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RESUMO

Os peixes de bico sdo espécies pelagicas oceanicas frequentemente
capturadas pela frota atuneira e com grande interesse da pesca esportiva. Este
grupo de peixes possui legislacado especifica que proibe a comercializagéo e
exportacdo de duas espécies, Kajikia albida e Makaira nigricans desse grupo
no Brasil. O DNA Barcode é um sistema universal de identificacdo molecular
baseado em uma sequéncia de DNA mitocondrial Citocromo Oxidase
subunidade | (COIl) de aproximadamente 650 pares de base, servindo como
codigo de barras de DNA de cada espécie. Este sistema tem sido utilizado com
éxito para identificar amostras que sdo comercializadas descaracterizadas e de
forma ilegal, como tubarbes e outras espécies ameacadas de extincdo. A
técnica de DNA Barcode foi utilizada para a identificacdo de peixes de bico
comercializados no segundo maior entreposto pesqueiro da América Latina,
CEAGESP, SP e no Aeroporto Internacional de Guarulhos, atualmente o maior
volume brasileiro de exportacdes de peixes de bico no Pais. Foram coletadas
302 amostras de peixes de bico durante vistorias realizadas pelo IBAMA, 223
no aeroporto e 79 no CEAGESP, 6rgado executor da politica nacional do meio
ambiente. Apos sequenciamento do DNA foi possivel a identificacdo das
espécies de 70 amostras (88,60%) coletadas no CEAGESP, sendo 21 (30%)
identificadas como Xiphias gladius, 43 (61,42%) como Istiophorus platypterus e
seis (8,57%) como Kajikia albida, esta ultima de comércio proibido no Brasil, e
considerada vulneravel pela lista de espécies em perigo da IUCN e pela Lista
Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extincdo - Peixes e
Invertebrados Aquaticos. No Aeroporto Internacional de Guarulhos foi possivel
a identificacdo de 223 amostras (100%), sendo todas identificadas como
Xiphias gladius conforme declarado pelo exportador e indicado pelo seu NCM
(Nomenclatura Comum do Mercosul). A analise molecular demonstrou ser uma
importante ferramenta na identificacdo de peixes de bico comercializados no
Brasil em diferentes centros como o Aeroporto Internacional de Guarulhos e
CEAGESP, SP. A identificacdo de agulhfes branco sendo ilegalmente
comercializados na CEAGESP demonstra a ineficacia das técnicas de
fiscalizacdo utilizadas e enfatizam a necessidade melhores politicas publicas

para a conservacao da espécie.
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1 INTRODUCAO

1.1 Peixes de Bico

Peixes de bicos sdo espécies oceanicas, epipelagicas, migratérias e
habitam &guas tropicais, temperadas e sazonalmente frias de todos os
oceanos. Representantes deste grupo caracterizam-se por possuir a mandibula
superior prolongada muito além da mandibula inferior em um longo rostro plano
em espadartes ou arredondado como uma lanca em agulhfes (Nakamura
1983; Nakamura, 1985).

De acordo com Nakamura 1985 este grupo de peixes € composto por
duas familias Xiphiidae e Istiophoridae, compreendendo 12 espécies divididas
em quatro géneros, Makaira, Tetrapturus, Istiophorus e Xiphias. No entanto,
recentemente uma nova reorganizacdo no grupo foi proposta utilizando
técnicas de biologia molecular, sugerindo a existéncia de mais dois géneros,
Istiompax e Kajikia, e diminuindo o nimero de espécies para dez (Collete et al.,
2006). Existem evidéncias que Xiphiidae e Istiophoridae sdo grupos irmaos
(Nelson, 2006).

Os peixes de bico sdo capturados durante a pesca de espécies de maior
valor como o atum (De Sylva et al., 2000). O By-catch, pesca acidental, destas
espécies geralmente reduzem a sua abundancia mais que observado em
espécies alvos (kitchell, 2006). Aléem da captura pela frota atuneira, 0s peixes
de bico também s&o muito apreciados na pesca esportiva (Arfelli et al., 1994,

Ditton et al., 2003, Nelson, 2006).
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No Atlantico Sul podemos citar a ocorréncias e distribuicdo de seis
espécies de peixes de bico, o agulhdo-negro (Makaira nigricans), agulhdo-vela
(Istiophorus platypterus), agulhdo-branco (Kajikia albida), agulhdo-estilete
(Tetrapturus pfluegeri) e marlim-polegar (Tetrapturus georgii), pertencentes a
familia Istiophoridae e o espadarte (Xiphias gladius), representante da familia

Xiphiidae (Amorim et al., 2011). No Brasil os representantes deste grupo séo

conhecidos por diferentes nomes comuns (tabela 1).

Tabela 1- Nomes comuns dos peixes de bico encontrados no Brasil.

Nome cientifico Nome vulgar Bibliografia Status IUCN
(2016)
Istiophorus Agulhdo-bandeira, Arocha & Ortiz, 20062 Menor
platypterus Agulhdo de vela. peocupacao
(Shaw, 1792)
Kajikia albida (Poey, Agulhéo, Agulhdo Hooligan, 20132 Vuneravel
1860) branco e Marlim
branco.
Makaira nigricans Agulhdo preto, Arocha & Ortiz, 2006 Vuneravel
(Lacepede 1802) Agulhdo e Marlim
Azul.
Xiphias gladius Agilhéo, Espadarte, Abid & Idrissi, 2006 Menor
(Linnaeus 1758) Espadarte-meca, peocupacao
Meka, Peixe espada
Tetrapturus pluegeri Agulhdo estilete, SEAP, 2005; Menor
(Robins & de Sylva, Marlim bicudo e Hooligan, 2013 peocupacao

1963) Agulhdo verde.

Tetrapturus Desconhecido

(Lowe, 1841)

georgii  Marlim polegar Amorim et al, 2011

Preocupado com a protecdo dos peixes de bico, em 2005, o governo
brasileiro por intermédio da entdo Secretaria Especial de Pesca — SEAP
publicou a Instrucdo Normativa SEAP n° 12/05, regulamentando a captura e o
comércio de quatro espécies de agulhbes em aguas jurisdicionais brasileiras e
alto mar. Dentre medidas propostas nesta Instrucdo Normativa destaca-se a

proibicdo da comercializacdo e exportagcdo dos agulhbes negro e branco,
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capturados por embarcacdes pesqueiras brasileiras e estrangeiras em aguas
jurisdicionais brasileira e em alto mar. A Instrucdo Normativa proibe ainda, a
retirada e corte a bordo da primeira nadadeira dorsal e da primeira nadadeira
anal dos individuos de agulhdes branco, negro, verde e vela, além de dar
parametros para a identificacdo morfolégica destas espécies por meio destas
nadadeiras (SEAP, 2005).

Apesar do controle estabelecido em 2005, a mesma instru¢cdo normativa
permitiu a descaracterizacdo dos peixes de bico apdés o desembarque em
infraestruturas portuarias e em terminais pesqueiros nacionais, publicos ou
particulares, ou a bordo, caso o corte e a retirada das nadadeiras seja realizada
por técnico brasileiro ou observador de bordo, indicado pela SEAP/PR, o que
dificulta a identificacdo das espécies deste grupo apds o desembarque.

No ano de 2009, 34,30 % da captura total da frota atuneira paulista
foram de peixes de bico, sendo a grande maioria (93,80 %) de espadartes
(Xiphias gladius) seguidos por espécies do género Tetrapturus (kajikia) que
representaram 4,1% da captura, agulhdo-negro (Makaira nigricans) com 1,90 %
e agulhdo-vela (Istiophorus albicans) com 0,20 %, demonstrando que a
proporcao de peixes de bico do género Tetrapturus capturados em S&o Paulo
nao mudou com a publicacdo da Instrugcdo Normativa SEAP n°® 12/05, o que
confirma a possibilidade de que todos os peixes de bico capturados vém sendo
comercializados, mesmo aquelas espécies proibidas. Outro ponto a ser
ressaltado € que posteriormente a publicacdo da legislacdo os agulhdes
comegaram a ser comercializados sem cabecga, dificultando assim a

identificacéo da espécie comercializada (Piva-Silva et al., 2014).
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O alto valor comercial e intelavo de geracdes longos estao relacionados
com o declinio das populacdes, por este motivo populacdes de agulhfes negro
e branco estdo em declinio (Collete et al., 2011), sendo consideradas espécies
vulneraveis na lista da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza —
IUCN (IUCN, 2016). Aléem de constarem na lista de espécies vulneraveis da
IUCN, os agulhdes brancos e negros encontram-se na Lista Nacional Oficial de
Espécies da Fauna Ameacadas de Extingcao - Peixes e Invertebrados Aquéaticos
publicada pelo Ministério do Meio Ambiente nas categorias vulneravel e em
perigo, respectivamente (MMA, 2014).

O agulhdo negro, Makaira nigricans, € uma espécie oceanica
epipelagica conhecido também como marlim azul. Assim como outros peixes
de bico sdo animais solitarios, e sdo distribuidos nas &aguas tropicais e
subtropicais do Oceano Atlantico em temperaturas de 22°C a 31°C. (Nakamura,
1985; Arocha & Ortiz, 2006). Estima-se um declineo de 31% na abundancia do
estoque global de agulhdes negros ao longo de 14 anos (IUCN, 2016).

Ja4 o agulhdo branco, também €& uma espécie oceanica epipelagica,
encontrada entre temperaturas de 21°C a 28°C, possue comportamento
solitario, mas existem relatos de formacao de cardumes, pequenos grupos, ha
literatura. Estes peixes de bico habitam &guas subtropicais e tropicais do
Oceano Atlantico, ocasionalmente em aguas temperadas e no mar
Mediterraneo. (Nakamura, 1985; Hooligan, 2013). Para esta espécie contatou-
se um declineo continuo na abundéancia desde o inicio de sua exploragao.
Estima-se ainda, um declinio de 9% na abundancia de estoque ao longo de 13

anos (IUCN, 2016).
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1.2 Comeércio de Peixes de bico no Estado de Sdo Paulo

No ano de 2011 a producédo de pescado no Brasil foi de 1.431.974,4
toneladas, sendo 38,7% referente a pesca extrativista marinha. Deste
montante, 3.408 toneladas de pescado foram de peixes de bico, 3,40% de
agulhdes, 1,75% de agulhdo branco, 1,86% de agulhdo negro, 4,02% de
agulhdo vela e a 88,97% de espadarte (MPA, 2011).

Neste contexto o sudeste brasileiro contribuiu com 15% (226.233,20
toneladas) da pesca extrativista marinha brasileira, sendo o estado de S&o
Paulo responsavel por 21.563 toneladas (1,5%) desta categoria de pesca
(MPA, 2011). Com relacdo aos peixes de bico dados do Instituto de Pesca
relatam a captura de 10,50 toneladas para mesmo ano (PROPESQ, 2016).

Grande parte do comércio atacadista de pescado no estado de Sé&o
Paulo é realizada pela Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao
Paulo — CEAGESP. O entreposto de pescado da CEAGESP é o segundo maior
da América Latina e comercializa diariamente 200 toneladas de pescado de 97
espécies diferentes, dentre elas os agulhdes (Istiophoridae) e espadartes
(Xiphiidae) (CEAGESP, 2016).

Assim como no comércio atacadista da CEAGESP, os peixes de bico
tém um importante papel no comércio exterior. Somente nos Ultimos seis anos
foram exportadas mais de 6.300 toneladas, sendo sua grande maioria de
espadartes, destinadas a paises da Europa, América do Norte, América do Sul
e Japao (ALICEWEB, 2016). A ultima exportacdo de agulhdes foi realizada no

ano 2011 com um volume de 2,44 toneladas com destino ao Japéao.
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1.3 Uso de marcadores moleculares na identificacdo de pescado

Nos ultimos anos, a identificacdo por meio de marcadores moleculares
pode ser realizada com minimas amostras de tecido que independem do
estado de modificacdo que o pescado possa apresentar. Diferentes regides do
genoma, tanto mitocondrial como nuclear, tém sido utilizadas para a
identificacdo de espécies de organismos aquaticos de interesse econdmico
(Kyle & Wilson, 2007; Sevilla et al., 2007), sendo amplamente utilizadas as
técnicas de PCR-RFLP, PCR-multiplex e analise de sequéncias.

Um dos genes mais comumente utilizados na identificacdo é o
Citocromo Oxidase subunidade | (COIl), que consiste de uma sequéncia de
aproximadamente 650 pares de base, catalogados por um sistema universal de
identificacdo, denominado DNA Barcode (Hebert et al., 20032, Hebert et al.,
20039), sendo utilizada com sucesso na identificacdo de diversos grupos de
peixes (Ward et al., 2005; Lakra et al., 2011), aves (Hebert et al., 2004; Tavares
et al., 2011; Johnsen et al., 2010) e insetos (Virgilio et al., 2012; Webb et al.,
2012). Estes métodos de identificacdo sdo viaveis e seu desenvolvimento
podera proteger as espécies superexploradas (Teletchea et al., 2005).

O DNA Barcode € um sistema de identificacdo microgenémica, que
permitem a identificacdo de uma espécie através da analise de um pequeno
segmento do genoma. De forma geral estas sequéncias podem ser
comparadas a um “codigo de barras” genético incorporado a cada célula

(Hebert et al., 20032).
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Os codigos de barras utilizados no comércio de produtos utilizam 10
numerais alternativos em onze posicbes podendo gerar 100 bilhdes de
identificadores unicos. O coédigo de barras gendmicos possui apenas quatro
nucleotideos alternados em cada posicdo, mas a série de sitios disponiveis
para a inspecao é enorme. O levantamento de apenas 15 dessas posi¢des de
nucleotideos cria a possibilidade aproximadamente um bilhdo de cdodigos, 100
vezes 0 numero necessario para discriminar taxon existente de forma exclusiva
(Hebert et al., 2003?).

