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RESUMO

Sao identificadas sete espécies de tartarugas marinhas distribuidas globalmente. H4 anos tem-
se observado o declinio populacional das tartarugas marinhas devido a ac¢des antrépicas,
exploracdo comercial, pesca incidental, ciclo de vida complexo e até hibridizacdo. O seu
comportamento filopatrico, a paternidade miltipla e sua capacidade de percorrer milhares de
quilometros por diferentes bacias oceanicas, para alimentagdo e nidificacao facilitaram o fluxo
génico e a colonizacdo de novas regides. Entretanto, esses fatores dificultam o entendimento
acerca dos aspectos bioldgicos das espécies e impactos antropogénicos. Nesse sentido, as
andlises genéticas tornaram-se imprescindiveis para caracterizacdo, identificacdo,
comportamento migratério, estudos evolutivos e filogeograficos das espécies. Os avancos nas
técnicas de biologia molecular permitiram a criagdo de marcadores moleculares para avaliacao
da diversidade genética, taxas evolutivas e estrutura populacional. Os avancos tecnologicos
permitiram a cria¢do de programas computacionais para armazenar, comparar dados biolégicos
em estudos genéticos, permitindo realizar inferéncias acerca da diversidade e relagdes
evolutivas a partir de sequéncias genéticas. Portanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar
a distribuicdo das espécies com base nas sequéncias disponibilizadas no banco de dados
Genbank para os genes COI, RAG-1 e BDNF. As sequéncias obtidas pelo GenBank foram
alinhadas pelo programa MEGA e utilizados na constru¢d@o de drvores filogenéticas e rede de
haplotipos pelo MEGA e PopArt, respectivamente. Os resultados mostraram relagdes
evolutivas similares aos observados na literatura. Os resultados de filogeografia indicaram
possiveis colonizagdes e fluxo génico sob influéncia de aspectos geograficos nas migragcdes
transoceanicas. Observou-se isolamento oceanico em alguns padroes de Chelonia mydas e
Eretmochelys imbricata, indicando presenga de barreira geografica. Os resultados podem
auxiliar no estabelecimento de padrdes de distribuicdo das espécies e assim auxiliar na

elaboragdo de estratégias de conservagdo para espécies ameacadas.

Palavras-chave: genética da conservacdo; dados biologicos; alinhamento; testudines.



ABSTRACT

There are seven species of sea turtles distributed globally. Sea turtle populations have been
declining for years due to anthropogenic actions, commercial exploitation, incidental fishing, a
complex life cycle and even hybridization. Their philopatric behavior, multiple paternity and
ability to travel thousands of kilometers through different ocean basins to feed and nest have
facilitated gene flow and the colonization of new regions. However, these factors make it
difficult to understand the biological aspects of the species and anthropogenic impacts. In this
sense, genetic analyses have become essential for the characterization, identification, migratory
behavior, evolutionary and phylogeographic studies of species. Advances in molecular biology
techniques have made it possible to create molecular markers for assessing genetic diversity,
evolutionary rates and population structure. Technological advances have enabled the creation
of softwares to store and compare biological data in genetic studies, allowing inferences to be
made about diversity and evolutionary relationships based on genetic sequences. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the distribution of species based on the sequences available in
the Genbank database for the COI, RAG-1 and BDNF genes. The sequences obtained from
GenBank were aligned using the MEGA program and used to build phylogenetic trees and
haplotype networks using MEGA and PopArt, respectively. The results showed evolutionary
relationships similar to those observed in the literature. The phylogeography results indicated
possible colonization and gene flow under the influence of geographical aspects in transoceanic
migrations. Oceanic isolation was observed in some patterns of Chelonia mydas and
Eretmochelys imbricata, indicating the presence of a geographical barrier. The results may help
to establish species distribution patterns and thus assist in the development of conservation

strategies for endangered species.

Keywords: conservation genetics; biological data; alignment; testudines.
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1 INTRODUCAO

As tartarugas marinhas sdao organismos com ocorréncia em todos 0os mares e
oceanos do mundo. Esses organismos possuem um ciclo de vida complexo e longo, e
comportamento migratério, o que dificulta o entendimento acerca de sua histéria de vida
completa (Stubbs et al., 2019). Apesar de terem surgido hd milhdes de anos e sobreviverem a
periodos que provocaram a extingdo de milhares espécies e terem se mantido, atualmente
enfrentam declinio populacional, relacionado principalmente as atividades humanas, que
afetam desde ao inicio do seu ciclo de vida pela ocupagcdao de praias de nidificacdo, ao
desenvolvimento nos oceanos pela poluicdo até a morte causada pela pesca incidental
(Lutcavage et al., 1997).Além disso, seu comportamento migratdrio, estilo de vida e ocorréncia
de fluxo génico contribuem para a diversidade genética das populacdes (Reece; Castoe;
Parkinson, 2005).

Outro fator considerdavel na ecologia populacional das tartarugas € a hibridizacao,
em que hd a troca de material genético entre linhagens distintas (Rhymer; Simberloff, 1996),
ocorréncia que pode estar relacionada a acdes antrdpicas e intensificar o declinio populacional
do grupo. A convergéncia dos caracteres genéticos de espécies diferentes pode influenciar na
reproducdo e adaptacdo, levando a um processo de extingdo (Rhymer; Simberloff, 1996)
Portanto, é importante compreender como ocorre este fendmeno bioldgico e como pode afetar
as relacdes evolutivas interespecificas (Allendorf et al., 2001).

Nesse contexto, buscando a preservacao das espécies ameacadas de extingdo, foram
criadas entidades de protecdo ambiental de organismos ameagados de extin¢do. Os projetos tém
por objetivo promover pesquisa, manejo, protecdo, educagdo ambiental e conservacido de
organismos marinhos. No Brasil o projeto TAMAR atua para conservacdo das espécies de
tartarugas marinhas (Silva et al., 2015), bem como o Instituto Verdeluz em Fortaleza e a ONG
Aquasis, que realizam trabalhos de monitoramento prioritariamente no estado do Ceard. Os
Programas de Monitoramento de Praias (PMPs) fortalecem a conservacao das areas de
nidificacdo e alimentacdo por meio de politicas de conservacdo e o recrutamento de
colaboradores que contribuem para a conservacao, realizacdo de pesquisas sobre a biologia das
tartarugas, além promover atividades ambientais para a inclusdo da comunidade (Godley et al.,
2020).

Além do trabalho de conservagao realizado em campo, analises moleculares a partir

de marcadores genéticos tornaram-se importantes métodos para determinar historia, demografia
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e extensdo de fluxo génico entre populagdes, contribuindo para o conhecimento em ecologia,
sistemdtica e preservacdo das espécies (Fitzsimmons et al., 2020). Na literatura, tem-se
utilizado genes mitocondriais e moleculares para estudos de caracterizac¢do, a exemplo de COI,
CMOS, 128, 16S, RAG-1 e BDNF (Naro-Maciel et al., 2008). A partir de etapas de biologia
molecular, pode-se obter as sequéncias dos genes e estas podem ser utilizadas em estudos de
bioinformaética.

A bioinformdtica € um campo multidisciplinar que, a partir de técnicas de
computacdo com informagdes bioldgicas, desenvolveram programas computacionais capazes
de armazenar, agrupar, comparar e analisar matematicamente e estatisticamente dados
biolégicos brutos, e assim permitindo mapear sequéncias de aminodcidos e nucleotideos,
agrupar dados, determinar funcdes de genes, construir arvores filogenéticas, sequenciar
amostras, avaliar expressao gé€nica e outras coisas mais (Diniz; Canduri, 2017). Em vista disso,
a bioinformdtica torna-se uma importante ferramenta utilizada em pesquisas cientificas,
permitindo a realizacdo de andlises computacionais de dados bioldgicos.

