estimativas de MOTUs com testes baseados na distancia genética, como BIN e ABGD,
foram os mais conservadores e caracterizaram 6 espécies distintas. Entre os métodos baseados em
arvores filogenéticas foram definidas entre 7 e 10 espécies usando testes PTPs, enquanto 0s testes
GMYCs foram apresentados entre 10 a 12. Assim, segundo os testes ha uma ou duas MOTUS,
possivelmente referindo-se as espécies Istiophorus platypterus e 1. albicans e, desta forma, nossos
resultamos mantém em aberto a definicdo do numero efetivo de espécies para o género Istiophorus no
Oceano Atlantico. Nelson et al. (2004) reconhecem a ocorréncia apenas de I. platypterus. Ja Nakamura
(1985) descreveu a ocorréncia de I. albicans também no Atlantico e foi corroborado por Betancur-R
et al. (2013) e Santini & Sorenson (2013). Mesmo assim, para fins de gestdo das pescas, apenas I.
platypterus é validada atualmente no Atlantico. Seriam estes dois clados, como visto na Figura 8 e

também observado nas MOTUSs, as duas espécies do género em simpatria no Atlantico com uma delas
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ainda criptica na gestdo pesqueira ou teriamos apenas uma Unica espécie no Atlantico e Indo-pacifico
sendo tratadas em sinonimia?

Em nossos resultados houve discrepancia entre os testes em relacdo a delimitacao das espécies
do género Makaira com a caracterizacdo de uma a quatro diferentes MOTUSs. Na arvore filogenética
séo observadas dois clados, assim como encontrado para o agulhdo-vela (Fig. 8). Em relacdo ao género
Istiompax, a arvore filogenética promove sua distingdo em todos os testes com apenas uma MOTU
referindo-se a espécie Istiompax indica. Ha a divisdo de dois clados na arvore filogenética (Fig. 8) e
em um deles, uma Unica espécie, T. georgii € separada em dois clados. Outro clado é formado pelas
trés espécies restantes e apresentam uma topologia similar ao encontrado por Hanner et al. (2011), ou
seja, as especies T. pfluegeri, T. belone e T. angustirostris ndo sdo perfeitamente distintas com uso
exclusivamente do gene COI e também formam o mesmo BIN no BOLD, o que evidencia seu alto

grau de similaridade genética e a falha em sua delimitacéo.

5.2 Variabilidade Genética e Delimitacdo de Estoques Pesqueiros

Considerando que o género Istiophorus é composto somente por uma Unica espécie, nas
analises utilizando 348 individuos, I. platypterus apresenta uma alta diversidade genética (Tab. 1). A
diversidade nucleotidica esta entre as mais altas ja medidas para a familia Istiophoridae no Atlantico
(McDowell et al., 2007, Bernard et al., 2014, Mamoozadeh et al., 2017) e até mesmo em comparagao
a outras espécies correlatas, como as da familia Scombridae (Ely et al., 2005, Martinez et al., 2006;
Boustany et al., 2008; Vinas et al., 2011). A diversidade haplotipica também é relativamente alta,
sendo encontrado um grande nimero de haplétipos representado por apenas um individuo em nossa
amostra.

Os resultados da AMOVA demonstraram ndo haver estruturacdo genética populacional em

todo o Atlantico (®s1=0,01326, p=0,03639), 0 que significa que a especie forma um Unico estoque
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genetico panmitico na regido analisada. Entretanto, na comparacéo de Fst por pares, verifica-se uma
significante diferenciacdo entre Senegal, na Africa e Florida e Venezuela (Tab. 2), indicando uma
diferenciacdo moderada entre estas regides. Resultados similares também foram observados por
McDowell & Graves (2002) utilizando RFLP da mtDNA CR e 3 loci microssatélites no Oceano
Atlantico.

Na topologia da Inferéncia Filogenética Bayesiana (Fig. 10) é observada a caracterizacdo de
duas linhagens mitocondriais divergentes e simpatricas no Oceano Atlantico. A identificacdo de
linhagens no Atlantico, ja havia sido constatada por Graves & McDowell (2003) que detectaram uma
baixa, porém significativa, divergéncia genética entre as populacdes do Atlantico e Indo-Pacifico, com
a identificacdo de duas linhagens mitocondriais distintas ocorrendo uma no Atlantico e outra no
Atlantico e também presente no Indo-Pacifico.

Os resultados gerados no Migrate-n (Tab. 4) sugerem que o agulhdo-vela possui tamanho
efetivo populacional feminino formado por milhares de individuos, com alto fluxo génico sustentado
por uma alta taxa de migracdo de fémeas entre as regides analisadas (Tab. 5). Associado com um
estudo de marcacOes por satélite em I. platypterus (Lam et al., 2016) incluindo também individuos
machos, as estimativas de fluxo génico e taxas de migracdo no Atlantico apontam para a ocorréncia de
deslocamentos irrestritos por toda a area avaliada.