Sao varios trabalhos realizados utilizando com sucesso o DNA Barcode
como ferramenta na identificacdo de peixes. No Canada aproximadamente 200
espécies de peixes de dgua doce foram identificadas com sucesso utilizando a
técnica (Hubert et al., 2008). Em outro estudo, mais de 200 espécies de peixes
marinhos de trés grupos, tubardes e arraias, peixes ledo e atuns, foram
identificados na Australia (Ward et al., 2005). Na China a técnica foi utilizada na
identificacdo de 121 espécies que compreendendo a maioria dos peixes
existentes no mar do Sul da China (Zhang J., 2011). Na América do Sul o DNA
Barcode foi utilizado na identificacdo de 125 espécies de peixes argentinos
solucionando possiveis incertezas taxondmicas (Mabragafa et al., 2011).

A implementacdo das técnicas de biologia molecular, em especial a
técnica de DNA Barcode na ciéncia forense marinha ja foi utilizada para
identificar peixes de bico, onde ao menos cinco das dez espécies testadas
(Istiophorus indica, Istiophorus, platypterus, Makaira nigricans, Tetrapturus
georgii e Xiphias gladius) foram facilmente diferenciadas pela técnica. De
acordo com o estudo as outras cinco espécies se dividem em dois complexos

moleculares que dificultam a sua identificdo pela técnica (Hanner et al., 2011).
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Recentemente a mesma técnica foi utilizada com sucesso ha
identificacdo de larvas e ovos de peixes de bico das espécies I. platypterus, K.

albida e X. gladius, da costa sudeste brasileira (Rodrigues, 2014).

1.4 Uso de marcadores moleculares na ciéncia forense

Nos ultimos anos os especialistas tém observado o aumento da ligagcéo
dos crimes ambientais com o crime organizado. O trafico ilegal de animais ou
plantas oferecem recursos financeiros comparados aos obtidos com o
narcotrafico com um risco muito menor (Ogden et al, 2009). Técnicas de
biologia molecular vém sendo utilizadas na genética forense, ndo s6 na
identificacdo de individual da espécie, mas também na identificagcdo de sua
origem geografica (Ogden et al, 2009, Alacs et al., 2010).

A utilizacdo de marcadores moculares na identificacdo de espécies na
genética forense vem sendo utilizada como ferramenta na investigacdo de
crimes ambientais em todo o mundo. No Centro Oeste brasileiro o gene
Citocromo B foi utilizada na identificacdo das espécies, Hydrochoerus
hydrochaeris, Ortalis canicollis e Ozotoceros bezoarticus, de caca apreendida
pelo IBAMA (Sanches et al.,, 2012). Na Australia, 99 ovos de psitacideos
apreendidos pelas autoridades foram analisados utilizando os marcadores
moleculares Citocromo B e 12 s, em 91% das amostras o DNA foi extraido com
sucesso, 52% foi possivel a identificacdo da espécie. Duas das espécies
identificadas encontravam-se na lista de vermelha da IUCN, sendo, Cacatua
sulphurea, como criticamente ameacada e Cacatua alba, como vulneravel.

Todas as espécies estao listadas nos anexos da CITES Convencéo sobre o
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Comeércio Internacional de Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de
Extincdo (Coghlan et al., 2011).

Neste sentido o DNA Barcode, ja foi tecnicamente validado (Dawnay et
al, 2007), em uma investigacdo na Australia a técnica identificou precisamente
em nivel de espécie, 91,5% do material apreendido peles autoridades
australianas de barbatanas de tubardes e arraias secas, onde nessa apreenséo
foi observado que 3,6% das amostras pertenciam a espécie Anoxypristis
cuspidata, considerada criticamente ameacada pela IUCN (Holmes et al.,
2009). Em outro caso a utilizacdo da técnica possibilitou a identificacdo de
espécies de comércio proibido, raia manta e enguias, nas Filipinas (Asis et al.,
2016). No Brasil, a Policia Federal realizou a apreensédo de 20kg de barbatanas
de tubardo sem nenhuma documentacdo e utilizou com sucesso o DNA
Barcode na identificacdo das espécies, no Aeroporto Internacional de
Guarulhos (Carvalho et al., 2013).

Ainda neste contexto, a rotulagem ilegal de peixes e frutos do mar vem
sendo prejudicial para o consumidor e para industria. Neste sentido, técnicas
de identificacdo molecular destes produtos podem prevenir fraudes econémicas
e prejuizos a saude (Rasmussen et al., 2008). O conhecimento da espécie é
fundamental no controle da qualidade de comida processada ou na deteccao e
identificagcdo de material animal em amostras de comida (Hamadan et al.,
2012).

A dificuldade na identificacdo de peixes descaracterizado
morfologicamente apds o beneficiamento levou a utilizacdo ampla do DNA
Barcode, peixes filetados de mercados no Egito (Galal-Khallaf et al., 2014),

peixes defumados (Smith et al., 2008) e peixes, crustaceos e moluscos em
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mercados na Italia (Nicolé et al., 2012) ja tiveram suas espécies identificadas
utiizando a técnica. Nas Filipinas o comércio trocado de espécies foi
identificado no comércio pelo DNA Barcode (Maralit et al., 2013). No Brasil
observou-se a rotulagem incorreta de cerca de 80% das amostras analizadas
comercializadas como surubim (Carvalho et al.,, 2011). Mais recentemente, 0
PROCON coletou trinta amostras de peixes marinhos em pontos de comércio
em Florianopolis/SC. Apods a identificacdo por DNA Barcode constatou-se a

venda trocada de espécies em oito amostras coletadas (Carvalho et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Tendo em vista o interesse na identificacdo genética através de
marcadores moleculares e considerando a importancia comercial de varias
espécies de peixes comercializados, esse trabalho objetiva de um modo geral,
aplicar marcadores genéticos na identificacdo forense de espécies exploradas
pela pesca, podendo assim auxiliar em informac¢des de interesse para o melhor

controle, fornecendo dados de exportacdo e comercializacdo por espécies.

2.2 Objetivos especificos

a) ldentificar através da técnica genética, DNA Barcode, amostras de produtos
exportados, com NCM especificos de peixes de bico;

b) Identificar através da técnica genética, DNA Barcode, amostras de peixes de
bico comercializados na CEAGESP;

c) Gerar dados comparativos entre a andlise genética e a Nomenclatura
Comum do Mercosul (NCM) das amostras coletadas dos produtos de
exportacao;

d) Propor programas de manejo adequado, exploracdo sustentavel e controle
dessas espécies;

e) Padronizar o protocolo desenvolvido como ferramenta na fiscalizacdo
ambiental.

f) Analisar o comércio de peixes de bico no estado de Sao Paulo
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras
Coletas de amostras foram realizadas no comércio atacadista e em um
ponto de exportacdo, totalizando a coleta de 302 amostras de peixes de bico

coletadas (tabela 2).

Tabela 2: Amostras coletadas de peixes de bico

Local de coleta Espécie Quantidade Ano Origem do
declarada pescado
CEAGESP Espadarte 21 2016 Santa Catrina
Agulhdo 58 2015/2016 Rio de Janeiro e
Espirito Santo
Aeroporto Espadarte 223 2015 Santa Catarina
Internacional de
Sao Paulo.
Agulhdo 0 - -

3.1.1 Coletano comércio atacadista

Para coleta de amostras no comércio atacadista foram realizadas trés
vistorias nos meses de novembro (2015), janeiro e fevereiro (2016), na
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo — CEAGESP, em
Séo Paulo (Figura 1).

Amostras de nadadeiras ou musculo de peixes de bico foram coletadas
e armazenadas em tubo com alcool absoluto para fixacdo e posterior analise
genética. Todas as amostras coletadas foram vinculadas a nota fiscal
apresentada pelo responsavel pelo comércio. Apés a identificacdo todo o
material foi incorporado a colecdo do Laboratério de Genética de Peixes

(LaGenPe), da UNESP de Bauru.
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C " o ’:'J Alao""“
Figura 1: a) Visdo geral do CEAGESP. b) Coleta de amostras. C) Comércio de agulhdes. d)
Comeércio de espadarte e tubarao.

3.1.2 Coleta na exportacao

Na exportacdo foram realizadas coletas de amostras de pescado com a
Nomenclatura de Comum do Mercosul (NCM) de peixes de bico, exportados
pelo Aeroporto Internacional de S&o Paulo, Guarulhos, SP, nos meses de
agosto, setembro e outubro de 2015, totalizando 19 exportacdes (Figura 2). As
amostras de tecidos coletadas foram fixadas em alcool absoluto visando a
posterior andlise molecular. Todas as amostras foram vinculadas ao
documento de exportacdo e integradas a colecdo do Laboratério de Genética

de Peixes (LaGenPe), da UNESP de Bauru.
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Figura 2: a) Coleta de amostra no Aeroporto. b) Espadarte beneficiado para exportacéo. c) Pescado

para exportacdo d) Chegada de pescado no terminal de cargas.

3.2 Metodologia

3.2.1 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA realizada foi baseada no protocolo do kit comercial

“Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega”, com algumas modificagdes

ou por meio do protocolo de extracdo salina (Aljanabi et al., 1997) também com

modificacdes, de acordo com o tecido utilizado.

Protocolo Kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega”
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a)

b)

d)

f)

9)

h)

Pedacos de tecido com aproximadamente 2 mm3 foram distribuidos
em tubos de microcentrifuga 1,5 ml devidamente numerados e
posteriormente colocados para secagem em estufa por 10 minutos a
uma temperatura de 37°C.

Posteriormente foram adicionados aos tubos de microcentrifuga 300
Ml de “Cell Lysis Solution”, 300 ul de “Nuclei Lysis Solution” e 4 ul de
Proteinase K, sendo colocados em banho maria a 60°C overnight.

No outro dia foi adicionado a solucdo 2,5 ul de RNAse, sendo
incubado em banho maria por 30 minutos a uma temperatura de
37°C.

ApOs o tempo estabelecido foi adicionado a solucdo 200 pl de
“protein precipitation solution” e colocado a uma temperatura de -
80°C por 5 minutos.

Todo o material foi centrifugado por 4 minutos a 13.000 rpm, sendo
retirado todo o sobrenadante e colocados em nova sequéncia de
tubos com 600 pl de isopropanol.

Novamente a solucao foi centrifugada por 4 minutos a 13.000 rpm
sendo descartado o sobrenadante e adicionado 600 ul de alcool
70%.

Apbs nova centrifugacao por 4 minutos a 13.000 rpm o sobrenadante
foi descartado e os tubos com DNA foram colocados em estufa a
37°C por duas horas para secagem.

Por ultimo foi adicionado 35 pl de DNA rehydratation solution sendo

colocada em banho maria por 1 hora a temperatura de 60°C.
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Protocolo extracdo salina de DNA

Solucédo de Extracéo

246,5 pl H20 X n° de amostra

29 pl SDS (10%) X n° de amostra

5,8 ul EDTA (0,5 M) X n° de amostra

8,7 ul TRIS (1M) X n°® de amostra

a)

b)

c)

d)

f)

Pequenos fragmentos de tecido, aproximadamente 2 mms3, foram
colocados em tubos de microcentrifuga devidamente numerados, e
colocados em estufa a 37°C por 10 minutos.

Posteriormente foram adicionados 290 pl de Solucdo de Extracéo
(tampéo) e 5 ul de proteinase K em cada tubo de microcentrifuga com
amostra, sendo colocados em banho maria a 55 °C por 3 horas.

ApOGs as amostras voltarem a temperatura ambiente foram adicionados
100 pl de NaCl 5M nos tubos de microcentrifuga, sendo centrifugados
por 10 minutos a 10.000 rpm.

Em seguida os sobrenadantes dos tubos foram transferidos para uma
segunda série de tubo de microcentrifuga contendo 600 ul de etanol
100% gelado.

Todos os tubos foram levados ao frezzer a -80°C por 40 minutos e
posteriormente centrifugados por 40 minutos a 12.000 rpm.

ApoOs a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e os tubos foram
colocados para secar em estufa a uma temperatura de 37°C por cerca

de 30 minutos, sendo adicionado 50 pl H20 miliQ2 apds secagem.
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g) Todo o material foi mantido refrigerado até o uso.

As amostras de DNA foram analisadas através de eletroforese em gel de
agarose 1% corado com corado com Nancy-520 DNA (2,5ul/ ml), e
visualizadas em transiluminador, sob luz ultravioleta para verificacdo de
sua integridade e a quantidade. Para quantificacdo do DNA foi utilizado
comparacoes diretas com um marcador padrdo de peso molecular e

concentracdo conhecidos (Low DNA Mass Ladder - Invitrogen).

3.2.2 Amplificacdo do gene mitocondrial

Apos a extracdo de DNA, foi realizada a amplificacdo dos genes COI-
Fishl e COI-Fish2, para tanto foi utilizada a seguinte concentracdo de
reagentes: 1xPCR buffer (20mM Tris-HCI, pH 8.4 e 50mM KCI), 1.5mM MgCI2,
150uM de <cada dNTP, 0.4mM dos primers COI-Fish1 F (5'-
ACGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’) e R (5 CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-
3); COIFish2 F (5-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3) R (5-
ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3), descritos por Ward et al. (2005), e
10 a 30 ng/u de DNA.

Para a reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) adotou-se o

seguinte programa:

95 °C por 5 minutos (desnaturacgao inicial)
95 °C por 30 segundos (desnaturacao)
57 °C por 30 segundos (anelamento dos primers) — 35 vezes

72 °C por 45 segundos (extensdo da cadeira nucleotidica)
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e) 72 °C por 5 minutos (extensao final)

Os produtos de PCR foram visualizados através de eletroforese em gel
de agarose 1,5% corado com Nancy-520 DNA (2,5uL/ ml), e visualizadas em
transluminador, sob luz ultravioleta e fotografadas com a camera OLYMPUS,

C-5060.