Inimeros esforcos tém sido desempenhados pela comunidade académica a fim de
garantir a conservagdo das tartarugas marinhas. Parte desses esfor¢os reside na pesquisa dos
aspectos migratdrios, utilizando-se ferramentas sofisticadas de biologia molecular. No entanto,
ainda nao ha consenso com relagao a quais marcadores genéticos oferecem melhores resultados
de andlise.

Dessa forma, o objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a distribuicdo geografica
das sete espécies de tartarugas marinhas a partir de sequéncias genéticas depositadas em um
banco gendmico publico, utilizando genes ji descritos na literatura. Como objetivos
especificos, foram tracados: (a) verificar para qual ou quais genes analisados (BDNF, COI e
RAG-1) ha mais depdsito sequéncias no banco de dados gendmicos GenBank; (b) verificar para
qual gene de estudo € possivel se estabelecer melhores estudos evolutivos resultados do ponto

de vista evolutivo e filogeografico.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tartarugas marinhas: aspectos biolégicos e filogeograficos

As tartarugas marinhas sdo répteis pertencentes a Ordem Testudines, a qual se

dividem em duas familias: (a) Cheloniidae, representada por cinco géneros e seis espécies,
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Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766), Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), Caretta caretta
(Linnaeus, 1758), Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829), Lepidochelys kempii (Garman,
1880) e Natator depressus (Garman, 1880) e (b) a familia Dermochelyidae , que possui somente
a espécie Dermochelys coriacea (Vandelli, 1761) (Naro-Maciel, 2008). Ainda que sejam
apenas sete espécies, elas estao distribuidas por todos os oceanos e ocupam diferentes areas de
alimentacdo e reproducdo (Musick; Limpus, 1997).

Esses animais possuem papel importante nos niveis tréficos, atuando na ciclagem
de nutrientes, podendo conduzir alimentos de lugares abundantes em recursos para outros
menos abundantes (Reis; Goldberg, 2017). Além disso, quando encalham nas praias,
conseguem transportar invertebrados de ecossistemas mais profundos para as zonas costeiras
nas praias de desovas (Deegan, 1993). Alimentam-se de organismos do ambiente marinho,
assim como servem de alimento para outros animais e podem atuar como vetores de patégenos
(Bjorndal; Jackson, 2003). Devido a ampla dispersdo pelos ecossistemas marinhos, as
tartarugas estdo suscetiveis ao declinio populacional, pelo consumo de ovos, capturas de
fémeas, polui¢do, patdgenos, pesca incidental, ocupagdo urbana e hibridizacao (Lutcavage et
al., 1997; Wallace et al. 2011; Ferreira et al., 2022). Das cinco espécies que ocorrem no Brasil,
somente Chelonia mydas ndo se encontra em risco de extincdo (MMA, 2022).

As tartarugas possuem um ciclo de vida longo e complexo, caracterizado por rotas
de migracdes transoceanicas (Reis et al., 2010). Ao deixarem o ninho, migram para o oceano
por um longo periodo, em que dificilmente sdo observados, até a fase juvenil, quando voltam
para as dguas costeiras. Entretanto, Putman e Mansfield (2015) supdem que que filhotes
realizam dispersdo ativa ao invés de distribui¢cao passiva pelas correntes oceanicas. Estudos
apontam que as fémeas, ao atingirem a maturacdo sexual, retornam ao local de desova nas
estagdes reprodutivas (Davenport, 1998). Isso s6 € possivel porque, ao se se deslocarem em
direcdo ao mar, os filhotes obtém as caracteristicas da praia de desova, como composi¢do da
agua e campo magnético da Terra, que os ajudam a terem percepcado de orientagdo (Luschi et
al., 2007). Esse comportamento de retorno ao local de nascimento para desova foi denominado
de ‘’Natal Homing’’ (Carr, 1967), ou comportamento filopatrico e poderia evidenciar padroes

de distribuicdo populacional das espécies (Allard ez al. 1994).
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2.2 Distribuicao geografica das tartarugas marinhas

A espécie Dermochelys coriacea, conhecida como tartaruga-de-couro, ocorre em
todos os oceanos percorrendo as maiores distancias, podendo navegar por dguas mais frias, se
adaptando as maiores altitudes das regides temperadas (Sudoeste do oceano Indico) e
nidificando em praias continentais do Atlantico e Pacifico (regides tropicais). Nidificam em
baixa densidade as ilhas do Mar de Bismarck, ilhas Salomao, Pequenas e Grandes
Antilhas (Marquez 1990; Pritchard; Mortimer, 1999). Est4 classificada como vulnerdavel A2bd
pela Lista Vermelha (Wallace; Tiwari; Girondot, 2013).

A tartaruga-verde, Chelonia mydas distribui-se pelo mundo todo, percorrendo
dguas tropicais, temperadas e subtropicais, regides costeiras de todos os oceanos (Pritchard;
Mortimer, 1999), incluindo Brasil, Costa Rica, Estados Unidos, Austrdlia, Japao, México,
dentre outros (Bowen et al., 1992). Classificada como "Em Perigo" A2bd pela Lista Vermelha
(Seminoff, 2004).

Caretta caretta, conhecida como a tartaruga-cabecuda, realiza migracoes
transoceanicas, do norte dos oceanos Atlantico e Pacifico, incluindo migra¢des transoceanicas
de desenvolvimento pelo Pacifico Sul, da dire¢do sudoeste para a sudeste (Boyle et al.,
2009). Nidificam regides tropicais, subtropicais e temperados, como sul do Brasil, Mar
Mediterrraneo, Japao, dentre outros (Pritchard; Mortimer, 1999). Estad classificada como
“Vulneravel’” A2bd pela Lista Vermelha (Casale; Tucker, 2017).

Eretmochelys imbricata, ou tartaruga-de-pente, percorre dguas rasas de oceanos
tropicais e subtropicais e as maiores populacdes encontram-se pelo México, Austrilia,
Seychelles e Indonésia (Marquez, 1990; Pritchard; Mortimer, 1999). Classificada como
Criticamente Em Perigo pela Lista Vermelha (Mortimer, J.A & Donnelly, 2008).

Conhecida como tartaruga-oliva, Lepidochelys olivacea distribui-se pelos oceanos
tropicais e subtropicais, nidificando em varias praias do Pacifico Oriental, Atlantico Sul, norte
do Oceano Indico e Pacifico Ocidental, a exemplo de México, Colombia no Pacifico Oriental,
Brasil pelo Atlantico Sul, India pelo norte do oceano indico, Maldsia e Tailindia no Pacifico
Ocidental (Pritchard; Mortimer, 1999) . Podem nidificar em pequenos grupos ou solitariamente,
mas milhares se retinem para nidificar em praias da India, México e Costa Rica (Pritchard;
Mortimer, 1999). Esta classificada como “’Vulneravel’” A2bd pela Lista Vermelha (Abreu-
Grobois; Plotkin, 2008).

Classificada como "Criticamente Em Perigo" A2bd pela Lista Vermelha (Wibbels;

Baven, 2019), Lepidochelys kempii pode ser encontrada no Golfo do México, além de estar
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limitada geograficamente pela costa ocidental da Europa e costa oriental dos Estados Unidos,
sul do Texas. A sobre-exploracdo de populacdes e a pesca incidental reduziu drasticamente os
grupos (Pritchard; Mortimer, 1999).