No Atlantico Sudoeste, com base em dados reprodutivos e da taxa de captura, pode-se supor
que a partir de outubro, os individuos maduros sexualmente migram do Atlantico Tropical Central-
Ocidental para a costa sudeste brasileira para desovar e permanecer la por volta de fevereiro a marco.
PadrBes mensais mostram que a abundéncia de individuos é alta de novembro a fevereiro nos locais
de desova, 0 que coincide com temperaturas da dgua mais altas, seguidas por um forte declinio em
marco e abril. Para regides de ndo-desova, a abundancia da espécie é maior durante 0s meses antes e
depois da época de desova (Mourato et al., 2014). Nossas estimativas de auséncia de estruturacdo

genética, grande tamanho efetivo populacional (Ne) e taxas de migragdo (m), somado aos resultados
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de Mourato et al. (2014) e Lam et al. (2016), reforcam a conectividade mediada pela migracdo das
fémeas entre as diferentes regides de desova no Atlantico Ocidental, no Golfo do Médico e no sudeste
do Brasil, configurando um Unico estoque genético da espécie no Atlantico, incluindo suas diferentes
linhagens.

Desta forma, considerando que o género Istiophorus possui apenas uma espécie e de
distribuicdo global, o uso de marcadores moleculares mitocondriais, revelaram a existéncia de um
unico estoque genetico no Oceano Atlantico com alta diversidade genética e fluxo génico mediado por
uma alta taxa de migracdo, ao menos das fémeas, entre as regides analisadas. Entretanto, as duas
linhagens mitocondriais encontradas sugerem que este estoque passou por um processo de divergéncia
que foi encerrada antes de o processo de especiacdo ser completado. A identificacdo de clados
altamente divergentes coexistindo na mesma area também poderia ser interpretado como evidéncia da
existéncia de diferentes subespécies. Porém, tal constatacdo deve ser interpretada com cautela, ja que
0 mesmo padréo poderia ter surgido em uma populacdo com acasalamento aleatdrio por hibridacéo
secundaria de subpopulagdes isoladas. Ao contrario dos marcadores nucleares, 0 mtDNA possui
heranca materna e € ndo-recombinante, sendo gque 0s sinais de eventos de separacao passados, isto &,
as linhagens divergentes, coexistirdo na populacdo por muitas geracdes apos esta hibridacdo. Assim,
ndo se pode interpretar uma populacéo de acasalamento aleatdrio coexistindo em dois ou mais estoques
diferentes, embora tais estoques sejam inexistentes do ponto de vista da gestdo pesqueira ou da genética

de populagbes (Avise, 2009).

5.3 Demografia Histdrica da espécie Istiophorus platypterus no Oceano Atlantico

A inferéncia filogenética bayesiana revelou a existéncia de duas linhagens mitocondriais
simpatricas, que divergiram ha 6,7 Mia, durante 0 Mioceno Superior e que ocorrem simultaneamente

no Oceano Atlantico.
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As analises demograficas indicam ter havido eventos de expansdo populacional no passado,
embora em alguns testes este resultado ndo seja muito evidente. A analise de Mismatch Distribution,
para ambos os modelos de expansdo, resultou em uma curva multimodal (Fig. 11), o que sugere
equilibrio demogréafico (Hudson & Slatkin, 1991; Rogers & Harpending, 1992) ou expansao com altos
niveis de migracdo entre as subpopulagdes vizinhas (Ray et al., 2003; Excoffier, 2004). A segunda
opcao é apoiada pelas estimativas de fluxo génico entre as regides. A analise Mismatch Distribution
das linhagens indica que ndo houveram eventos de expansdo populacional, segundo o modelo de
expansdo sUbita, quanto aumento espacial e da area de distribuicdo da espécie, segundo o modelo de
Expansao Demografica (Ray et al., 2003). Uma grande expansdo espacial pode levar ao mesmo sinal
uma expansdo demogréafica subita em uma populacdo panmitica, mas somente se subpopulagdes
vizinhas (demes) trocarem muitos migrantes por geracéo (>50). Ainda assim, apesar de tudo, o indice
Hri para ambos modelos demograficos resultou em valores positivos, proximos a zero e nao-
significativos para todas as localidades, assim como os testes SSD, entretanto foram obtidos baixos
valores positivos significativos para o Senegal, sob 0 modelo de expansao espacial (Tab. 7), o que ndo
descarta a hipotese de expansdo populacional. Além disso, os testes Fs e Rz foram significativos e
também reforcam a hipdtese de expansao populacional. Considera-se que o teste R, produz dados
aprimorados para tamanhos amostrais pequenos, o teste Fs & melhor para tamanhos amostrais maiores,
enquanto estatisticas como “Mismatch Distribution” e Hri s80 consideradas mais conservadoras
(Ramos-Onsins & Rozas, 2002).