3.2.3 Purificacdo enzima Exo-SAP

As amostras amplificadas pela reacdo de PCR foram purificadas por
meio da enzima Exo-SAP IT® (USB Corporation). Para isto, 5 pl do produto
amplificados foram colocados em um microtubo (0,2 ml) e posteriormente
adicionado 2,0 ul da solucao de purificacdo (0,13 pl de ExoSap + 1, 87 ul de
agua ultrapura). As amostras foram colocadas em termociclador por 1 hora a

37°C seguida de 15 minutos a 80°C.

3.2.4 Reacéo de sequenciamento

Para a reacao de sequenciamento foi utilizado o Kit “Big Dye Terminator
v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems), nos seguintes

volumes:

a) 1,0 pL do DNA amplificado (concentracdo de aproximadamente
40ngQ);
b) 0,35 L de primer Fish 1 ou Fish 2 (Forward ou Reverse, 10 uM);

c) 0,7 uL de BigDye;
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d) 1,05 pL de Tampéao 5X para sequenciamento;

e) 3,9 pL de H20 miliQ2.

Apoés a mistura dos reagentes com os DNA amplificados o material foi

colocado no termociclador conforme programa abaixo:

a) 96°C por 2 minutos (desnaturacao inicial)

b) 96°C por 30 segundos (desnaturagao)

c) 50°C por 15 segundos (anelamento dos primers) 35X
d) 60°C por 4 minutos (extenséo da cadeia nucleotidica)

f) 12°C até a retirada do material do aparelho (extensao final)

3.2.5 Limpeza das amostras amplificadas - EDTA/acetato de sodio/etanol:

Posteriormente a reacdo de sequenciamento as amostras foram
submetidas a uma etapa de limpeza eliminando excessos de reagentes
utilizados, seguindo o segunte protocolo:

a) Primeiramente adicionou-se 0,7 uL de EDTA (125mM) e 0,7 pL

de acetato de sédio (3M) a cada amostra.

b) Entdo acrescentou-se 17,5 pL de etanol 100% para posterior

incubacgéo por 15 minutos a temperatura ambiente;

C) Em seguida centrifugou-se por 75 minutos a 3.500 rpm a 25°C,

descartando o sobrenadante posteriormente;

d) Novamente as amostras foram colocadas na centrifuga para

um spin invertido por 1 minuto a 1250 rpm
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e) Adicionou-se 24,5 uL de etanol 70% gelado e centrifugou-se

por 18 minutos a 3.500 rpm a 25°C, sendo retirado o

sobrenadante posteriormente

f) Novo spin invertido foi realizado na centrifuga por 2 minutos a
1250 rpm.
Q) Por dltimo as amostras foram colocadas no termociclador por 8

minutos a 96°C com a tampa do termociclador aberta (para a
completa evaporacédo do etanol);
h) As placas foram guardadas na geladeira envoltas em papel

aluminio, até o momento do sequenciamento.

3.2.6 Sequenciamento do DNA

As amostras foram analisadas em sequenciador de DNA automaético,
sendo parte das amostras no Laboratério de Biologia e Genética de Peixes da
UNESP de Botucatu/SP e parte no Centro de Recursos Biologicos e Biologia
Genbmica — CREBIO da UNESP de Jaboticabal/SP.

As amostras encaminhadas ao Laboratério de Biologia e Genética de
Peixes foram analisadas com um sequenciador de DNA modelo ABI 3130-
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), sendo que para cada amostra foi
adicionado 15 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems), seguindo uma
etapa de desnaturacéo a 96°C por dois minutos e resfriamento rapido em gelo
por mais dois minutos. Em seguida as amostras foram colocadas no aparelho

para a realizacdo da corrida de leitura da sequéncia.
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Ja as amostras encaminhadas ao CREBIO foram ressuspendidas em
10uL de formamida, sendo desnaturadas por 5 min a 95 °C e submetidas ao
sequenciamento no sequenciador automatico ABI 3730 XL DNA Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, California (CA)) conforme recomendacgdes

sugeridas pelo fabricante.

3.2.7 Identificacfes das espécies

Para a identificacdo das espécies as sequéncias foward e reverse foram
alinhadas no programa Geneious 4.8.5 (Kearse et al.,, 2012), formando
sequéncias consensus, conferindo mais confiabilidade ao sequenciamento. As
sequéncias foram submetidas na base de dados da plataforma do BOLD The

Barcode of Life Data System - www.boldsystems.org (Ratnasingham & Hebert,

2007).

O BOLD é uma plataforma de bioinformatica gratuita que auxilia na
aquisicdo, armazenamento, analise e publicacdes de registros de DNA
Barcode. Esta plataforma reline dados moleculares, morfolégicos e de
distribuicdo de espécies, permitindo a comparacao da sequéncia de DNA com
as 100 sequéncias mais similares depositadas, identificando assim a espécie

(Ratnasingham & Hebert, 2007).
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4 RESULTADOS

Os resultados e a discussdo deste estudo serdo apresentados em
capitulos na forma de artigos cientificos. Assim sendo, foi possivel a divisdo

dos dados em trés artigos especificos descritos abaixo:

e Capitulo 1- Consideracdes sobre o comércio de peixes de bico no

estado de Sao Paulo.

e Capitulo 2- Marcadores genéticos como ferramenta na identificacdo do
comércio ilegal de peixes de bico no mercado atacadista em Sao Paulo

Brasil.

e Capitulo 3- DNA Barcode na identificacdo de peixes de bico na

exportacao
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Capitulo 1 - Consideracdes sobre o comércio de peixes de bico no estado de

Sao Paulo.

Resumo

Os peixes de bico sdo espécies pelagicas oceanicas frequentemente
capturadas pela frota atuneira e com grande interesse da pesca esportiva. Este
grupo de peixes € composto por duas familias Xiphiidae e Istiophoridae,
compreendendo 12 espécies divididas em seis géneros, Makaira, Tetrapturus
Istiophorus, Xiphias, Istiompax e Kajikia. Objetivando a protecéo deste grupo foi
publicada legislacdo especifica que norteia a pesca de peixes de bico e
proibem a comercializacao e exportacdo de duas espécies no Brasil, agulhdes
negros e brancos. Este trabalho tem o objetivo de diagnosticar o comércio de
peixes de bico no estado de Sdo Paulo dando subsidios para futuras acdes de
pesquisas e fiscalizacdo, para isso realizou-se levantamentos de dados
referentes a exportacdo, mercado atacadista e desembarque de peixe de bico
no estado de Sao Paulo.
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1 INTRODUCAO

Peixes de bicos sdo espécies oceanicas, epipelagicas, migratorias e
habitam &guas tropicais, temperadas e sazonalmente frias de todos os
oceanos. Representantes deste grupo caracterizam-se por possuir a mandibula
superior prolongada muito além da mandibula inferior em um longo rostro plano
em espadartes ou arredondado como uma lanca em agulhdes (Nakamura,
1983; 1985). De acordo com Nakamura (1985), este grupo € composto por
duas familias Xiphiidae e Istiophoridae, compreendendo 12 espécies divididas
em quatro géneros, Makaira, Tetrapturus, Istiophorus e Xiphias. No entanto,
recentemente uma nova reorganizacdo no grupo foi proposta utilizando
técnicas de biologia molecular, sugerindo a existéncia de mais dois géneros,
Istiompax e Kajikia, diminuindo o nimero de espécies que anteriormente era 12
para dez espécies atualmente (Collete et al., 2006).

No Atlantico Sul podemos citar seis espécies de peixes de bico, o
agulhdo-negro (Makaira nigricans Lacepéede 1802), agulhdo-vela (Istiophorus
platypterus Shaw, 1792), agulhdo-branco (Kajikia albida Poey, 1860), agulh&o-
estilete (Tetrapturus pfluegeri Robins & de Sylva, 1963) e marlim-polegar
(Tetrapturus georgii Lowe, 1841), pertencentes a familia Istiophoridae e o
espadarte (Xiphias gladius Linnaeus 1758), pertencente a familia a Xiphiidae
(Amorim et al., 2011).

Os peixes de bico sao capturados durante a pesca de espécies de maior
valor como o atum (De Sylva et al., 2000). A captura acidental destas espécies
geralmente reduz a sua abundancia mais que observado em espécies alvos

(Kitchell, 2006). Aléem da captura pela frota atuneira, os peixes de bico também
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sdo muito apreciados na pesca esportiva (Arfelli et al., 1994; Ditton et al., 2003;
Nelson, 2006).

Preocupado com a protecdo dos peixes de bico, em 2005, o governo
brasileiro por intermédio da entdo Secretaria Especial de Pesca — SEAP
publicou a Instrucdo Normativa SEAP n° 12/05, regulamentando a captura e o
comércio de quatro espécies de agulhdes, Tetrapturus albidus (atualmente
denominada Kajikia albida), Makaira nigricans, Tetrapturus pfluegeri e
Istiophorus albicans (atualmente denominada Istiophorus platypterus), em
aguas jurisdicionais brasileiras e alto mar.

Dentre medidas propostas nesta Instrucdo Normativa destaca-se a
proibicdo da comercializacdo e exportacdo das espécies de agulhdes negro e
brancos, Makaira nigricans e Kajikia albida (na instrucdo normativa
denominada Tetrapturus albidus) respectivamente, capturados por
embarcacdes pesqueiras brasileiras e estrangeiras em aguas jurisdicionais
brasileira e alto mar, sendo que todos os agulhfes brancos e negros
capturados com vida, obrigatoriamente, devem ser devolvidos ao mar e 0s
mortos desembarcados e doados as instituicbes cientificas, hospitalares,
penais e outras com fins beneficentes.

A instrucdo normativa proibe ainda, a retirada e corte a bordo da
primeira nadadeira dorsal e da primeira nadadeira anal dos individuos de
agulhdes branco, negro, verde e vela, aléem de dar parametros para a
identificacdo morfologica destas espécies por meio destas nadadeiras (SEAP,
2005).

Apesar do controle estabelecido em 2005, a mesma instrugéo normativa

permitiu a descaracterizacdo dos peixes de bico apés o desembarque em
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infraestruturas portuarias e em terminais pesqueiros nacionais, publicos ou
particulares, ou a bordo, caso o corte e a retirada das nadadeiras seja realizada
por técnico brasileiro ou observador de bordo, indicado pela SEAP/PR, o0 que
dificulta a identificacdo das espécies deste grupo apos o desembarque.

O alto valor comercial e a grande expectativa de vida estéo relacionados
com o declinio das populacbes e por este motivo populacdes de agulhdes
negro e branco estdo em declinio (Collete et al., 2011), sendo consideradas
espécies vulneraveis na lista da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza — IUCN (IUCN, 2016). Além de citadas na lista vermelha das espécies
ameacadas da IUCN, os agulhBes brancos e negros encontram-se na Lista
Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extincdo - Peixes e
Invertebrados Aquéticos, publicada pelo Ministério do Meio Ambiente nas
categorias vulneravel e em perigo, respectivamente (MMA, 2014).

No ano de 2009, 34,3% da captura total da frota atuneira paulista foram
de peixes de bico, sendo que 93,8% de espadartes (Xiphias gladius), seguidos
por espécies do género Tetrapturus que representaram 4,1% da captura,
agulhdo-negro (Makaira nigricans) com 1,9% e agulhdo-vela (Istiophorus
albicans) com 0,2%. A proporcdo de peixes de bico do género Tetrapturus
capturados em Sao Paulo néo sofreu altera¢cées com a publicacdo da Instrucéo
Normativa SEAP n° 12/05, o que indica a possibilidade de que todos os
agulhdes capturados vém sendo comercializados, mesmo as espécies
proibidas, como Tetrapturus albidus (Kajikia albida). Outro ponto a ser
ressaltado € que posteriormente a publicacdo da legislacdo os agulhdes

comecaram a ser comercializados morfologicamente descaracterizados, sem
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cabeca, dificultando assim a identificacdo da espécie comercializada (Piva-
Silva, et al. 2014).

No ano de 2011 a producédo de pescado no Brasil foi de 1.431.974,4
toneladas, sendo 38,7 % referente a pesca extrativista marinha. Deste
montante, 3.408,7 toneladas de pescado foram de peixes de bico, 3,40% de
agulhdes, 1,75% de agulhdo branco, 1,86% de agulhdo negro, 4,02% de
agulhdo vela e a 88,97% de espadarte (MPA, 2011).

Neste contexto o sudeste brasileiro contribuiu com 15% (226.233,2
toneladas) da pesca extrativista marinha brasileira, sendo o estado de S&o
Paulo responséavel por 21.563 toneladas (1,5%) desta categoria de pesca
(MPA, 2011). Com relacdo aos peixes de bico dados do Instituto de Pesca
relatam a captura de 10,5 toneladas de peixes de bico para mesmo ano
(PROPESQ, 2016).

Grande parte do comércio atacadista de pescado no estado de Séo
Paulo é realizada pela Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao
Paulo — CEAGESP. O entreposto de pescado da CEAGESP é o segundo maior
da América Latina e comercializa diariamente 200 toneladas de pescado de 97
espécies diferentes, dentre elas os agulhdes e espadartes (CEAGESP, 2016).
Assim como no comércio atacadista da CEAGESP, os peixes de bico tém um
importante papel no comércio exterior. Somente nos ultimos seis anos foram
exportadas mais de 6.300 toneladas de peixes de bico, sendo sua grande
maioria de espadartes, destinadas a paises da Europa, América do Norte,
América do Sul e Japdo (ALICEWEB, 2016). Para melhor demonstrar o
comércio de peixes de bico no estado de Sao Paulo organizamos dados

disponiveis em bancos de dados disponibilizados por instituicbes publicas.
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Dados sobre a comercializacdo e origem de peixes de bico no CEAGESP
foram disponibilizados pela Secdo de Economia e Desenvolvimento — SEDES,
CEAGESP. O comércio exterior, 0 desembarque dos peixes de bico no estado
de Sdo Paulo e o permissionamento de embarcacdes foram analisados com
base nos dados obtidos no Sistema de Analise das InformacGes de Comeércio
Exterior (http://aliceweb.desenvolvimento.gov.br), Programa de Monitoramento
da Atividade Pesqueira Marinha e Estuarina do Instituto de Pesca

(http://www.propesq.pesca.sp.gov.br) e do Sistema Nacional de Informacfes da

Pesca e Aquicultura — SINPESQ, (http://sinpesqg.mpa.gov.br). Foram
levantadas informacdes no periodo de janeiro de 2010 até dezembro de 2015.
Para fins deste trabalho considerou-se agulhfes todos os exemplares da
familia Istiophoridae e espadartes os representantes da familia Xiphiidae.
Considerando os dados obtidos dividimos esta revisdo em quatro
topicos: comércio atacadista, pesca, desembarque e exportacdo de peixes de

bico.