Natator depressus, conhecida como tartaruga-australiana, vive na plataforma
continental australiana, sul da indonésia e nova guiné, limitada geograficamente em
comparacdo as demais espécies além de ndo possuirem fase ocednica de desenvolvimento

(Pritchard; Mortimer, 1999; Spotila, 2004). Pela lista vermelha, os dados sdo insuficientes.

Figura 2. Dermochelys coriacea Figura 1. Chelonia mydas

Fonte: TAMAR Fonte: TAMAR

Figura 4. Caretta caretta Figura 3. Eretmochelys imbricata

Fonte: TAMAR Fonte: TAMAR

Figura 5. Lepidochelys kempii

Figura 6. Lepidochelys olivacea

RO,

o

Fonte: TAMAR Fonte: IUCN
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Figura 7. Natator depressus

—

»

Fonte: IUCN

2.3 Analises filogeograficas

Proposto pela primeira vez por JC Avise em 1987 na literatura genética, o termo
filogeografia abrange conceitos atrelados a distribuicdo geografica das populagdes a niveis
intraespecificos e interespecificos (Avise, 1998). A filogeografia é um campo de estudo que
investiga os processos evolutivos e ecoldgicos responsdveis pela distribui¢do das espécies
dentro de contextos cronoldgicos e geograficos (Bowen et al., 2016). A partir de dados sobre a
distribuicao das linhagens genéticas, é possivel avaliar a origem, distribui¢do e diversidade das
espécies (Avise, 2000). As informacdes filogeograficas das populag¢des de tartarugas marinhas
tém sua importancia na caracteriza¢io genética, andlises de diversidade, compreensdo das rotas
migratorias, inferéncias sobre mudancas temporais levando em conta o contexto geografico,
distribuicdo geogréfica e origem evolutiva (Beheregaray, 2008). Estudos filogeogréficos tém
sido associados ao uso de DNA mitocondrial de animais (Bowen; Karl, 2007, Vilaga et al.,

2013, Proietti et al., 2014 Vargas et al., 2015).

2.4 Diversidade genética de tartarugas marinhas: genes mais estudados

Em razio do comportamento complexo das tartarugas marinhas e sua distribui¢dao
populacional, diferentes técnicas de andlises moleculares t€ém sido aplicadas para estudos
demograficos (Wallace et al., 2010). Por exemplo, o melhoramento da produ¢do de sequéncias
de DNA permitiu a criagdo de diferentes marcadores moleculares para estudos de filogenética
(Duchene et al., 2012). Além disso, sequéncias de DNA de tartarugas foram utilizadas para
demonstrar a relagdo entre a taxa metabdlica, taxa energética, tempo de geracdo e

desenvolvimento evolutivo molecular entre as espécies (Avise et al., 1992; Bowen; Karl.,
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1993). Estudos utilizando dados genéticos confirmaram a hip6tese de natal homing a partir da
observacdo da delimitacdo genética em populagcdes de nidificacdo (Meylan; Bowen; Avise,
1990).

Nesse contexto, boa parte dos estudos de filogeografia de tartarugas marinhas
utilizou marcadores de mtDNA para avaliar a diversidade genética e investigar relagdes entre
populacdes (Carreras et al., 2006; Formia et al., 2006; Dutton et al., 2008; Tikochinski et al.,
2012; Lopez-Barrera et al., 2016; Vilaca et al., 2022) O DNA mitocondrial, herdado da fémea,
¢ uma ferramenta ttil para determinar origem materna, populacdes de nidificacdo, além de
indicar comportamento filopatrico (Meylan; Bowen; Avise, 1990). Entretanto, o mtDNA pode
ter uma resposta limitada, necessitando a utilizacdo de marcadores nucleares, que sao herdados
tanto da mde quanto do pai e nos estudos podem ter maior precisdo estatistica dos resultados
(Komoroske et al., 2017).

O uso combinado de marcadores mitocondriais e nucleares pode auxiliar na
investigacdo e descoberta de novos hibridos que ndo podem ser identificados por morfologia.
Além de permitir identificar niveis de introgressao (Carreras et al., 2006; Naro-Maciel et al.,
2008; Bagda; Bardakci; Turkozan, 2012; Brito et al., 2020). Portanto, foram desenvolvidos
marcadores nucleares para todas as espécies de tartarugas marinhas, aplicados a estudos sobre
o componente genético masculino das populacdes (Komoroske et al., 2017). Estudos de
biologia molecular foram desenvolvidos utilizando marcadores nucleares e mitocondriais, para
investigar hibridizagao, filopatria de machos, caracterizacio genética (Fitzsimmons et al., 1997;
Naro-Maciel et al., 2008; Vilaca et al 2012; Garofalo et al., 2013).

A metodologia do cddigo de barras de DNA intensificou a utilidade do gene
mitocondrial citocromo oxidase I (COI) como marcador molecular para identificacao
taxondmica (Dawnay et al., 2007). e a crescente utilizacdo do gene levou ao consenso deste
marcador para identificacdo de espécies animais e publica¢do de sequéncias, como um codigo
de barras (Dawnay et al., 2007). A disponibilizagdo de sequéncias de espécies para este
marcador permite comparar dados e que podem ser utilizados para estudos do estado de
conservagdo das populagdes e genética populacional (Petit-Marty; Vazquez-Luis; Hendriks,
2020) Ele é considerado o marcador essencial para a identificagdo das espécies visto que a
sequéncia nucleotidica é conservada a niveis intraespecificos e variada a niveis interespecificos
(Hubert et al., 2008).

Ainda que forneca material genético conservado, esse gene pode apresentar
mudancgas nas sequéncias nucleotidicas, permitindo distinguir popula¢des (Camacho-Sénchez

et al., 2022). Outra aplicacdo importante no uso de dados de sequéncias de DNA utilizando o
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COI € a construcdo de rede de haplétipos e arvores filogenéticas, que permitirdo avaliar a
distancia genética e relagdes evolutivas das espécies (Komoroske et al., 2017; Naro-Maciel et
al., 2010). Especificamente para tartarugas marinhas, Naro-Maciel (2010) estabeleceu um
fragmento de 815bp do gene COI, que pode ser utilizado para as sete espécies de tartarugas
marinhas. As sequéncias fornecidas a partir desse marcador permitem melhor entendimento
acerca das rotas migratdrias e relagdes evolutivas das tartarugas marinhas (Komoroske et al.,
2017) Portanto, as sequéncias de COI tornam-se uma ferramenta fundamental para estudar
diversos aspectos das espécies de tartarugas marinhas, na distin¢do das espécies, além de ser
instrumento de anélises taxonomicas (Vargas, Aratjo; Santos, 2009; Deef, 2023).

Ao se falar em marcadores de regides nucleares, um exemplo ¢ o BDNF, fator
neurotréfico derivado do cérebro, importante componente para a sobrevivéncia dos neurénios
e a resposta aos estimulos (Ikegame et al., 2013). Alguns estudos vém utilizando este marcador
na producgdo de sequéncias para identificacdo de hibridos, caracterizacdo genética, evolucao
molecular e variacdo interespecifica (Garofalo et al., 2012; Vilaca; Santos, 2013).

O gene ativador de recombina¢do, RAG-1, € um codificador de proteinas do sistema
imunolégico e que ocorre em vertebrados. Estudos moleculares t€ém sido realizados para
avaliacdo das relagdes filogenéticas de tartarugas, a fim de averiguar a relagao evolutiva entre
as populacdes (Krenz et al., 2005). Vilagca e Santos (2013) utilizaram sequéncias produzidas

por esse gene para andlises de variacdo interespecifica.