Os testes BSPs também demonstram ter havido um abrupto aumento no tamanho efetivo
populacional ha aproximadamente 500 Ma, durante o Pleistoceno Médio (781 — 126 Ma), seguido de
um aumento secundario ha 100 Ma (Fig. 13). Entretanto, considerando as linhagens mitocondriais
separadamente, € observado uma historia demografica diferente, ambas as linhagens apresentaram uma
expansdo populacional ha 500 Ma, também durante o Pleistoceno Médio, porém L2 apresenta um

segundo evento de expansdo ha 100 Ma durante o Pleistoceno Superior (126 — 11,7 Ma).
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O Mioceno Superior foi uma época de seca e resfriamento global. O gelo se acumulou
rapidamente nos polos, 0s niveis oceanicos baixaram, as chuvas diminuiram e as florestas tropicais
recuaram. Nos oceanos, o Mioceno foi uma época de mudanca nos padrdes de circulacéo,
provavelmente devido ao resfriamento global, que ocorreu em sincronia em ambos os hemisférios e
culminou com as temperaturas oceanicas caindo para valores proximos aos atuais ha aproximadamente
7 e 5,4 Mia (Herbert et al., 2016). De acordo com Keigwin et al. (1986), os dois Gltimos maximos
glaciais durante 0 Mioceno Superior provavelmente resultaram em uma reducdo média do nivel
oceanico entre 60 e 100 m.

O Pleistoceno, a tltima Idade do Gelo, abrange o periodo mais recente de ciclos alternados de
eras glaciais e interglaciais, que corresponde ao periodo entre 2,6 Mia — 11,7 Ma. Durante a Transicao
Pleistoceno Médio-Inferior, entre 1,4 - 0,4 Mia, houve aumento progressivo na amplitude das
oscilacdes climaticas, uma mudanca no ritmo orbital da Terra de 41 Ma para aproximadamente 100
Ma entre os ciclos glaciais, 0 que gerou ciclos de aumento e diminuicdo dos volumes médios de gelo
e grandes flutuacBes no nivel dos oceanos (Berger & Jansen, 1994; Pillans et al., 1998; Head &
Gibbard, 2005; Ludt & Rocha, 2015). Os baixos niveis oceanicos culminaram em linhas costeiras entre
115 a 130 m abaixo do nivel atual, atingindo um minimo durante o Ultimo Méaximo Glacial (Fairbanks,
1989; Hanebuth et al., 2000; Voris, 2000; Bintanja et al., 2005; Bintanja & van de Wal, 2008; Clark
et al., 2009). As barreiras ao fluxo génico no Atlantico também se intensificaram durante os baixos
niveis oceanicos, como a que separa o Brasil e o Caribe, a Foz do Rio Amazonas, que foi
provavelmente fechada (Rocha, 2003) reduzindo o habitat costeiro disponivel e as conexdes entre as
regides oceanicas (Ludt et al., 2015). As mudangas climaticas durante a Transi¢do Pleistoceno Médio-
Inferior, a diminuicdo dos niveis dos oceanos e o surgimento de novas barreiras podem ter contribuido
para a flutuacdo demogréfica e alteracdo da area de distribuicdo do agulhdo-vela, ocasionando o
isolamento de grupos de individuos por um periodo, originando populagdes diferentes que por sua vez

resultaram nas diferentes linhagens mitocondriais no Atlantico. Com o aumento no nivel dos oceanos,
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principalmente apés o Ultimo Maximo Glacial, estas populacbes se integraram novamente,
interromperam o processo de especiacdo e tornaram as linhagens simpatricas, contribuindo com

aumento na diversidade genética da espécie, formando um Unico estoque genético no Atlantico.

63



Conclusao

Cariy C’Aﬁy ®

64



6 Conclusao

Baseando-se nos resultados dos testes de delimitacdo de espécies, também mantivemos em
aberto o nimero real de espécies da familia Istiophoridae, sendo provavelmente de 10 a 12 unidades
taxonémicas. Sugerimos que para uma nova abordagem genética seja resolutiva, deve-se lancar mao
de técnicas de gendmica associadas a uma abordagem taxondmica integrativa.

Em relacdo a delimitacdo de estoques genéticos no Atlantico, admitindo-se que a espécie
Istiophorus platypterus seja uma Unica espécie, temos apenas uma populacdo com alta diversidade
genética, composta por duas linhagens mitocondriais simpatricas e fluxo génico permeando toda a
bacia Atlantica. Estas linhagens divergiram durante o Pleistoceno, época marcada por ciclos glaciais e
interglaciais com avanco e retracdo das geleiras e aumento e diminuicdo do nivel dos oceanos.

Estas informacGes podem auxiliar planos de manejo na exploracdo pesqueira de 1. platypterus,
sendo um ponto importante de sua manuten¢do, a conservacdo da variabilidade genética, sobretudo
nas linhagens de menor tamanho populacional. A ICCAT divide esta espécie em dois estoques
pesqueiros no Atlantico entre as porcgdes leste e oeste. No entanto, com base em nossos resultados,
sobretudo considerando o fluxo génico quase irrestrito determinado pela alta migracdo e dispersao da
espécie, sugerimos a reavaliacdo desta preposicdo e adequacdo dos métodos de gerenciamento da
pesca, considerando as linhagens identificadas para I. platypterus como as unidades validas para

conservacéo.
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