Comércio Atacadista

Durante o periodo analisado que foi de janeiro de 2010 a dezembro de
2015, contatou-se um volume de 832,46 toneladas de peixes de bico
comercializados no CEAGESP, sendo 39,79% de agulhdes (Istiophoridae) e
60,11% de espadartes (Xiphiidae). Observou-se no periodo uma queda de
81,83% no volume de peixe de bico comercializado periodo de 2012 até 2014 e

aumento de 486,95% do mesmo a partir de 2014 (Figura 1).
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Figura 1: Comércio de Peixes de Bico CEAGESP (2010 até 2015)

Em média foram comercializadas 79,02 toneladas de peixe de bico no
CEAGESP por més no periodo de estudo, sendo 67,1% de espadartes e 32,9%
de agulhdes. O periodo de novembro até fevereiro ocorre o maior fluxo de
comércio de agulhBes no CEAGESP e no periodo de abril a outubro o comércio

maior é de espadartes (Figura 2).
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Figura 2: Comércio Mensal de Agulhdes (a) e Espadartes (b) no CEAGESP (2010 até

2015)

Dez estados brasileiros abasteceram o comércio atacadista de peixe de

bico da CEAGESP no periodo, o Rio de Janeiro e Espirito Santo sdo o mais

representativos para agulhdes com um volume anual médio de 40,32 e 9,11
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toneladas respectivamente, e Rio Grande do Sul e Santa Catarina para

espadartes com volume anual médio de 33,67e 51,34 toneladas (figura 3).
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Figura 3: Origem dos Agulhdes (a) e Espadartes (b) comercializados no CEAGESP (2010

até 2015).

Pesca de peixes de bico.

No Brasil existem sete modalidades de permissionamentos que
autorizam a pesca de peixes de bico, seja como espécie alvo, fauna
acompanhante ou como fauna de captura incidental (tabela 1), totalizando 842
embarcacdes. Os estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro correspondem a
quase 70 % da frota de pesca com permissionamento para este grupo de
peixes, seguidos pelos estados do Rio Grande do Norte e Santa Catariana com
8,79% e 9,26% respectivamente. O Unico peixe de bico que aparece como
espécie alvo é o espadarte. Atualmente existem 142 embarcacfes cadastradas
nesta modalidade, sendo o estado do Espirito Santo com maior niamero de

embarcacdes (Figura 4).

Tabela 1 — Modalidade de permissionamentos de pesca para peixes de bico

Modalidade de Espécie alvo Fauna Fauna de Petrecho Local de
permissionamento acompanhante  captura pesca
incidental
1.01.002 Albacora- Agulhéo-vela Espinhel Litoral
bandolim (Istiophorus Horizontal de brasileiro
(Thunnus albicans), Superficie
obesus) Agulh&o-verde

43



1.01.001 Espadarte Agulhdo-vela Espinhel Litoral

(Xiphias (Istiophorus Horizontal de brasileiro
gladius) albicans) e Superficie
Agulhdo-verde
(Tetrapturus
fluegeri

1.01.003 Dourado Agulhdo-vela Agulhéo- Espinhel Litoral
(Coryphaena  (Istiophorus branco Horizontal de  Norte/Nordest
hippurus) albicans) e (Tetraptur Superficie e
Agulhdo-verde us

(Tetrapturus albidus)

pfluegeri) Agulhao-

Espadarte negro

(Xiphias (Makaira

ladius nigricans

1.07.001 Albacorinha  Agulhdo-vela Linha de Mao Litoral
(Thunnus (Istiophorus de Superficie  Norte/Nordest
atlanticus) albicans) e Rede de e
Cavala Espera de
(Scomberomo Superficie
rus cavalla

O estado de Sao Paulo possui apenas sete embarcacdes autorizadas a

pesca direta ou indireta de peixe de bico, sendo seis com espadarte como
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espécie alvo e agulhdo vela e agulhdo verde como fauna acompanhante e uma
embarcacdo com albacora-bandolim, albacora-branca, albacora-laje como
espécies alvos e espadarte, agulhdo vela e agulhdo verde como fauna
acompanhante. Destaca-se que das sete permissdes existentes para
embarcacdes registradas no estado de S&o Paulo quatro encontram-se sem
vigéncia.
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Figura 4: Nomero de embarcac8es cadastradas por modalidade de permissionamento,

conforme tabela 1.

Desembarque de peixe de bico.

No periodo analisado foram desembarcadas aproximadamente 414,94
toneladas de peixes de bicos em doze terminais pesqueiros no estado de S&o
Paulo, sendo 95,40% de espadarte e 4,60% de agulhdes. Os meses de
novembro, dezembro, fevereiro e abril, foram 0os meses mais representativos
para desembarque de agulhdes nos terminais pesqueiros do estado. Para
espadartes 0s meses mais representativos foram abril, maio, junho, julho e

novembro (figura 5).
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Figura 5: Local de desembarque dos Agulhdes (a) e Espadartes (b) comercializados no

CEAGESP de 2010 a 2015.

Dentre as regides onde ocorreu o desembarque de maior quantidade de
peixes de bico no litoral do estado de S&o Paulo, podemos destacar o0s
terminais pesqueiros Santos/Guaruja e Cananéia (Litoral Sul do Estado), e
Ubatuba (Litoral Norte do Estado), onde somente o terminal pesqueiro de
Santos/Guaruja € responsavel por 93,88% dos espadartes e 47,16% dos

agulhdes desembarcados no estado de Sdo Paulo no periodo analisado

(Figura 6).

Toneladas

B Espadartes

m Agulhdes

Figura 6: Desembarque de peixes de bico no Estado de Sao Paulo (2010 até 2015).

Exportacéo

Dados de exportagdo mostram que nos ultimos seis anos foram
exportadas 6.318,66 toneladas de peixes de bico em todo o Brasil. A Unica
exportacdo de agulhdo realizada neste periodo foi de 2,437 toneladas com
destino ao Japéo, realizada pelo Porto de Parnamirim/RN, o restante das
exportacdes de peixes de bico foram de espadartes, destinadas a paises da

Ameérica do Norte, Canada e Estados Unidos, Europa, Reino Unido, Franca,
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Holanda, Espanha, Alemanha e Portugal, América do Sul, Argentina e Uruguai,
e Japéo.

Ainda no periodo, o estado de S&o Paulo se destaca como o segundo
maior exportador de peixe de bico do Brasil, sendo responsavel pela

exportacao de 29,74% dos representantes deste grupo (Figura 7).
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Figura 7: Exportacao de peixe de bico no Brasil (2010 até 2015)

Nos anos de 2013, 2014 e 2015, o estado de S&o Paulo foi o maior
exportador de peixes de bico do Brasil, tendo exportado neste periodo 1.333,16
toneladas de espadartes (Figura 8), sendo 88,86 % destinadas aos Estados

Unidos, 10,4% ao Reino Unido, 0,71% a Franca e 0,04% ao Uruguai.
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Figura 8: Exportacao de peixe de bico no Brasil (2010 até 2015)
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No estado de Sao Paulo o comércio exterior de espadartes acontece em
trés unidades aduaneiras, Aeroporto Internacional de Viracopos -
Campinas/SP, Terminal Portuario de Santos e Aeroporto Internacional de Sao
Paulo-Guarulhos, este Ultimo responsavel por 97% das exportacdes no
periodo. As exportacdes de espadartes realizadas pelo Aeroporto Internacional
de Sédo Paulo tiveram uma alta consideravel no periodo compreendido pelos
anos 2011 a 2013, seguido por uma queda em 2014. No ano de 2015 notou-se

outro expressivo aumento nas exportacdes dos espadartes (Figura 9).
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Figura 9: Exportacao de peixe de bico no Estado de S&o Paulo (2010 até 2015)

Os espadartes exportados no estado de Sao Paulo tém como origem 0s
municipios de Natal/RN, Rio Grande/RS, Itajai/SC e Santos/SP. No acumulado
para o periodo de 2010 a 2015, Santos/SP aparece como o maior fornecedor
de peixes de bico para exportagdo no estado com um total de 779,187
toneladas de espadartes, seguido por Rio Grande/RS com 435,86 toneladas,

Itajai/SC com 336,91 toneladas e Natal/RN com 326,37 toneladas. No entanto,
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observou-se um incremento na exportacdo de peixes de bico oriundos de

Natal/RN e Itajai/SC no ano de 2015 (Figura 10).
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Figura 10: Origem do pescado exportado no Estado de Sdo Paulo (2010 até 2015)

2 CONSIDERACOES FINAIS

Nota-se que o desembarque de peixes de bico no estado de Sao Paulo
pouco contribuiu para o mercado atacadista de peixes de bico realizado no
CEAGESP. Tal fato pode ser explicado, segundo o levantamento realizado
mais de 90% do desembarque de espadartes no estado ocorre no terminal
pesqueiro de Santos/Guaruja e, provavelmente, devem estar sendo destinadas
a exportacdo, uma vez que 0 municipio de Santos foi o que mais colaborou
com as exportacdes em Sao Paulo no periodo estudado.

Os dados demonstraram que os periodos de maior comércio de
agulhdes (novembro a fevereiro) e espadarte (abril a outubro) na CEAGESP
sdo semelhantes aos periodos de desembarques no Estado de Sao Paulo,
apesar do desembarque no estado pouco influenciar no comércio do grupo no
CEAGESP. Durante uma época do ano os agulhdes migram para aguas
quentes a procura de condicbes oceanograficas ideais para desova
(Nakamura, 1985), isto pode explicar o0 aumento no comeércio e no
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desembarque de agulhdes o periodo observado. Considerando o aumento da
pesca e do comércio de agulhdes no verdo brasileiro, quando ocorre o
aumento da temperatura das aguas, e que estas espécies procuram aguas
mais quentes para a desova, pode-se concluir que, provavelmente, a pesca
destas espécies no Brasil vem provocando impactos negativos na conservacao
dos agulhdes.

Ja para os espadartes, a migracao ocorre em direcdo a aguas frias ou
temperadas para alimentacdo no verdo, voltando para aguas quentes no
outono para reproducdo ou hibernacdo (Nakamura, 1985), o que pode ser
constatado também na analise dos dados no periodo estudado.

Poucos sao os trabalhos que relatam as estatisticas de pesca no Brasil,
a ultima publicacdo de uma estatistica federal refere-se aos dados de 2011 e
foi elaborada pela Secretaria Especial de Pesca.

Neste contexto, a queda de mais de 81% no volume de peixes de bico
na CEAGESP poderia ser explicada por dados de desembarque nos estados
gue mais contribuiram para o abastecimento, isto €, Rio de Janeiro e Espirito
Santo para agulhdes, Rio Grande do Sul e Santa Catarina para espadartes.

No entanto, os estados do Espirito Santo e Rio Grande do Sul nao
possuem estatisticas de pesca para o periodo estudado. J& os estados do Rio
de Janeiro e Santa Catarina possuem estatisticas em parte do periodo, 2011 a
2014 e 2010 a 2012, respectivamente, onde observou-se nas estatisticas do
estado do Rio de Janeiro uma queda 94,47% no desembarque de agulhdes no
periodo de 2011 até 2014 (FIPERJ, 2014; FIPERJ, 2013; FIPERJ, 2012;

FIPERJ, 2011), o que explica a diminuicdo do comércio no CEAGESP, uma
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vez que o estado do Rio de Janeiro e o maior fornecedor de agulhdes para
CEAGESP.

A analise das estatisticas de desembarques de espadartes no estado de
Santa Catarina, maior fornecedor da espécie na CEAGESP, indicam uma
diminuicdo de cerca de 10% desembarque de espadartes nos anos de 2011
para 2012, é provavel que isso tenha se tornado uma tendéncia para 0s
préximos anos (UNIVALI/CTTMar, 2013a; UNIVALI/CTTMar, 2013b).

Os estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo possuem maior
guantidade de embarcacfes permissionadas para pesca de peixes de bico, o
gue justifica alto volume de agulhdes comercializados na CEAGESP por estes
estados. Apesar de o numero de embarcacdes permissionadas para pesca de
peixes de bico ser menor os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
provavelmente, a pesca nestes estados seria mais industrializada, permitindo
uma maior especializacdo na pesca de espécies de maior valor econdémico,
como € o caso do espadarte e do atum. Dados do Boletim estatistico da pesca
e aquicultura de 2011 demonstram que a regido sul seria a segunda maior
produtora de pescado extrativista marinho do Brasil, sendo o estado de Santa
Catarina o maior produtor do pais (MPA, 2011).

Comparando dados sobre a origem dos peixes de bico do estado de Séo
Paulo destinados ao CEAGESP com o desembarque deste grupo também no
estado de Séo Paulo constatou-se algumas diferencas (Tabela 2), notando que
em alguns casos a quantidade desembarcada em determinado terminal

pesqueiro € menor daquela recebida pela CEAGESP pelo mesmo municipio.
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Tabela 2: Comparacéao entre as origens de peixe de bico comercializados na CEAGESP e
desembarcadas no estado de S&o Paulo (2010 até 2015)

Ano Espécie Municipio Quantidade Quantidade
recebida desembarcada
CEAGESP

2010 Agulhdo Bertioga 0,10 0,017
2011 Agulhéo Bertioga 1,22 0

2011 Agulhdo Iguape 0,20 0

2013 Agulh&o Santos 0,31 0,162
2015 Agulh&o Sao Sebastido 2,74 0,176
2010 Espadarte Sao Sebastido 0,06 0,012
2014 Espadarte Cananéia 4 0,357

Sao varias as possibilidades que justificariam estas diferencas desde o
erro na coleta dos dados, pescado ndo declarado ou mesmo comércio trocado
de espécies. Outra possibilidade seria que o comércio de peixes de bico
desembarcados em um determinado municipio por empresas localizadas em
outros municipios.