2.5 Analise computacional de dados biolégicos para estudos de diversidade

A bioinformatica utiliza conhecimento de diversas dreas para estudar o genoma dos
organismos a partir de dados, modelos e programas computacionais. Por meio dos avancos
tecnoldgicos na drea da biologia molecular atrelado as ferramentas de bioinformatica, € possivel
desenvolver softwares que servirdo para anélises genéticas para determinar fungdes de genes e
proteinas, criar arvores filogenéticas, redes de haplétipos, determinar configuracdo de proteinas
e seus ligantes bem como avaliar expressdo génica (Araujo et al., 2008)

Esses estudos sdo possiveis gracas ao agrupamento de dados genéticos, depositados
em bancos de dados. Estes tém se tornado cada vez mais utilizados por pesquisadores para o
armazenamento de dados de DNA que poderao ser utilizados em estudos de biologia molecular,
filogenia e filogeografia (McCormack et al., 2013).

O Genbank € o maior banco de dados genéticos disponivel publicamente (Leray et

al., 2019). Possuindo sequéncias de nucleotideos para mais de cem mil espécies, o repositorio
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€ essencial para a filogenética (Sanderson et al., 2008) e o uso da andlise computacional de
dados bioldgicos tornou-se indispensdvel para a filogenética (Degrave; Machado, 2007).

Uma metodologia bastante utilizada na bioinformatica € o alinhamento de
sequéncias, que consiste em comparar diferentes sequéncias a fim de organizar caracteres que
tenham a mesma ordem nas sequéncias utilizadas(Pearson; Lipman, 1988). E composto por trés
tipos: alinhamento em pares, multiplas sequéncias e sequéncia estrutural. Além disso, sdo
divididos em alinhamento global ou local, correspondente aos nimeros de sequéncias utilizadas
(Pearson; Lipman, 1988).

O alinhamento multiplo global, método de alinhamento de sequéncias, procura
comparar mais de duas sequéncias e encontrar a melhor correspondéncia entre os caracteres
(Donkor; Dayle; Theophilus, 2014). A partir do alinhamento multiplo, o resultado pode ser
aplicado para algumas fungdes como identificacdo de regides conservadas, identificacdo de
divergéncia nos nucleotideos, constru¢do de arvores filogenéticas e redes de hapldtipos
(Wheeler; Kececioglu, 2007).

Um software da bioinformatica bastante utilizado é o MEGA (Tamura; Stecher;
Kumar, 2021) para andlises como alinhamentos, determinacdo da matriz de distancia,
construcdo de arvores filogenéticas, modificacdo de nucleotideos para aminoécidos, distancia
evolutiva, dentre outros (Sohpal; Dey; Singh, 2010) As ferramentas permitem encontrar
relacdes evolutivas entre as sequéncias, além de relagdes estruturais e funcionais. Além disso,
podem mostrar regides conservadas em sequéncias pouco semelhantes e regides que evoluem
mais lentamente comparadas a outras de um genoma (Batzoglou et al., 2005).

A érea que estuda a relacdo evolutiva entre as espécies e seus ancestrais comuns &
a filogenia e uma das maneiras de estudar essa relacdo € por meio de uma arvore filogenética
(Rizzo; Rouchka, 2007). Ela contém nds que representam os tdxons, além de ramos
representando o tempo de divergéncia entre as espécies (Horiike, 2016). Originalmente, a
filogenia era baseada em comparacdo morfologica entre fdsseis, entretanto, informacgdes
morfoldgicas sdo limitadas. Atualmente, com a otimizacao da obten¢do de dados moleculares,
a maioria das arvores filogenéticas sdo construidas a partir de sequéncias de aminoécidos e
nucleotideos. Tem-se o desenvolvimento de programas para a constru¢do de darvores
filogenéticas utilizando dados moleculares. A partir disso, pode-se aferir sobre o
desenvolvimento evolutivo das espécies, identificacdo de espécies e evolucdo de genes
(Horiike, 2016).

Geralmente a construcdo de uma darvore filogenética se d4 por etapas utilizando

alguns programas para organizacdo e interpretacdo desses dados. Ao obter as sequéncias em
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laboratério ou a partir de bancos de dados na internet, faz-se o alinhamento, estimativa de
distancia e constru¢do da arvore em programas especificos para cada fun¢do. O MEGA € um
programa que redne as ferramentas necessdarias para cada etapa, sendo um programa adequado
para medir, construir e avaliar a distancia evolutiva entre as espécies (Hall, 2013; Khan, 2017).

Uma outra forma de demonstrar a relacdo entre as espécies em estudos
filogeograficos € por meio de rede de haplotipos, utilizando sequéncias moleculares (Garcia et
al.,2021). As redes de haplétipos basicamente sao utilizadas para estudar as relagdes histéricas
e biogeograficas entre as espécies de diferentes populagdes. Um dos softwares utilizados para
esses estudos de genética populacional € o POP-Art (Population Analysis with Reticulate
Trees), que desenvolve mapas a partir de dados moleculares das espécies e assim fazer a
inferéncia sobre a distribuicdo geografica das populacdes (Leigh; Bryant, 2015). Esses mapas
auxiliam na investigacdo sobre a distribui¢do, especiacao, migracdes e estrutura populacional
de diversas espécies (Garcia et al., 2021). Portanto, o uso de dados genéticos em arvores
filogenéticas e rede de hapldtipos tem se tornado meios mais produtivos para estudos de

distribuic¢do, evolucdo, colonizacdo, fluxo génico e estrutura de populagdes (Paradis, 2018).


https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0251878
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao da pesquisa

O presente estudo classifica-se como pesquisa descritiva, caracterizada pela
descricdo de determinadas caracteristicas que compdem uma populagdo ou fendmeno a partir

de técnicas de coleta de dados (Gil, 2008).

3.2 Origem dos dados

Inicialmente realizou-se a escolha dos genes a serem utilizados como base do
trabalho. Baseado em andlise prévia de artigos sobre caracterizagdo genética de tartarugas
marinhas, observou-se a incidéncia do gene mitocondrial COI e alguns estudos utilizando os
genes nucleares RAG-1 e BDNF.

A partir das definicdes de genes a serem utilizados, realizou-se a busca de
sequéncias genéticas no banco de dados “’GenBank’’, do National Center for Biotechnology
Information para cada espécie e cada gene, considerando-se os critérios detalhados no quadro
1. Nao houve restri¢cao de ano para as amostras. Os arquivos das sequéncias, para cada gene e
espécie, foram salvos e organizados na extensdo .fasta, para os quais foram considerados os

dados de localizacdo e nimero de acesso da sequéncia no GenBank.

Quadro 1. Palavras-chave utilizadas para busca.

Regido alvo | Palavras-chave

COlI "COI", "marine turtle", "COI marine turtle"
RAG-1 "RAG1", "RAG-1", "marine turtle", "RAG1 marine turtle", "RAG-1 marine
turtle"

BDNF "BENF", "marine turtle", "BDNF marine turtle"
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3.3 Alinhamento das sequéncias

Ap6s a organizagdo das sequéncias, a andlise dos dados foi feita por grupo génico
de andlise, ou seja, para COI, BDNF e RAG-1, separadamente. As sequéncias, por grupo, foram
submetidas a alinhamento multiplo utilizando-se o programa “MEGAI11’’ (Tamura; Stecher;
Kumar, 2021). Para os alinhamentos, somente foram consideradas sequéncias verificadas.
Todos os alinhamentos foram realizados utilizando-se a ferramenta algoritmica ClustalW.
Especificamente para as sequéncias do gene COI, os alinhamentos foram feitos por espécie de
tartaruga.

A partir dos alinhamentos organizados, converteu-se o arquivo para o formato
.mega para demais andlises. Em seguida realizou-se a constru¢ao de arvores filogenéticas. A
elaboracdo ocorreu pelo programa MEGAI11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021) utilizando as
ferramentas “’Phylogeny’” e ‘“’Neighbor Joining Tree’” com os arquivos de alinhamentos
convertidos e método ‘’bootstrap’’com 1000 repeticdes. A construgdo das arvores filogenéticas
para os genes BDNF e RAG-1 foi realizadas para todas as espécies, enquanto para o gene COI,
foram construidas cinco arvores filogenéticas representando cada espécies de ocorréncia no
Brasil (Caretta caretta, Eretmochelys imbricata, Chelonia mydas, Dermochelys coriacea,

Lepidochelys olivacea). Ao final, todas as arvores filogenéticas foram salvas na extensao .jpeg.

3.4 Analise filogeografica

As andlises de filogeografia foram feitas a partir da construcdo de redes de
haplétipos utilizando o programa “’PopArt’’, para identificacdo de agrupamentos com base em
loci polimorficos. A construgdo deu-se a partir dos alinhamentos das sequéncias em formato
.fasta convertidos para o formato .nexus, modificados em bloco de notas para a leitura adequada
no programa. Para construcdo das drvores no programa, utilizou-se o método “’Minimum
Spanning Network’’ que constréi uma matriz de distancia entre as sequéncias. Ao final, todas

as imagens foram salvas na extensdo .png.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da busca no banco de dados GenBank forneceu informagdes sobre
cada espécie para cada gene abordado no trabalho, incluindo as sequéncias nucleotidicas,
tamanho das sequéncias, ano, localizacdo, autor, artigo (se submetido e/ou publicado) e proteina
deduzida. Sao dados essenciais para caracterizacdo das espécies e estudos comparativos. Para
as andlises do trabalho foram priorizadas as sequéncias nucleotidicas e localizac¢io para anélises

filogenéticas e filogeograficas.

Ao todo, foram cento e catorze sequéncias utilizadas para as sete espécies
espalhadas globalmente pelas bacias do Atlantico-Mediterraneo e Indo-Pacifico. Chelonia
mydas foi a espécie mais abordada. Estados Unidos, México e Austrdlia foram os locais mais
frequentes e COI o gene com mais resultados. No geral, foram encontradas 56 sequéncias de
Chelonia mydas, 11 de Eretmochelys imbricata, 16 de Dermochelys coriacea, 17 de Caretta

caretta, 10 de Lepidochelys olivacea, 2 de Lepidochelys kempii e 2 de Natator depressus.

4.1 Regiao mitocondrial amplificada pelo gene COI

A partir da andlise no GenBank, foram obtidas 53 sequéncias referentes a regiao
COl, das quais as mais frequentes foram para a espécie Chelonia mydas com 36 sequéncias,
seguida de Caretta caretta com 6. No entanto, ndo foram obtidas sequéncias para a espécie

Natator depressus e Lepidochelys kempii (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias obtidas para o gene COI

Espécie Niimero de sequéncias Localizacao

Eretmochelys imbricata 5 Peru, Colombia, Porto Rico e
Australia (2)
Brasil, México (25), China

Chelonia mydas 36 2), India (2), Estados
Unidos, Quénia e Australia
4)

Caretta caretta 6 Quénia, Itdlia.  Estados

Unidos, Austrdlia e Turquia

2)
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Dermochelys coriacea 3 Malta, Austrdlia e Ilhas
Virgens
Lepidochelys olivacea 3 Austrdlia e India (2)

Figura 8. Rede de haplétipos de Chelonia mydas para o gene COIL
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Figura 9. Arvore filogenética de Chelonia mydas para o gene COI

Chelonia mydas 29 (Brasil)

Chelonia mydas 30 (Estados Unidos)
Chelonia mydas 13 (Mexico)
Chelonia mydas 12 (Mexico)
Chelonia mydas 11 (Mexico)
Chelonia mydas 10 (Mexico)
Chelonia mydas 09 (Mexico)
Chelonia mydas 08 (Mexico)
Chelonia mydas 07 (Mexico)
Chelonia mydas 06 (Mexico)
Chelonia mydas 05 (Mexico)
Chelonia mydas 04 (Mexico)
Chelonia mydas 03 (Mexico)
Chelonia mydas 02 (Mexico)
Chelonia mydas 01 (Mexico)
Chelonia mydas 35 (India)

Chelonia mydas 31 (Australia)
Chelonia mydas 14 (Mexico)
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Chelonia mydas 15 (Mexico)
Chelonia mydas 16 (Mexico)

Chelonia mydas 17 (Mexico)

Chelonia mydas 18 (Mexico)

Chelonia mydas 19 (Mexico)
Chelonia mydas 20 (Mexico)
Chelonia mydas 21 (Mexico)
Chelonia mydas 22 (Mexico)
Chelonia mydas 23 (Mexico)
Chelonia mydas 24 (Mexico)
Chelonia mydas 25 (Mexico)
Chelonia mydas 26 (China)
Chelonia mydas 27 (China)
Chelonia mydas 28 (Quenia)
Chelonia mydas 32 (Australia)
Chelonia mydas 34 (Australia)
Chelonia mydas 33 (Australia)

Chelonia mydas 36 (India)
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Para o gene COI, os resultados mostraram seis haplétipos divididos de acordo com a

similaridade de sequéncias nucleotidicas a seguir:

Haplétipo 1 - Australia e India

Haplétipo 2 - China

Haplétipo 3 - México (Pacifico), China, Austradlia e Quénia
Haplétipo 4 - Australia

Haplétipo 5 - India

Haplétipo 6 - México (Atlantico), Brasil, Estados Unidos

A arvore filogenética, como consta na figura 8, apontou divergéncia entre linhagens
do Atlantico e Pacifico para tartarugas verdes que habitam as regides do México, também
indicada pelos hapl6tipos 3 e 6 (figura 9). Linhagens da India e Austrélia préximas ao clado do
Atlantico.

Os resultados de filogenia e filogeografia agrupam Chelonia mydas em um grupo
com individuos encontrados tanto no Oceano Atlantico (haplétipo 6) quanto no Oceano Pacifico
(haplétipo 3) baseado na similaridade de suas sequéncias, expostas nas figuras 8 e 9.

Essa conexao entre individuos do Brasil com México e Australia, indica que nao ha
barreiras fisicas para a distribui¢ao das tartarugas verdes na bacia do Atlantico-Mediterraneo,
que podem trocar informagdes genéticas por meio de coloniza¢do, assim como as linhagens do
Indo-Pacifico, que estdo agrupadas em um haplétipo.