ApoOs a analise dos dados coletados podemos constatar que 0 comércio
de peixes de bico no estado de Sao Paulo tende a aumentar, principalmente na
exportacdo com os espadartes. A melhor época para estudo ou fiscalizacdo de
peixes de bico no estado é de novembro até fevereiro para agulhfes e no
periodo de abril a outubro para espadartes.

O trabalho realizado indica a necessidade de melhoria nas politicas
publicas para conservacdo dos peixes de bico nas aguas jurisdicionais
brasileiras. A legislacdo existente perde sua efetividade quando permite a
descaracterizacdo morfolégica dos agulhdes apos o desembarque, dificultando
a identificacdo de espécies de comércio proibido, que algumas vezes soO é
possivel com a utilizacdo de técnicas de biologia molecular.

A falta de dados estatisticos oficiais atualizados sobre a pesca em outros

estados brasileiros dificulta o entendimento da dinAmica da pesca e comércio
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de peixes de bico no territério nacional, dificultando a elaboracdo de propostas
de politicas publicas para a conservagao destas espécies.

A pesca indiscriminada de agulhdes no litoral brasileiro, principalmente
no verao, aliada ao uso do litoral como area de desova de algumas espécies,
sugere a necessidade de estudos sobre os impactos negativos provocados por
esta pesca na conservacao destas espécies. A proibicdo da pesca neste
periodo motra-se necessaria até que se tenham resultados conclusivos destes
estudos, lembrando que os agulhfes ndo sao espécie alvos em nenhum

permissionamento no Brasil.
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Capitulo 2 - Marcadores genéticos como ferramenta na identificacdo do

comércio ilegal de peixes de bico no mercado atacadista em S&o Paulo Brasil.

Resumo

Os peixes de bico sdo espécies pelagicas oceanicas frequentemente
capturadas pela frota atuneira e com grande interesse da pesca esportiva. Este
grupo de peixes possui legislacdo especifica que proibe a comercializacdo e
exportacdo de duas espécies desse grupo no Brasil. O DNA Barcode é um
sistema universal de identificacdo molecular baseado em uma sequéncia de
DNA mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | (COI) de aproximadamente
650 pares de base, servindo como cédigo de barras de DNA de cada espécie.
Este sistema tem sido utilizado com éxito para identificar amostras que sao
comercializadas descaracterizadas e de forma ilegal, como tubarbes e outras
espécies ameacadas de extincdo. A técnica de DNA Barcode foi utilizada para
a identificacdo de peixes de bico comercializados no segundo maior entreposto
pesqueiro da América Latina, CEAGESP, SP. Foram coletadas 79 amostras de
peixes de bico durante trés vistorias realizadas pelo IBAMA, 6rgao executor da
politica nacional do meio ambiente. Apos sequenciamento do DNA foi possivel
a identificacdo das espécies de 70 amostras (88,60%), sendo 21 (30%)
identificadas como Xiphias gladius, 43 (61,42%) como Istiophorus platypterus e
6 (8,57%) como Kajikia albida, esta ultima de comércio proibido no Brasil, e
considerada vulneravel pela lista de espécies em perigo da IUCN e pela Lista
Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extincdo - Peixes e
Invertebrados Aquaticos. A andlise molecular demonstrou ser uma excelente
ferramenta na identificacdo de peixes de bico comercializados irregularmente.
A identificacdo de agulhdes branco sendo ilegalmente comercializados na
CEAGESP demonstra a ineficacia das técnicas de fiscalizacdo utilizadas e
enfatizam a necessidade melhores politicas publicas para a conservacao da

espécie.
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INTRODUCAO

Peixes de bicos sdo espécies oceanicas, epipelagicas, migratorias e
habitam &guas tropicais, temperadas e sazonalmente frias de todos os
oceanos. Representantes deste grupo caracterizam-se por possuir a mandibula
superior prolongada muito além da mandibula inferior em um longo rostro plano
em espadartes ou arredondado como uma lanca em agulhdes (Nakamura,
1983; Nakamura, 1985). S&o pertencentes a duas familias Xiphiidae e
Istiophoridae, compreendendo 12 espécies divididas em quatro géneros,
Makaira, Tetrapturus, Istiophorus e Xiphias (Nakamura, 1985). Recentemente,
utilizando técnicas de biologia molecular, uma nova reorganiza¢do no grupo foi
sugerida, incluindo dois novos géneros, Istiompax e Kajikia, e diminuindo o
namero de espécies de 12 para dez (Collete et al., 2006).

Os peixes de bico sdo capturados durante a pesca de espécies de maior
valor como o atum (De Sylva et al., 2000). A pesca acidental destas espécies
geralmente reduz a sua abundéancia mais que observado em espécies alvos
(Kitchell, 2006). Além da captura pela frota atuneira, os peixes de bico também
sdo muito apreciados na pesca esportiva (Arfelli et al., 1994; Ditton et al., 2003;
Nelson, 2006).

No Atlantico Sul podemos citar seis espécies de peixes de bico, o
agulhdo-negro (Makaira nigricans Lacepede 1802), agulh&o-vela (Istiophorus
platypterus Shaw, 1792), agulhdo-branco (Kajikia albida Poey, 1860), agulh&o-
estilete (Tetrapturus pfluegeri Robins & de Sylva, 1963) e marlim-polegar

(Tetrapturus georgii Lowe, 1841), pertencentes a familia Istiophoridae e o
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espadarte (Xiphias gladius Linnaeus 1758), pertencente a familia a Xiphiidae
(Amorim et al., 2011).

Somente no ano de 2009, 34,3% da captura total da frota atuneira
paulista foram de peixes de bico, sendo a grande maioria de espadartes
(Xiphias gladius) totalizando 93,8 %, seguidos por espécies do género
Tetrapturus que representaram 4,1% da captura, agulhdo-negro (Makaira
nigricans) com 1,9% e agulhdo-vela (Istiophorus albicans) com 0,2%. Os dados
estatisticos levantados demonstram que a propor¢do de peixes de bico do
género Tetrapturus capturados em Séo Paulo ndo mudou com a publicacdo da
Instrucdo Normativa SEAP n° 12/05, o que indicaria a possibilidade de que
todos os peixes de bico capturados vém sendo comercializados, mesmo as
espécies de comércio proibido. Posteriormente a publicacdo da legislacdo os
agulhBes comecaram a ser comercializados sem cabeca, dificultando assim a
identificacdo da espécie comercializada (Piva-Silva et al., 2014).

Nos ultimos anos, a identificacdo por meio de marcadores moleculares
pode ser realizada com pequenas amostras de tecido que independem do
estado de modificacdo morfolégica que o pescado possa apresentar. Um dos
genes mais comumente utilizados na identificacdo é o Citocromo Oxidase
subunidade | (COI), que consiste de uma sequéncia de aproximadamente 650
pares de base, catalogados por um sistema universal de identificacao,
denominado DNA Barcode (Hebert et al., 20032; Hebert et al., 2003), sendo
utilizada com sucesso na identificacdo de diversos grupos de peixes (Lakra et
al., 2011), aves (Tavares et al., 2011), insetos (Webb et al., 2012) Estes
meétodos de identificacdo séo viaveis e seu desenvolvimento podera proteger

as especies superexploradas (Teletchea et al., 2005).
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A implementacdo das técnicas de biologia molecular, em especial a
técnica de DNA Barcode na ciéncia forense marinha ja foi utilizada para
identificar peixes de bico, onde ao menos cinco das dez espécies existentes ja
foram testadas (Istiophorus indica, Istiophorus platypterus, Makaira nigricans,
Tetrapturus georgii e Xiphias gladius) e diferenciadas pela técnica (Hanner et
al., 2011).

Recentemente a mesma técnica foi utlizada com sucesso na
identificacdo de larvas e ovos de peixes de bico das espécies Istiophorus
platypterus, K. albida e Xiphias gladius, da costa sudeste brasileira (Rodrigues,
2014).

Grande parte do comércio atacadista de pescado no estado de Séo
Paulo é realizada pela Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao
Paulo — CEAGESP. O entreposto de pescado da Companhia é o segundo
maior da América Latina e comercializa diariamente 200 toneladas de pescado
de 97 espécies diferentes, dentre elas os agulhbes e espadarte (CEAGESP,
2016).

Neste contexto a utilizacdo de técnicas de identificacdo de pescado por
meio da biologia molecular em pontos de comércio é de grande importancia na
constatacdo do comércio de espécies proibidas, principalmente no principal
mercado atacadista do pais, onde sdo comercializados grande quantidade de

peixes, em especial os peixes de bico.

2 Materiais e Métodos

2.1 Coleta das amostras
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As amostras de peixes de bico, familias Xiphiidae e Istiophoridae, foram
coletadas em trés fiscalizacbes realizadas pelo IBAMA na CEAGESP de Sao
Paulo nos meses de novembro (2015), janeiro e fevereiro (2016).

Todas as amostras, musculo ou nadadeira, foram armazenadas em
tubos com &lcool 100% e vinculadas ao documento fiscal de origem do
pescado. Amostras de tecido coletadas foram integradas a colecdo do

Laboratério de Genética de Peixes (LaGenPe), da UNESP de Bauru.

2.2 Extracdo do DNA

Para extracdo de DNA foi utilizada pequeno pedaco do tecido
aproximadamente 2 mm?3 por cada amostra coletada. A extracdo de DNA
realizada baseada no protocolo do kit comercial “Wizard Genomic DNA
Purification Kit — Promega”, com algumas modificagdes, ou pelo protocolo de
extracdo salina de DNA (Aljanabi et al., 1997) também com modificacdes.

A integridade e a quantidade das amostras de DNA foram analisadas
através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA
(0,015ul/ ml), e visualizadas em transiluminador, sob luz ultravioleta. Para
quantificacdo do DNA foram realizadas comparacdes diretas com um marcador
padrao de peso molecular e concentracédo conhecida (Low DNA Mass Ladder -
Invitrogen). As amostras de DNA obtidas foram mantidas no Laboratorio de
Genética de Peixes do Departamento de Ciéncias Bioldgicas de Bauru -
UNESP, formando um banco de tecidos e de moléculas, para posterior

processamento das analises genético-moleculares.
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2.3 Amplificacdo e sequenciamento do gene mitocondrial

Apoés a extracdo de DNA, foi realizada a amplificacdo dos genes COI-
Fishl e COI-Fish2, para isso foi utilizada a seguinte concentracdo de
reagentes: 1xPCR buffer (20mM Tris-HCL, pH 8.4 e 50mM KCI), 1.5mM MgCI2,
150uM de <cada dNTP, 04mM dos primers COI-Fish1 F (5-
ACGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’) e R (5 CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-
3'); COIFish2 F (5-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3) R (5-
ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’), descritos por Ward et al. (2005),
0.5 U de Tag Polimerase (Invitrogen) e 10 a 30 ng/pl de DNA.E a reacao de
PCR seguiu o seguinte programa 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 57°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, 5 minutos a 72°C.
Posteriormente os produtos de PCR foram purificados através da enzima Exo-
SAP IT® (USB) e sequenciados, em ambas as dire¢cfes, utilizando Big Dye
Terminator kit v1.1 (Life Technologies) com as seguintes condi¢cdes de
amplificacdo, 2 minutos de desnaturagéo a 95°C, seguida de 35 ciclos de 96°C
por 30segundos, 56°C por 15segundos, 60°C por 4 minutos e 12 °C até a
retirada do material.

Subsequentemente, as amostras foram purificadas e aplicadas em
sequenciador automatico de capilaridade ABI3130 (Perking-Elmer). As
sequéncias resultantes foram alinhadas por parametro ClustalW através do
software Geneious 4.8.5. Posteriormente as sequéncias consensus foram
inseridas na base de dados do site BOLD Species Level Barcode-

www.boldsystems.org (Ratnasingham & Hebert, 2007), e identificadas pela

plataforma.
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3 Resultado

Durante as coletas realizadas na CEAGESP foram obtidas 79 amostras
de peixes de bico, 58 comercializados com 0 home comum de agulh&o ou peto
(Istiophorus platypterus) e 21 como meca (Xiphias gladius). Todas as amostras
coletadas foram vinculadas a um documento fiscal. Observou-se durante a
coleta do material que parte dos peixes de bico expostos a venda

encontravam-se sem nadadeira dorsal e cabeca, o que dificulta a identificacao

morfologica (Figura 1).

Figura 1: Comércio de peixes de bico morfologicamente descaracterizados. A) Agulhdes
B Espadartes.

Os protocolos utilizados permitiram a extracdo de DNA de 70 (88,60%)
amostras coletadas, sendo de 38 através do kit comercial e 32 do protocolo de
extracao salina, todas as extracBes foram amplificadas com sucesso. Apds a
analise das sequéncias no Bold System foram identificadas trés espécies nas
amostras coletadas, Istiophorus platypterus, Kajikia albida e Xiphias gladius.

Sessenta e quatro amostras obtiveram 100% de similaridade com
alguma sequéncia depositada no Bold Systems e seis amostras obtiveram
similaridade maior que 99%, e apenas uma amostra obteve similaridade menor

que 98%, Kajikia albida com 95,01%. Todas as amostras declaradas como
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Meca, Xiphias gladius, tiveram sua identificacdo confirmada apos a analise do
DNA extraido (Apéndice 1).

A técnica realizada possibilitou a identificacdo 70 (100%) das amostras
com DNA extraido, 21 amostras foram identificadas como Xiphias gladius, 43
como Istiophorus platypterus e 6 como Kajikia albida (Figura 2).