Acredita-se que as linhagens do Atlantico-Meditrraneo e Pacifico foram
colonizadas por eventos diferentes e que a regido do Indo-pacifico foi o precursor evolutivo, a
partir de estudos moleculares com mtDNA (Jensen et al., 2019). Isso também € sustentado pela
teoria de que a regido do Indo-Pacifico foi a responsavel pela origem e distribuicdo de espécies
marinhas tropicais (Bowen et al., 2013). Estima-se que, as linhagens do Atlantico e do Pacifico
divergem em mais de trés milhdes de anos (Duchene et al, 2012) e que estdo agrupadas
geograficamente em duas regides: Atlantico-Mediterraneo e Indo-Pacifico por conta de
barreiras climaticas e geogréficas, principalmente pelas zonas temperadas frias do extremo sul
da Africa. (Bowen et al., 1992). Entretanto, a 4rvore filogenética mostra similaridade entre
regides do Indo-Pacifico (fndia e Australia) e Atlantico (Brasil, México e Estados Unidos),

levantando a possibilidade de fluxo génico a partir de rotas migratérias do sul da Africa.
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Figura 10. Rede de haplétipos de Caretta caretta para o gene COI
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Figura 11. Arvore filogenética de Caretta caretta para o gene COI

— Caretta caretta 38 (Quenia)
52
5 —— Caretta caretta 39 (ltalia)
Caretta caretta 42 (Turquia)
— Caretta caretta 40 (Estados Unidos)
A5

—— Caretta caretta 41 (Australia)

Caretta caretta 43 (Turquia)

Para o gene COI, os resultados mostraram quatro haplétipos divididos de acordo com a

seguinte similaridade de sequéncias nucleotidicas.:
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Haplétipo 1 - Itdlia
Haplétipo 2 - Quénia e Turquia
Haplétipo 3 - Australia
Haplétipo 4 - Estados Unidos

A drvore filogenética apontou proximidades entre as linhagens de Itélia
(Mediterrineo) e Quénia (Indico) com Turquia (Mediterraneo), que nio corrobora com os
haplotipos. Além disso, proximidade entre Austrélia e Estados Unidos pode ser observada com
linhagem basal da Turquia, porém cada linhagem pertence a diferentes haplétipos (figuras 10 e
11).

A diferenca nos resultados se deve pela metodologia utilizada na constru¢do do
mapa e da arvore em seus respectivos programas. As mudangas climdticas influenciaram a
distribuicao populacional e de nidificac¢do das tartarugas (Bowen et al., 1993) A nidificagdo das
tartarugas cabecudas estdo atreladas as zonas quentes e temperadas. E essas migracdes
reprodutivas de milhares de quildmetros abrangem o Mar Mediterraneo e os Oceanos Atlantico,
Indico e Pacifico Ocidetanl. As populacdes de cabecudas provavelmente foram isoladas
geograficamente ao longo da época mais fria do periodo Pleistoceno, provocando a migragao
para as latitudes mais altas pelo sul da Africa. Portanto, o litoral do Sul da Africa proporciona
uma caminho para as migragdes transocednicas Atlantico-Mediterraneo e IndoPacifico,
compartilhando informacdes genéticas entre populagdes (Bowen et al., 1994). Tartarugas
juvenis frequentemente visitam éreas costeiras do Mediterraneo como Turquia e Itdlia em rotas
migratérias de alimentacdo (Maffucci; Kooistra; Bentivegna, 2006). Essas rotas para dreas de
alimentacdo do Mediterraneo sdo influenciadas pelas correntes maritimas e massas de dgua

(Yilmaz; Turkozan; Bardakci, 2011).
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Figura 12. Rede de haplétipos de Eretmochelys imbricata para o gene COIL
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Figura 13. Arvore filogenética de Eretmochelys imbricata para o gene COI
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Para o gene COI, os resultados mostraram quatro haplétipos divididos de acordo com a

similaridade de sequéncias nucleotidicas.
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Haplétipo 1 - Australia
Haplétipo 2 - Australia e Peru
Haplétipo 3 - Porto Rico
Haplétipo 4 - Colombia

A arvore filogenética apontou proximidades entre as linhagens do Pacifico que
estdo localizadas na Austrédlia e Peru. Assim como mostrou conexdes entre linhagens do
Atlantico, Porto Rico e Colombia. A segunda sequéncia da Austrélia € mostrada como clado
basal, bem como mostram as figuras 12 e 13.

A conexdo entre amostras de Austrdlia e Peru na regido do pacifico pode estar
associada a migracdo pelas correntes ocednicas da regidao (Blumenthal et al., 2009), além da
distribui¢ao dos recifes de corais, que podem influenciar as unidades demogréficas (Arantes;
Vargas; Santos, 2020). A divergéncia observada entre as linhagens do Atlantico (Colombia e
Peru) e as linhagens do Pacifico (Austrdlia e Peru) podem estar relacionadas as barreiras

geograficas do Atlantico Sul (Duchene et al., 2012), provocando barreiras de fluxo génico.

Figura 14. Rede de hapldtipos de Lepidochelys olivacea para o gene COI
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Para o gene COI, os resultados mostraram trés haplétipos divididos de acordo com a
similaridade de sequéncias nucleotidicas.
Haplétipo 1 - India
Haploétipo 2 - Australia
Hapl6tipo 3 - India
Sequéncias insuficientes para montagem de arvore filogenética

Os resultados da rede de haplétipos de Lepidochelys olivdcea (figura 14) apontam

diferentes agrupamentos para as sequéncias, que estdo distribuidas pelos Oceanos Indico e

Pacifico. A espécie possui distribui¢do pelos Oceanos indico, Pacifico e Atlantico em zonas
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temperadas quentes e zonas tropicais, com comportamento altamente migratdrio entre dreas de
alimentacdo e nidificacdo (Bowen et al., 1997). Além disso, possuem colonias de nidificacao
na India e Austrélia (Shanker; Pandav; Choudhury, 2004; Whiting et al., 2007). Os resultados

sugerem que as linhagens da India divergiram de populagdes da Austrélia.

Figura 15. Rede de haplétipos de Dermochelys coriacea para o gene COI
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Para o gene COI, os resultados mostraram um haplétipo agrupado de acordo com a
similaridade de sequéncias nucleotidicas:
Haplétipo tnico - Malta, Austrélia, I1has Virgens (EUA)

Porém, somente trés sequéncias sdo insuficientes para a montagem da arvore
filogenética.

Nota-se que a localiza¢do das sequéncias difere, revelando possivel colonizagdo e
fluxo génico. Outra possivel explicacdo a ser apontada se apoia na teoria da lenta taxa de
mutagdo do DNA mitocondrial das tartarugas de couro (Dutton et al., 1999). E necessdrio maior

amostragem para uma andlise mais precisa de filogeografia.



4.2 Regiao nuclear amplificada para o gene BDNF
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A partir da andlise no GenBank, foram obtidas 45 sequéncias referentes a regiao

BDNEF, das quais as mais frequentes foram para a espécie Chelonia mydas com 15 sequéncias,

seguida de Dermochelys coriacea com 10. No entanto, foram obtidas poucas sequéncias para

as espécies Natator depressus e Lepidochelys kempii (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncias obtidas para o gene BDNF

Espécie

Nuamero de sequéncias

Localizacao

Eretmochelys imbricata

4

Estados Unidos (3) e

Austrélia
Brasil (5), Estados
Chelonia mydas 15 Unidos(2), México (2), Israel
(5) e Australia (1)
Caretta caretta 9 Brasil, Australia, Estados
Unidos (3) e Italia (4)
Dermochelys coriacea 10 Estados Unidos (7), Malta,
Gabao e Austrélia
Lepidochelys olivacea 5 Brasil, Australia, Gana e
Estados Unidos (2)
Lepidochelys kempii 1 Estados Unidos
Natator depressus 1 Austrélia




Figura 16. Arvore filogenética das sete espécies de tartarugas marinhas para o gene BDNF
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Lepidochelys kempil 39 (Estados Unidos)
Lepidochelys olivacea 41 (Estados Unidos F)
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Lepidochelys olivacea 45 (Brasil)
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Dermochelys coriacea 33 (Estados Unidos)
Dermochelys coriacea 34 (Estados Unidos P)
Dermochelys coriacea 35 (Malta)
Dermochelys coriacea 36 (Gabao)
Dermochelys coriacea 37 (Australia)
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Chelonia mydas 15
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Figura 17. Rede de haplétipos das sete espécies de tartarugas marinhas para o gene BDNF
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Para o gene BDNF, os resultados mostraram oito haplétipos divididos de acordo com a
similaridade de sequéncias nucleotidicas:
Haplétipo 1 - Brasil (Chelonia mydas)
Haplétipo 2 - Brasil (Chelonia mydas)
Haplétipo 3 - Brasil (Chelonia mydas)
Haplétipo 4 - Israel, Brasil, Estados Unidos (Pacifico), México, Austrdlia, Estados Unidos
(Chelonia mydas)
Haploétipo 5 - Austrdlia (Natator depressus)
Haploétipo 6 - Itdlia (CC), Estados Unidos (CC e El), Estados Unidos P (CC e EI), Austrdlia e
Brasil (CC)
Haploétipo 7 - Brasil (LO), Estados Unidos P (LO), Gana (LO), Austrélia (LO), Estados Unidos
(LK)
Haplétipo 8 - Estados Unidos P, Gabao, Malta, Austrdlia, Estados Unidos (Dermochelys
coriaceaq)

Os resultados de arvore filogenética se assemelham aos haplétipos de acordo com
as proximidades e divisdo dos clados. As linhagens de Eretmochelys imbricata dos oceanos

Atlantico e Pacifico possuem proximidade genética. Além disso, nota-se a conexdo de
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Eretmochelys imbricata com Caretta caretta, Lepidochelys olivacea e Lepidochelys kempii. C.
caretta demonstrando proximidade de populagdes do Atlantico-Mediterraneo e Indo-Pacifico.
L. olivacea possuem individuos do Atlantico e Pacifico, além de ser tdxon-irmao de L. kempii.
Dermochelys coriacea possuem linhagens nos oceanos Atlantico, Mediterraneo e Pacifico.
Natator depressus ramificou-se como tdxon isolado, porém com proximidade a Chelonia
mydas, que possui linhagens préximas localizadas nos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico
(figuras 16 e 17).

Estudos de composicdo genética indicaram que, a partir de resultados de baixa
diversidade de nucleotideos, algumas populagdes do Brasil podem estar associados aos dos
Estados Unidos a partir da colonizac¢do de populagdes do sul (Reis et al., 2009). Os resultados
do presente estudo colocam Caretta caretta, Lepidochelys olivacea, Lepidochelys kempii e
Eretmochelys imbricata em regides bem préximas com base no nDNA, corroborando com
estudos de Naro-Maciel (2008). A proximidade entre as linhagens de regides do Atlantico,
Mediterraneo e Pacifico podem ser explicadas pelo comportamento migratério em regides
quentes e temperadas (Bowen et al., 1994)

Natator depressus nidificam exclusivamente regides ao norte da Austrdlia,
forrageiam regides ao norte do pais, como também o lado leste da Indonésia e lado sul de Nova
Guiné (Fitzsimmons et al., 2020). O isolamento de Natator depressus nos resultados se deve ao
seu endemismo, sendo uma espécie que habita a costa australiana (Theissinger et al., 2008).
Sua migracdo € limitada geograficamente as regides costeiras mais rasas pelo menos na fase
inicial da vida (Walker; Parmenter, 1990).

O resultado filogenético para Natator depressus o coloca isolado das outras
espécies (figura 16). Anteriormente, essa espécie foi considerada como pertencente ao género
Chelonia (Chelonia depressa Garman, 1880), além de ser integrada a tribo Carettini. Entretanto,
estudos recentes defendem a dissociagdo da espécie a estas classificacdes e o coloca como
espécie Natator depressus (Naro-Maciel et al., 2008; Samon et al., 2016). Os resultados
filogeograficos e filogenéticos o coloca proximo a Chelonia mydas, que ja foi relacionado de
acordo com estudos moleculares utilizando marcadores mitocondriais por Naro-Maciel (2008).

As mudangas climédticas durante o Pleistoceno afetaram a dindmica populacional de
tartarugas verdes e outros organismos marinhos pela mudanca na temperatura, nivel do mar e
dindmica da costa (Jensen et al., 2019) O agrupamento de Chlonia mydas coloca linhagens do
Atlantico e Pacifico no mesmo haplotipo 3 (figura 17). Essas conexdes podem estar associadas
aos eventos geoldgicos recentes ou podem estar relacionadas pelo fluxo génico entre diferentes

populacdes e os acasalamentos podem ocorrer entre individuos de diferentes locais durante
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migragdes (Karl; Bowen; Avise, 1992) Utilizando marcadores nucleares e mitocondriais, Naro-
Maciel (2008) estimou a divergéncia entre as linhagens transoceanicas de tartarugas verdes em
7 milhdes de anos, estando temporalmente de acordo com o desaparecimento do Mar de Tétis ,
que impediu o cruzamento entre populagdes marinhas do Atlantico e Indo-Pacifico. Além disso,
atribui-se a separacdo geografica das espécies tropicais as temperaturas baixas das zonas
temperadas. Entretanto, estudos recentes utilizando microssatélites e mtDNA revelam
linhagens transoceanicas de tartarugas verdes agrupadas entre si (Bourjea et al., 2006).

O género Lepidochelys engloba as espécies Lepidochelys olivacea e Lepidochelys
kempii, que estdo alocadas no subgrupo Carettini, que inclui Caretta caretta e Eretmochelys
imbricata (Naro-Maciel; Fitzsimmons; Amato, 2008), também demonstrado pela arvore
filogenética (Figura 17). Especificamente, L. kempii é a espécie de tartaruga marinha mais
ameacada no mundo, e sua distribuicdo estd fortemente relacionada a regido do Golfo do
México, onde estd localizada sua drea de nidificagdo, e com algumas populacdes em outras
regides do Atlantico Norte como o sul do Texas (Bowen et al., 1998; Gredzens; Shaver, 2020).
L. kempii € a tartaruga mais ameagada de extingdo e seu declinio populacional pode ocasionar
a diminui¢do da variabilidade genética. Estudos sugerem que L. olivacea colonizou populagdes
do Atlantico por meio da rota do Cabo da Boa Esperanca, no sul da Africa durante o periodo
final do Pleistoceno e hoje possuem linhagens ao oeste da Africa e litoral leste da América do
Sul (Bowen, 1997; Ferreira et al., 2021).

A tartaruga de couro, Dermochelys coriacea, é a Unica representante da familia
Dermochelyidae. Sua dispersio geografica compreende regides do Atlantico, Pacifico, Indico
e Mar Mediterraneo. A maior populacdo da tartaruga de couro estd localizada no Atlantico Sul,
abrangendo mais de quarenta mil fémeas que nidificam a costa do Gabao (Witt et al., 2011).
As linhagens oriundas da Africa Ocidental migram para as dreas de forrageamento da América
do Sul. Além disso, a identificacdo de populagdes de tartarugas de couro nos Estados Unidos
possibilita a elaboracdo de hipoteses de colonizacdo e fluxo génico. (Dutton et al., 2013).

Tartaruga de pente, Eretmochelys imbricata, esta agrupada de acordo com o que se
refere a tribo Carettini (Naro-Maciel, 2008), como pode ser visto na figura 16. Pelas redes de
haplotipos, observa-se que estd agrupada com Caretta caretta em regides que compreendem o
Atlantico e o Pacifco. Dutton (1996), observou essa relacdo com tartaruga cabeguda utilizando
ND4-LEU tRNA em filogenia molecular. As populacdes de E. imbricata divergiram a partir
do fechamento do Istmo do Panam4, na época do Plioceno (Duchene et al., 2012). Visto que as
tartarugas de pente estdo acostumadas as regides tropicais, as regides temperadas sao as menos

favordveis para rotas migratdrias, provocando divergéncia genética entre linhagens do Atlantico
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e Pacifico pela limitacio geografica do sul da Africa e América (Arantes; Vargas; Santos,
2020). Entretanto, Vargas (2015), relatou evidéncias de conexdes entre bacias do Atlantico com

coldnias do Indo-Pacifico.