4 Discussao

Todas as amostras comercializadas como Meca, Xiphias gladius,
tiveram sua identificacdo confirmada pela a analise molecular utilizada. O
comércio ilegal de peixes de bico na CEAGESP estaria ligado aos
representantes da familia Istiophoridae, provavelmente pela dificuldade na
identificacdo morfolégica dos representantes deste grupo quando
comercializados morfologicamente descaracterizados, sem cabeca e nadadeira
dorsal, na CEAGESP.

Durante a vistoria ha CEAGESP, 58 amostras foram coletadas como
agulhdo vela, Istiophorus platypterus, apos a identificacdo molecular constatou-
se que 43 (74,13%) amostras tiveram sua identificacdo confirmada, em oito
amostras nao foi possivel a extracdo do DNA e seis (10,34%) amostras foram
identificadas como Kajikia albida, agulhdo branco, espécie de comércio
proibido no Brasil pela Instrucdo Normativa SEAP n° 12/05 e considerada
vulneravel pela Portaria MMA n° 445/2014 - Lista Nacional Oficial de Espécies
da Fauna Ameacadas de Extingéo - Peixes e Invertebrados Aquéticos (MMA,
2014) e pela lista vermelha das espécies em perigo da Unido Internacional para

a Conservacao da Natureza — IUCN (IUCN, 2016).
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Apesar de proibir a descaracterizacdo morfolégica embarcada, corte de
nadadeiras anal e dorsal, de quatro espécies da familia Istiophoridae,
Tetrapturus albidus (atualmente denominada Kajikia albida), Makaira nigricans,
Tetrapturus pfluegeri e Istiophorus albicans (atualmente denominada
Istiophorus platypterus), para facilitar a identificacdo, a mesma legislacao
permite a descaracterizacdo apdés o desembarque (SEAP, 2005), o que
compromete a identificacdo de espécies de comércio proibido, como o agulh&o
branco, que muitas vezes s6 e possivel por meio de analise molecular.

Os resultados obtidos neste trabalho enfatizam a aplicabilidade do DNA
Barcode como ferramenta na fiscalizacdo de pescado morfologicamente
descaracterizado comercializado além de sugerir a necessidade de melhorias
nas politicas publicas que visam a conservacao do agulhdo branco.

Dados obtidos junto a Secdo de Economia e Desenvolvimento — SEDES
da CEAGESP indicam que apenas no ano de 2015, foram comercializadas
36,754 toneladas de agulhfes. Se extrapolarmos as porcentagens obtidas nas
trés coletas realizadas durante este trabalho com a quantidade de agulhdes
comercializados no CEAGESP, podemos indicar o comércio de
aproximadamente 3,6 toneladas de agulhdo branco somente no ano de 2015.

Outro ponto a ser abordado é que no periodo de dezembro a margo os
agulhdes brancos utilizam as aguas jurisdicionais brasileiras para a desova
(Arfelli, 1986; Oliveira et al., 2007), mesma época que foi realizada as coletas
das amostras na CEAGESP, o que, provavelmente, aumenta os impactos
negativos na conservacao desta espécie no Brasil, espécie que de acordo com

Collete et al. (2011) encontra-se com suas populacdes em declineo.
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4 Conclusao

Se considerarmos uma similaridade da sequéncia maior que 98% para
identificacdo correta de uma espécie, pode se afirmar que o protocolo utilizado
permitiu a identificacdo de mais que 100% das amostras, sendo uma excelente
ferramenta na identificacéo de peixes de bicos comercializados.

A proibicdo da descaracterizacdo morfoldgica realizada pela retirada e
corte a bordo da primeira nadadeira dorsal e da primeira nadadeira anal em
quatro espécies agulhdes, ndo impediu o comércio ilegal de agulhdo branco na
CEAGESP. A descaracterizacdo morfolégica realizada posteriormente ao
desembarque esta sendo utilizada para ludibriar a fiscalizacdo do comércio de
peixes de bico de comércio proibido como € o caso do agulhdo branco, o que
enfatiza a necessidade de melhorias das politicas publicas de conservacéo
desta espécie. A identificacdo molecular aliada a uma fiscalizacdo rotineira
melhoraria eficiéncia do controle na venda de espécies proibidas.

A pesca de agulhdes brancos no verao brasileiro, periodo utilizado para
sua desova, provavelmente, aumenta 0s impactos negativos sobre sua
conservacdo, fazendo-se necessarios estudos sobre estes impactos

provocados por esta categoria de pesca no Brasil.
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Capitulo 3 - DNA Barcode na identificacdo de peixes de bico destinados a

exportacao.

Resumo

Os peixes de bico sdo espécies pelagicas oceanicas frequentemente
capturadas pela frota atuneira e com grande interesse da pesca esportiva. Este
grupo de peixes possui legislacdo especifica que proibe a comercializagdo e
exportacdo de duas espécies no Brasil. O Aeroporto Internacional de Séo
Paulo destaca-se pelo maior volume brasileiro de exportacdes de peixe de bico
dos ultimos trés anos. Neste periodo, os espadartes, Xiphias gladius, foi a
Unica espécie de peixe de bico exportada, sendo parte destes
morfologicamente descaracterizadas devido ao beneficiamento, o que dificulta
a sua identificacdo morfologica. O espadarte possui uma Nomenclatura
Comum do Mecosul - NCM especifico, o que permite a comparacdo da
mercadoria exportada com os documentos apresentados pelo exportador. O
NCM é um cddigo utilizado pela Receita Federal do Brasil para identificar a
mercadoria exportada. O DNA Barcode é um sistema universal de identificacao
baseado em sequéncia de DNA de aproximadamente 650 pares de base,
servindo como cédigo de barradas de cada espécie. Este sistema tem sido
utiizado com éxito para identificar amostras que s&o comercializadas
descaracterizadas e de forma ilegal, como tubarbes e outras espécies
ameacadas de extincdo. A técnica de DNA Barcode foi utilizada para a
identificacdo de peixes de bico exportados pelo Aeroporto Internacional de Sao
Paulo. Foram coletadas 223 amostras de peixes de bico destinadas a
exportacao para os Estados Unidos e Inglaterra. Apos sequenciamento do DNA
foi possivel a identificacdo das espécies de 100 % amostras, sendo todas
identificadas como Xiphias gladius, confirmando os NCM declarados pelo
exportador. Os altos indices de similaridade das sequéncias obtidas nas
amostras com as sequéncias depositadas na plataforma Bold Systems
permitem a validagdo da técnica utilizada, especialmente no monitoramento da

exportacao de pescados.
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Introducéo

Peixes de bicos sdo espécies oceanicas, epipelagicas, migratorias e
habitam &guas tropicais, temperadas e sazonalmente frias de todos os
oceanos. As espécies deste grupo séo divididas em duas familias Xiphiidae e
Istiophoridae, com 12 espécies divididas em quatro géneros, Makaira,
Tetrapturus, Istiophorus e Xiphias (Nakamura, 1985). No entanto, a utilizacéo
de técnicas moleculares sugeriu uma reorganizacdo do grupo diminuindo o
namero de espécies para dez e adicionando dois novos géneros, Istiompax e
Kajikia (Collete et al., 2006).

A captura de peixes de bico esta relacionada a fauna acompanhante da
pesca de espécies de maior valor como o atum (De Sylva et al., 2000), além de
serem muito apreciados na pesca esportiva (Arfelli et al., 1994, Ditton et al.,
2003).

Seis espécies de peixes de bico sdo encontradas no Atlantico Sul, o
agulhdo-negro (Makaira nigricans — Lacepede, 1802), agulh&o-vela (Istiophorus
platypterus - Shaw, 1792), agulhdo-branco (Kajikia albida - Poey, 1860),
agulhdo-estilete (Tetrapturus pfluegeri - Robins & de Sylva, 1963) e marlim-
polegar (Tetrapturus georgii - Lowe, 1841), pertencentes a familia Istiophoridae
e o0 espadarte (Xiphias gladius — Linnaeus, 1758), pertencente a familia a
Xiphiidae (Amorim et al., 2011).

Preocupado com a protecdo dos peixes de bico, em 2005, o governo
brasileiro publicou a Instrucdo Normativa SEAP n° 12/05, regulamentando a
captura e o comeércio de quatro espécies de agulhbes em aguas jurisdicionais

brasileiras e alto mar. Dentre medidas propostas destaca-se a proibicdo da
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comercializacdo e exportacdo dos agulhdes negro e brancos, e da retirada e
corte a bordo da primeira nadadeira dorsal e da primeira nadadeira anal dos
individuos de agulhdes branco, negro, verde e vela, o que facilita a
identificacdo destas espécies.

No entanto, um estudo realizado na captura total da frota atuneira
paulista demonstrou que a proporcao de peixes de bico do género Tetrapturus
capturados em Sao Paulo ndo mudou com a publicagdo da Instrucao
Normativa SEAP n° 12/05, o que indicaria a possibilidade de comércio de
espécies proibidas. Apds a publicacéo da legislacdo os agulhdes comecaram a
ser comercializados sem cabeca, dificultando assim a identificacdo da espécie
comercializada (Piva-Silva et al., 2014).

De acordo com a Ultima estatistica pesqueira oficial publicada no Brasil,
no ano de 2011, 3.408,70 toneladas de peixes de bico foram capturados nos
oceanos brasileiros, sendo a grande maioria 88,97% de espadartes. O restante
refere-se a agulhdes, dentre eles espécies de comércio e exportacao proibida
como agulh@o branco (1,75%) e agulhdo negro (1,86%) (MPA, 2011).

No mesmo ano foram exportadas 1.240,58 toneladas de espadartes e
2,43 toneladas de agulhdes, destinados a paises como Reino Unido, Franca,
Japdo e Espanha. Ainda em 2011 ocorreu a ultima exportacdo de agulhdes
realizada no Brasil. Neste contexto destaca-se o Aeroporto Internacional de
Séo Paulo-Guarulhos “Governador André Franco Montoro”, somente nos
altimos dois anos (2014 e 2015) foram exportadas 743,84 toneladas de
espadartes, em sua totalidade comercializada morfologicamente

descaracterizada (ALICEWEB, 2016).
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Atualmente a Receita Federal do Brasil utiliza a Nomenclatura Comum
do Mercosul (NCM) na classificacdo da mercadoria exportada. O NCM € um
codigo de oito digitos baseados em uma convencao internacional (Sistema
Harmonizado — SH) padronizada. No entanto, nem todas as espécies possuem
um NCM especifico, sendo estas exportadas com coédigos gerais (RFB, 2008;
MEFP,1992).

Dentre os peixes de bico os espadartes, Xiphias gladius, sdo 0s Unicos
que possuem especifico para a espécie. Representantes da familia
Istiophoridae, sdo exportados com NCM gerais para todas as espécies (RFB,
2008).

Atualmente, varias técnicas utilizando marcadores moleculares sé&o
empregadas na identificacdo de uma espécie com minimas amostras de tecido.
Dentre elas podemos destacar a técnica de DNA Barcode, utilizando o gene
mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | (COI), sequéncia de
aproximadamente 650 pares de base que permite a identificacdo de uma
espécie através da analise de um pequeno segmento do genoma. De forma
geral estas sequéncias podem ser comparadas a um “codigo de barras”
genético incorporado a cada célula (Hebert et al., 20032, Hebert et al., 2003P),
sendo utilizada com sucesso na identificacdo de diversos grupos de peixes
(Lakra et al., 2011, Johnsen et al., 2010; Webb et al., 2012). Estes métodos de
identificacdo s&o viaveis e seu desenvolvimento podera proteger as espécies
superexploradas. (Teletchea et al., 2005).

A identificacdo de peixes de bico pela técnica de DNA Barcode ja foi
utilizada com sucesso tanto na identificagédo de individuos adulto (Hanner et al.,

2011) como na identificacéo larvas e ovos de peixes de bico das espécies |I.
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platypterus, K. albida e X. gladius, da costa sudeste brasileira (Rodrigues,
2014).

Na ciéncia forense marcadores moleculares tém sido utlizados na
solucdo de crimes ambiental, seja na identificacdo da origem de marfins de
elefantes africanos (Wasser et al., 2008), ou na identificacdo de chifres de
Bovidae e Cervidae ameacados pela exploracdo descontrolada (Yan et al.,
2013). Na exportacao o DNA barcode ja foi utilizado em disputa comercial entre
a China e um pais importador de cha torrado, ficando comprovado a venda
trocada do produto. No Brasil a técnica ja foi utilizada na identificacdo de
babrbatanas de tubardo no Aeroporto Internacional de Sao Paulo (Carvalho et
al., 2013).

Atualmente o Aeroporto Internacional de Sdo Paulo é o maior exportador
de peixes de bico do Brasil, tendo exportado aproximadamente 460 toneladas
de espadartes somente no ano de 2015 (ALICEWEB, 2016).

Portanto a utilizacdo dessa técnica em pontos de exportacdo € de
grande importancia, principalmente no principal aeroporto do pais, Aeroporto
Internacional de Sdo Paulo-Guarulhos “Governador André Franco Montoro”,
onde séo exportados grande quantidade de pescados descaracterizados, em

especial os espadartes.

2 Material e Métodos

2.1 Coleta das amostras
As amostras de tecido (musculo ou nadadeira) de peixes de bico foram

coletadas em vistorias realizadas pelo IBAMA no Aeroporto Internacional de
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Séao Paulo nos meses de agosto, setembro e outubro de (2015), totalizando 19
cargas com destino aos Estados Unidos e Reino Unido. As amostras de tecidos
coletadas foram fixadas em alcool 100% visando a posterior analise molecular,
sendo posteriormente enviadas ao laboratorio de genética de peixes da Unesp
de Bauru. Todas as amostras, musculo ou nadadeiras foram armazenadas em
alcool 100% e vinculadas ao documento fiscal de origem do pescado. Amostras
de tecido coletadas foram integradas a colecédo do Laboratorio de Genética de

Peixes (LaGenPe), da UNESP de Bauru.

2.2 Extracdo do DNA

Para extracdo de DNA foi utilizado um pequeno fragmento do tecido
aproximadamente 2 mm?3 por cada amostra coletada. A extracdo de DNA
realizada foi baseada no protocolo do kit comercial “Wizard Genomic DNA
Purification Kit — Promega”, com algumas modificacoes.

A integridade e a quantidade das amostras de DNA foram analisadas
através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA
(0,015ul/ml), e visualizadas em transiluminador, sob luz ultravioleta. Para
quantificacdo do DNA foram realizadas comparacdes diretas com um marcador
padréao de peso molecular e concentracdo conhecidas (Low DNA Mass Ladder
- Invitrogen). As amostras de DNA obtidas foram mantidas no Laborato6rio de
Genética de Peixes do Departamento de Ciéncias Bioldgicas de Bauru -
UNESP, formando um banco de tecidos e de moléculas, para posterior

processamento das analises genético-moleculares.

2.3 Amplificagdo e sequenciamento do gene mitocondrial
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Apoés a extracdo de DNA, foi realizada a amplificacdo dos genes COI-
Fishl e COI-Fish2, para isso foi utilizada a seguinte concentracdo de
reagentes: 1XPCR buffer (20mM Tris-HCI, pH 8.4 e 50mM KCI), 1.5mM MgCiI2,
150uM de <cada dNTP, 0.4mM dos primers COI-Fish1 F (5-
ACGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’) e R (5 CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-
3'); COIFish2 F (5-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3) R (5-
ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’), descritos por Ward et al. (2005),
0.5 U de Taqg Polimerase (Invitrogen) e 10 a 30 ng/ul de DNA. A reacdo de PCR
seguiu 0 seguinte programa 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 57°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, 5 minutos a 72°C.
Posteriormente os produtos de PCR foram purificados através da enzima Exo-
SAP IT® (USB) e sequenciados, em ambas as dire¢des, utilizando Kit “Big Dye
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems) com
as seguintes condicbes de amplificacdo, 2 minutos de desnaturacdo a 96°C,
seguida de 35 ciclos de 96°C por 30 segundos, 50°C por 15 segundos, 60°C
por 4 minutos e 12 °C até a retirada do material.

Subsequentemente, as amostras foram purificadas e aplicadas em
sequenciador automatico de capilaridade ABI3130 (Perking-Elmer). As
sequéncias (foward e reverse) resultantes foram alinhadas por parametro
ClustalwW através do software Geneious 4.8.5. Posteriormente as sequéncias
consensus foram inseridas na base de dados do site BOLD Species Level
Barcode-www.boldsystems.org (Ratnasingham & Hebert, 2007), e identificadas

pela plataforma.

3 Resultado
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Durante as coletas realizadas no Aeroporto Internacional de Séo Paulo
foram obtidas 223 amostras de peixes de bico, comercializados com dois NCM,
espadarte (Xiphias gladius), frescos ou refrigerados (NCM-03024700) e filé de
espadartes (Xiphias gladius), fresco ou refrigerado (NCM-03045400), ambos
relacionados exportacdo de espadartes. Nao foram observadas a exportacdo
de representantes da familia Istiophoridae no periodo estudado. Todas as
amostras coletadas foram vinculadas a um documento fiscal. Observou-se
durante a coleta do material que os peixes de bico exportados se encontravam

morfologicamente descaracterizados, sem cabeca ou na forma de filé (Figura

1).

Figura 1- Peixes de bico exportados: a) filé de espadartes (Xiphias gladius), fresco ou
refrigerado (NCM-03045400) b) espadarte (Xiphias gladius), frescos ou refrigerados

(NCM-03024700).

O protocolo utilizado permitiu a extracdo de DNA de todas as amostras
coletadas, sendo todas as extracdes amplificadas com sucesso. Apés a analise
das sequéncias na plataforma do Bold Systems foi identificada apenas uma

espécie nas amostras coletadas, Xiphias gladius.
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Cento e setenta e quatro amostras obtiveram 100% de similaridade com
alguma sequéncia depositada na plataforma Bold Systems para a espécie
Xiphias gladius, quarenta e sete amostras obtiveram similaridade maior que

99% e duas amostras obtiveram similaridade maior que 98% (Figura 2).

0,897%

m Similaridade 1006
M Similaridade 99% a 100%

Similaridade 98% a 998

Figura 2- Grau de similaridade das amostras analisadas.

ApoOs o sequenciamento do DNA extraido nas amostras, foi possivel
ratificar os dados declarados pelo exportador, ndo sendo identificado o

comeércio de espécies trocadas (Apéndice 2).

4 Discussao

Durante o periodo de coleta das amostras, agosto, setembro e outubro
de 2015, apenas espadartes, Xiphias gladius, foram exportados pelo Aeroporto
Internacional de S&o Paulo. A confirmacédo da espécie de 100% das amostras
coletadas com a espécie declarada pelo exportador, Xiphias gladius, enfatiza a
aplicabilidade da técnica utilizada como ferramenta no monitoramento da
exportacdo ndo s6 dos peixes de bico, mas de pescado em geral, mesmo que

morfologicamente descaracterizado.
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Apesar do comércio trocado de peixes de bico estar ligado aos
representantes da familia Istiophoridae, devido as semelhancas morfolégicas, a
venda de espadartes como se fossem cacfes ndo € incomum no comercio.
Ramos (2016) identificou a comercializacdo de espadartes como se fosse
cacoes no entreposto de pesca de Santos/SP.

Diferentemente do encontrado no comércio interno, onde ndo é incomum
o comeércio trocado de espécies (Carvalho et al.,, 2015), na exportacdo o
comércio de pescado apresenta um maior controle dos orgdos federais
(Carvalho et al., 2013). Além do controle interno, a confirmacdo de 100% das
amostras coletadas, possivelmente, também estaria relacionada ao pais de
destino da exportacdo, Inglaterra e Estados Unidos. Paises desenvolvidos
frequentemente utilizam a técnida de DNA Barcode como ferramenta na
fiscalizacdo (Holmes et al., 2009, Coghlan et al., 2011).

No Brasil a coleta de material bioldgico para identificacdo genética de
pescado ja foi prevista na Instrucdo Normativa IBAMA n° 2/2014, que define os
procedimentos para controle e desembarque de tubardes e arraias (IBAMA,
2014). Todavia, esta legislacdo refere-se apenas a espécies de tubardes e
arraias, e nao define como esta coleta deve ser realizada, prejudicando assim a

sua utilizacao.

Os altos indices de similaridade obtidos na consulta na plataforma Bold
Systems, com aproximadamente 78% das sequéncias obtidas pelo protocolo
utilizado nas amostras com 100% de similaridade com sequéncias depositadas
na plataforma do Bold Systems para a espécie Xiphias gladius, reforcam a

validacédo da técnica do DNA Barcode para a espécie.
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Embora a ultima exportacdo de agulhdes tenha ocorrido no ano de 2011,
utilizando um NCM espécifico apenas para familia (ALICEWEB, 2016), a falta
de um NCM especifico para cada espécie impede a elaboracdo de estatisticas
de exportacdo fidedignas sobre os representantes da familia Istiophoridae,
prejudicando a criacdo de politicas para a conservacao destas espécies, uma
vez que as mesmas utilizam as aguas quentes, como as aguas marinhas
brasileiras, para desova (Nakamura, 1985), podendo sua captura nestes

periodos prejudicar a reproducéo das espécies.

5 Concluséo

As técnicas moleculares, em especial o DNA Barcode, se apresentaram
como uma importante ferramenta na fiscalizacdo no comércio exterior de
pescados morfologicamente descaracterizados.

Os altos indices de similaridades das sequéncias obtidas com as
sequéncias depositadas no Bold Systems para espécie Xiphias gladius permite
a validacao da técnica no monitoramento de sua exportacao.

No entanto, faz-se necessario a publicacdo de um documento legal
regulamentando os procedimentos a serem adotados durante a fiscalizacéo de
pescado nas unidades aduaneira com fins na analise genética.

A falta de um NCM especifico na exportacao para as espécies da familia
Istiophoridae prejudicam a elaboracdo de estatisticas confiaveis, prejudicando

as politicas publicas para conservacéo das espécies.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A preocupacao mundial com o meio ambiente vem se destacando nas
Gltimas décadas. Desequilibrios ambientais vém provocando novos
regulamentos na tentativa de auxiliar a conservacao dos recursos naturais. Da
mesma forma sao varias as legislacdes destinadas a conservacéo dos recursos
pesqueiros no Brasil, seja regulamentando o tamanho minimo de espécies
alvos, determinando uma época para a pesca ou mesmo proibindo a pesca de
espécies.

Neste contexto o governo brasileiro preocupado com a pesca de peixes
de bico, publicou a Instrucdo Normativa SEAP n° 12/05 e a Portaria MMA
n°445/2014, Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de
Extincdo - Peixes e Invertebrados Aquaticos, que apds avaliacdo de
especialistas, considerou os agulhBes negros e brancos como espécies em
perigo e vuneraveis respectivamente. Todavia, o estudo demonstrou que
mesmo com a publicacdo destes instrumentos legais, a pesca e comércio de
agulhdes brancos ainda vém sendo realizados.

A utilizacdo de técnicas de fiscalizacdo obsoletas ou até mesmo a
auséncia de fiscalizacdo prejudicam controle do comércio ilegal de espécies
ameacadas como o agulhdo branco e negro. A constatacdo do comércio de
agulhdo branco, espécie ameacada de extincdo, no segundo maior mercado
atacadista da América Latina, CEAGESP, acende um alerta na conservacéao
deste peixe de bico.

Por outro lado, apesar de pouco utilizadas na fiscalizagdo ambiental

técnicas moleculares, em especial o DNA Barcode, sdo fundamentais no
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combate ao crime ambiental, seja na identificacdo de pescados ou na
investigacdo da origem geografica de espécies. Tais técnicas poderiam auxiliar
no combate ao comércio ilegal de agulhBes brancos e negro no Brasil,
fascilitada pela descaracterizacao morfolégica.

A falta de uma estatistica oficial brasileira atualizada prejudica o
entendimento da dinadmica da pesca no pais dificultando propostas na
conservacao de espécies, dentre elas os peixes de bico. O Estado de S&o
Paulo € um dos poucos que mantém uma estatistica oficial atualizada,
auxiliando o entendimento da pesca deste grupo de peixes. A andlise dos
dados disponibilizados, seja pelo Instituto de Pesca ou pela CEAGESP, indica
uma maior exploracdo dos agulhdes durante o verao, periodo quando as aguas
estdo mais quentes e que espécies deste grupo migram para desova segundo
Nakamura (1985).

Assim como nha pesca e no comeércio interno, na exportacdo a falta de
uma Nomenclatura Comum do Mercosul — NCM especifica para cada espécie,
dificulta a elaboracdo de dados estatisticos confiaveis e a elaboracdo de
politicas de conservacao de espécies, lembrando que dentre os peixes de bico,
apenas o0 espadarte, Xiphias gladius, possui NCM especifico. Todos os
agulhdes, as cinco espécies de ocorréncia no Brasil, sdo exportados com um
mesmo NCM.

De uma formar geral o estudo realizado néo sO enfatiza os riscos na
conservacao dos peixes de bico no Brasil, mas também nos da algumas
informacgdes viaveis na melhoria da conservacédo deste grupo, tais como: 0s

melhores meses para fiscalizar a pesca e o comércio do peixe de bico no
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estado de Sao Paulo, locais de comércio ilegal, ferramenta (DNA Barcode)
ideal a ser utilizada na fiscalizacédo, dentre outras.

Da mesma forma que a falta de dados estatisticos atualizados deixa
uma lacuna no entendimento do comeércio interno e externo de peixes de bico,
em especial os agulhdes, no Brasil e levanta alguns questionamentos: Quais as
espécies sdo comercializadas com NCM geral de agulhdes? Qual a quantidade
de peixes de bico pescados por estado no Brasil? Quais estados que mais
exploram este grupo de peixes? Tais questionamentos seriam facilmente
respondidos por meio de politicas destinadas a protecdo dos peixes de bico no

Brasil.

5.1 Contribuicdes a conservacao e manejo de peixes de bico

A utilizacdo do DNA Barcode como ferramenta de rotina na fiscalizacao
de pescado morfologicamente descaracteriazado vem se demonstrando uma
excelente ferramenta no combate ao crime ambiental (Carvalho et al., 2013;
Carvalho et al., 2015). No trabalho realizado esta ferramenta permitiu com
seguranca a identificacdo das espécies de peixes de bico comercializadas no
CEAGESP e no Aeroporto Internacional de S&o Paulo. No entanto, apesar de
ser considerado um método rapido para identificacdo genética de espécies,
com o protocolo utilizado no trabalho possivel em cinco dias, e permitir a
autuacao administrativa do infrator, a técnica dificulta a apreenséo do pescado,
uma vez que exigira o0 armazemento do mesmo até a identificacdo molecular.

Apesar desta limitacdo, a utilizacdo do DNA Barcode se demostrou

eficaz no controle do comécio ilegal de pescado, permitindo firmar a proposta
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de sua inclusdo como ferramenta de rotina na fiscalizacdo ambiental de

pescado.

A coleta de material biologico para identificacdo genética de pescado ja
esta prevista na Instrucdo Normativa IBAMA n° 2/2014, que define os
procedimentos para controle e desembarque de tubardes e arraias (IBAMA,
2014). No entanto, esta instrucdo normativa limita-se a apenas tubardes e
arraias, e ndo define os procedimentos a serem adotados pela fiscalizacdo
para posterior identificacdo genética da espécie. A criagdo de um instrumento
legal regulamentando tais procedimentos como ferramenta na fiscalizacdo de
pescado facilitaria a execucdo deste tipo de identificacdo e melhoraria o

controle.

Outra proposta a ser implementada seria inclusdo dos representantes da
familia Istiophoridae nos anexos da CITES, uma vez que estudos apontam a o
declineo destas populacdes (Collete et al., 2011; IUCN, 2016) e sua a
caracteristicas migratéria. A Convencdo sobre Comércio Internacional das
Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extincdo — CITES, a qual o
Brasil é signatério, visa regular o comércio de espécies da fauna e flora
prevenindo-as do perigo de extincdo, para isto um Decreto Federal
relugamenta a concesséo das licencas CITES (CITES, 2000). A incluséo dos
agulhdes na CITES permitiria um maior controle na exportacdo e importacao
destes peixes de bico no mundo, considerando os critérios para destas

licencas.

O estudo demostrou ainda, o aumento da pesca e comércio dos

agulhdes no verdo brasileiro, durante a desova destes peixes (Rodrigues,
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2014; Nakamura, 1985), o que agravaria 0s impactos gerados pela exploracao
das mesmas no periodo. Uma opc¢éo seria a proibicdo do comércio e captura
das espécies de exploracdo permitida, agulhdo-vela (Istiophorus platypterus),
agulhdo-estilete (Tetrapturus pfluegeri) e marlim-polegar (Tetrapturus georgii),
durante o periodo de desova, até a realizacdo de estudos determinando estes
impactos, devendo os individuos pescados acidentalmente, serem devolvidos
ao mar quando vivos ou doado as instituicdes cientificas, hospitalares, penais e
outras com fins beneficentes quando mortos. Para isto é importante
ressaltarmos que estas espécies sdo capturadas acidentalmente pela frota
atuneira (De Sylva et al., 2000), isto €, ndo sao consideradas espécies alvo da

indUstria pesqueira.

Outro ponto a ser ressaltado é a necessidade de um NCM especifico
para cada espécie exportada. A criacdo desta numeracdo especifica permitiria

a elaboracao de estatisticas de exportacdes de pescado confiaveis.
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Anexo 1 — Espécies identificadas no estudo

& Franco Banfi / Biosphoto

Xiphias gladius - Espadarte

© Avi Klapfer/Rotman / naturepl.com

Istiophorus platypterus — Agulhdo Vela

© Doug Perrine / SeaPics.com

Kajikia albida — Agulh&o Branco
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Anexo 2 — Instrucdo Normativa n° 12/2005

DOU 15.07.2005

INSTRUCAO NORMATIVA SEAP N°- 12, DE 14 DE JULHO DE 2005 O
SECRETARIO ESPECIAL DE AQUICULTURA E PESCA DA PRESIDENCIA
DA REPUBLICA, no uso da atribuicdo que |lhe confere o art. 23 da Lei n°
10.683, de 28 de maio de 2003, e tendo em vista o disposto no Decreto-Lei n°
221, de 28 de fevereiro de 1967, no Decreto 4.810, de 19 de agosto de 2003, e
0 gque consta do Processo n° 21000.006547/2003-40, resolve:

Art. 1° Estabelecer normas e procedimentos para captura e comercializacéo
dos agulhdes brancos (Tetrapturus albidus), agulhdes negros (Makaira
nigricans), agulhdes verdes (Tetrapturus pfluegeri) e agulhdes vela (Istiophorus
albicans), nas aguas jurisdicionais brasileiras e alto-mar.

Art. 2° Deverdo ser obrigatoriamente devolvidos ao mar todos os agulhdes
brancos (Tetrapturus albidus) e os agulhfes negros (Makaira nigricans) que
ainda se encontrarem vivos no momento do embarque pds-captura, de forma a
possibilitar a maior sobrevivéncia dos animais.

Paragrafo unico. Ficam proibidos os descartes de individuos de agulhdes
brancos (Tetrapturus albidus) e agulhdes negros (Makaira nigricans) que se
encontrarem mortos no momento do embarque pdéscaptura, bem como os de
individuos destas espécies ja beneficiados a bordo, tais como pecas
evisceradas, descabecadas ou congeladas.

Art. 3° Proibir a retirada e corte da primeira nadadeira dorsal e da primeira
nadadeira anal dos individuos de agulh&es branco (Tetrapturus albidus), negro

(Makaira nigricans), verde (Tetrapturus pfluegeri) e vela (Istiophorus albicans) e
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autorizar, como forma de beneficiamento a bordo, a evisceracdo, o
descabecamento e o corte das demais nadadeiras.

8§ 1° A realizacdo de qualquer outra forma de beneficiamento diferente daquela
definida no caput deste artigo serd considerada como descaracterizacdo das
espécies a bordo, ficando os infratores sujeitos as san¢des previstas no art. 4°
desta Instrucdo Normativa.

8 2° A primeira nadadeira dorsal e a primeira nadadeira anal somente poderao
ser retiradas ou cortadas apos o desembargue em infra-estruturas portuarias e
de terminais pesqueiros nacionais, publicos ou particulares, ou a bordo, caso o
corte e a retirada da nadadeira seja realizada por técnico brasileiro ou
observador de bordo, quando designado pela Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca da Presidéncia da Republica - SEAP/PR ou pelo Ministério
do Meio Ambiente - MMA, com finalidade de amostragem cientifica.

8 3° Os exemplares capturados poderdo ser identificados de acordo com o
Anexo | desta Instrucdo Normativa.

Art. 4° Proibir a comercializacdo no mercado interno, bem como a exportacéo
de agulhdes brancos (Tetrapturus albidus) e de agulhdes negros (Makaira
nigricans) capturados em aguas jurisdicionais brasileiras e alto mar por
embarcacdes pesqueiras nacionais e estrangeiras arrendadas por empresas ou
cooperativas de pesca brasileiras.

8 1° Os individuos de agulhdes brancos (Tetrapturus albidus) e agulhdes
negros (Makaira nigricans) desembarcados deverdo ser obrigatoriamente
doados as instituicbes cientificas, hospitalares, penais e outras com fins

beneficentes.

95



8§ 2° Nos anos subsequentes, a proibicdo de que trata o caput do art. 4° podera
ser revista em funcdo dos resultados das avaliacbes sobre o estado de
exploracdo dos agulhdes brancos e negros, bem como das recomendacfes
técnicas emanadas pelo Comité Permanente de Gestdo de Atuns e Afins,
instituido pela Instrucdo Normativa SEAP/PR n° 04, de 25 de maio de 2004, da
Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca da Presidéncia da Republica.

Art. 5° Os infratores das disposi¢cdes contidas nesta Instrucdo Normativa ficardo
sujeitos as sancdes previstas no Decreto-Lei n.° 221, de 28 de fevereiro de
1967, na Lei n® 9.605, de 12 de fevereiro de 1998 e no Decreto n.° 3.179, de 21
de setembro de 1999.

Art. 6° Revoga-se a Instrucdo Normativa SEAP/PR n° 11, de 11 de novembro
de 2004, da Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca da Presidéncia da
Republica.

Art. 7° Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacao.

JOSE FRITSCH

ANEXO |
GUIA DE IDENTIFICACAO DOS AGULHOES VELA, NEGRO, VERDE E
BRANCO
12 Espécie: Agulhdo Vela - Pez Vela - Atlantic Sailfish -Cédigo da ICCAT: SAl
Primeira nadadeira dorsal em forma de vela, sendo sua altura maxima, maior
que a altura do corpo, contendo 42 (quarenta e dois) a 46 (quarenta e seis)

raios.

96



Fig.1: Aspecto geral do “charuto” do Agulh&o Vela.
22 Espécie: Agulhdo Negro - Aguja Azul - Atlantic Blue Marlin - Nishikurokajiki -
Hay pichi yu - (Makaira nigricans) Cédigo da ICCAT: BUM
Primeira nadadeira dorsal com o I6bulo anterior pontiagudo (primeiro raios),
sendo a altura menor que a altura maxima do corpo, apresentando 39 (trinta e

nove) a 43 (quarenta e trés) raios.

Fig.2: Aspecto geral do “charuto” do Agulhdo Negro.
32 Espécie: Agulhdo Branco - Aguja Blanca - Atlantic White Marlin -
Nishimakajiki - Hung jou chi yu - (Tetrapturus albidus) Cédigo da ICCAT: WHM
Primeira nadadeira dorsal apresentando de 38 (trinta e oito) a 46 (quarenta e
seis) raios, geralmente

com o l6bulo anterior arredondado e maior que a altura maxima do corpo.
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Fig.3: Aspecto geral do “charuto” do Agulh&o Branco.
42 Espécie: AgulhdoVerde- Aguja Picuda -Longbill Spearfish - Kuchinagafurai -
Chang wen chi yu - (Tetrapturus albidus) Coédigo da ICCAT: SPF
Primeira nadadeira dorsal contendo 44 (quarenta e quatro) a 50 (cinquenta)
raios, com lébulo anterior arredondado, sendo sua altura maior que a altura
maxima do corpo, decrescendo abruptamente depois do 9° (hono) raio e

mantendo-se, a partir dai, na mesma altura até a sua extremidade final.

Fig.4: Aspecto geral do “charuto” do Agulhdo Verde.
Observacao: as nadadeiras deverdo estar relaxadas no processo de
conservacdo do pescado, e consequentemente seu congelamento devera
dificultar a identificagdo das espécies através da referida nadadeira pela
impossibilidade de se “armar” esta estrutura.
Neste caso, os raios deverdo ser destacados para constatacdo da espécie,

sendo o agulh&o vela facilmente identificado desta forma, e o agulhdo verde

98



podera ser identificado pela distancia do anus em relacéo a primeira nadadeira

anal
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8. APENDICE

Apéndice 1 — Identificacdo das amostras coletadas no CEAGESP

Numero da Espécie Similaridade Espécie BOLD ID
amostra declarada identificada
8943 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8945 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8946 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8948 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8949 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8950 Istiophorus 99,85% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8951 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8952 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8953 Istiophorus 100% Kajikia albida AAA6007
platypterus
8954 Istiophorus 100,00% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8955 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8956 Istiophorus 100% Kajikia albida AAAG007
platypterus
8957 Istiophorus 98,95% Kajikia albida AAA6007
platypterus
8958 Istiophorus 95,01% Kajikia albida AAA6007
platypterus
8959 Istiophorus 99,82% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8960 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8961 Istiophorus 100,00% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8962 Istiophorus 100,00% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
8963 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5149
platypterus platypterus
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8964

8965

8966

8967

8968

8969

8970

8971

8990

8991

9126

9127

9128

9129

9130

9131

9132

9134

9135

9136

9137

9139

9141

9142

9143

9144

Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Xiphias gladius

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus

Kajikia albida

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Kajikia albida

Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Kajikia albida

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus
Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Istiophorus
platypterus

Xiphias gladius

ABZ5149

ABZ5149

AAAG007

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

AAAG007

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

AAAG007

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

ABZ5149

AAAG300
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9145 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAA6300

9147 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAAG300

9149 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAAG300

9151 Xiphias gladius 99,47% Xiphias gladius AAA6300

9153 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAA6300

9155 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAA6300

9157 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAA6300

9159 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAAG300

9161 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAAG300

9163 Xiphias gladius 100% Xiphias gladius AAA6300

9165 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5150
platypterus platypterus

9167 Istiophorus 99,84% Istiophorus ABZ5150
platypterus platypterus

9171 Istiophorus 100% Istiophorus ABZ5150
platypterus platypterus
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Apéndice 2- Identificacdo das amostras coletadas Aeroporto Internacional de Sao Paulo.

Ndmero
da
amostra

Espécie declarada

Similaridade

Espécie identificada

8153
8154
8155
8156
8157
8158
8160
8161
8162
8163
8164
8165
8166
8167
8168
8169
8170
8171
8172
8173
8174
8175
8176
8177
8178
8179
8180
8181

8182
8183
8184
8186
8187
8188
8191
8192
8194
8195

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius

100,00%
99,84%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,38%
99,66%
100,00%
99,65%
99,51%
99,69%
100,00%
99,53%
99,83%
99,85%
99,65%
99,14%
99,55%
99,67%
100,00%
100,00%
99,83%

100,00%
99,68%
99,63%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

100,00%

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
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8197
8198
8199
8200
8201
8202
8203
8204
8205
8206
8208
8209
8210
8211
8212
8213
8214
8215
8216
8217
8218
8219
8220
8221
8222
8223
8224
8225
8226
8227
8228
8229
8230
8231
8232
8233
8234
8235
8236
8237
8238
8239
8240
8241

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius

100,00%
99,85%
100,00%
100,00%
98,71%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
98,53%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,52%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,84%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
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8242
8243
8244
8245
8246
8247
8248
8249
8250
8251
8252
8253
8254
8255
8256
8257
8258
8259
8260
8261
8262
8263
8264
8265
8266
8267
8268
8269
8270
8271
8272
8273
8274
8275
8276
8277
8278
8279
8280
8281
8282
8283
8284
8285

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius

100,00%
100,00%
99,66%

100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%

100,00%
100,00%
100,00%
99,85%

100,00%
100,00%
99,85%

100,00%
100,00%
99,85%

99,84%

100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,67%

100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
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8286
8287
8568
8569
8570
8571
8572
8573
8574
8575
8576
8577
8590
8591
8592
8593
8594
8595
8596a
8596Db
8597
8598
8599
8600
8601
8602
8603
8604
8605
8606
8607
8608
8609
8610
8611
8612
8613
8614
8615
8616
8617
8618
8619
8620

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius

100,00%
99,63%
100,00%
100,00%
99,85%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,62%
100,00%
99,85%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,35%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,84%
99,84%
100,00%
99,67%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
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8621
8622
8623
8624
8625
8626
8627
8628
8629
8630
8631
8632
8633
8634
8635
8636
8638
8639
8640
8641
8642
8643
8644
8645
8646
8647
8648
8649
8650
8651
8652
8656
8657
8658
8660
8661
8662
8663
8664
8665
8666
8667
8668
8669

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius

100,00%
100,00%
99,85%

100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%

100,00%
99,85%

99,85%

100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%

100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%

99,85%

100,00%
100,00%
99,83%

100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%

100,00%
100,00%

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
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8671
8672
8673
8674
8675
8676
8677
8678
8680

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius

100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
99,85%

100,00%
100,00%
100,00%

Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
Xiphias gladius
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