4.3 Regiao nuclear amplificada pelo gene RAG-1
A partir da andlise no GenBank, foram obtidas 16 sequéncias referentes a regido
RAG-1, das quais as mais frequentes foram para a espécie Chelonia mydas com 5 sequéncias.

Foram obtidas poucas sequéncias para as sete espécies (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncias obtidas para o gene RAG-1

Espécie Numero de sequéncias Localizacio

Eretmochelys imbricata 2 Estados Unidos e Australia

Brasil (2), México (2) e

Chelonia mydas 5 Australia (1)

Caretta caretta 2 Estados Unidos e Austrilia

Dermochelys coriacea 3 Estados Unidos, Gabdo e
Austrélia

Lepidochelys olivacea 2 Gana e Austrilia

Lepidochelys kempii 1 Estados Unidos

Natator depressus 1 Austrélia




Figura 18. Arvore filogenética das sete espécies de tartarugas marinhas para o gene RAG-1
Chelonia mydas 01 (Brasil)

(
Chelonia mydas 02 (Brasil)
Chelonia mydas 03 (Mexico)
Chelonia mydas 04 (Mexico)
Chelonia mydas 05 (Australia)
Matator depressus 16 (Australia)
Dermochelys coriacea 10 (Gabao)

Dermochelys coriacea 11 (Australia)

Dermochelys coriacea 12 (Estados Unidos FP)

Eretmochelys imbricata 08 (Estados Unidos)

s0 — Caretta caretta 06 (Estados Unidos)

Caretta caretta 07 (Australia)
47 Lepidochelys kempii 15 (Estados Unidos)
71 Lepidochelys olivacea 13 (Gana)

54  Lepidochelys olivacea 14 (Australia)

Eretmochelys imbricata 09 {Australia)

41
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Figura 19. Rede de haplétipos das sete espécies de tartarugas marinhas para o gene RAG-1
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Os resultados filogeograficos de RAG-1 revelaram oito haplétipos distribuidos pelas
bacias do Atlantico e Indo-Pacifico:
Haplétipo 1 - Australia e Gana (Lepidochelys olivacea)
Haplétipo 2 - Estados Unidos (Lepidochelys kempii)
Haplétipo 3 - Estados Unidos (Eretmochelys imbricata)
Haplétipo 4 - Estados Unidos e Austrdlia (Caretta caretta)
Haplétipo 5 - Australia (Eretmochelys imbricata)
Haplétipo 6 - Australia (Natator depressus)
Haplétipo 7 - Brasil, México e Australia (Chelonia mydas)
Haploétipo 8 - Gabao, Australia, Estados Unidos P (Dermochelys coriacea)

As sequéncias para RAG-1 foram reunidas em uma arvore filogenética com sequéncias
nucleotidicas levando em conta seus alinhamentos e similaridades entre as sequéncias (figura
18). Chelonia mydas possui linhagens encontradas pelo Atlantico e Pacifico, além disso,
observa-se uma proximidade entre Chelonia mydas e Natator depressus. Linhagens de
Dermochelys coriacea distribuidas pelo Indo-Pacifico e Atlantico, bem como Caretta caretta,
que possui uma conexao com o género Lepidochelys.

A filogenia constata que Lepidochelys olivacea é tixon-irmao de Lepidochelys kempii.

A linhagem de Eretmochelys dos Estados Unidos mostra conexdes com Caretta caretta,



43

Chelonia mydas e Lepidochelys olivacea (grupo Carettini), enquanto a linhagem da Australia
estd mais proxima de Dermochelys e Chelonini.

Os resultados filogenéticos e filogeograficos agrupam e aproximam linhagens do
Atlantico e do Indo-Pacifco (figuras 18 e 19). Entretanto, devido as condi¢des climaticas
extremamente frias do extremo sul da Africa, esta foi considerada como uma barreira 2
dispersdo das tartarugas verdes (Bowen efr al., 1992) Entretanto, estudos de Zee (2021)
sustentam a teoria dos vazamentos de dguas quentes que facilitaram a dispersao de populacdes
de tartarugas verdes pelo extremo sul da Africa. Encalhes de tartarugas foram observados na
Africa, mais especificamente Cidade do Cabo (Atlantico) mas ndo significa uma situacdo de
nidificacdo e sim pode estar relacionado a nidificacdo em regides préximas, abrindo margem
para a possibilidade de ocorréncia de fluxo génico pela rota da Africa do Sul, explicando dos
agrupamentos transoceanicos e um possivel fendmeno bioldgico (Roberts; Schwartz; Karl,
2004).

Assim como BDNF, a filogenia de Natator depressus o coloca proximo a Chelonia
mydas. Estudos anteriores colocaram como género Chelonia (Garman 1880) ou até mesmo na
tribo Carettini (Dutton, 1996). Entretanto, atualmente estd agrupada na tribo Chelonini préximo
a Chelonia mydas (Naro-Maciel, 2008), como mostram os resultados de arvore filogenética. Ao
sul da Austrdlia, nidificam principalmente durante o verdo, ao norte a nidificacdo ocorre no
inverno (Limpus, 2007). Ao eclodir, os filhotes ndo migram por milhares de quilometros da
costa por correntes ocednicas e iniciam seu desenvolvimento até a fase juvenil, elas acabam por
migrar pela plataforma continental neritica, indicando sua distribuicdo geografica limitada.
(Wildermann et al., 2017; Walker; Parmenter, 1990).

A espécie Caretta caretta, de acordo com os resultados da arvore filogenética
(Figura 18) estd agrupada na tribo Carettini, que abrange, além de C caretta, as espécies
Lepidochelys olivacea, Lepidochelys kempii e Eretmochelys imbricata, ja estudado em analises
moleculares de Dutton (1996) e ratificada por Naro-Maciel (2008).

Com base na rede de haplotipos e localizacdo, acredita-se que houve fluxo génico
entre os oceanos Atldntico e Indico por migragdes ao redor do sul da Africa pelas dguas
temperadas. Outra explicacdo para o agrupamento se deve ao isolamento das populagdes por
milhdes de anos, e a transferéncia de material genético apds o isolamento resultou na
semelhanga entre os haplotipos. (Bowen et. al, 1994).

A tartaruga de couro, dentre as espécies de tartarugas marinhas, é a mais abrangente
do mundo, influenciada pelos recursos climaticos das zonas temperadas (Molfetti et al., 2013).

Além disso, sua migracdo € variada de acordo com a disponibilidade de alimento e temperatura
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das dguas (Sale et al., 2006). O agrupamento de linhagens do Atlantico com Indo-Pacifico
(Haplétipo 8), pode influenciar a hipétese de que as linhagens mais recentes surgiram da regiao
Indo-Pacifico (Dutton et al., 1999). A costa do Gabao ¢ nidificada pela maior populacdao de
tartarugas de couro do mundo, porém sdo escassas as informacdes sobre 0 comportamento
migratdrio nesta regido (Witt et al., 2011).

Os resultados de haplétipos mostraram bifurcacio das sequéncias de Eretmochelys
imbricata do Atlantico e do Pacifico, além de divisdo evolutiva (Figura 18). A diversidade
genética dessas linhagens pode estar relacionada ao processo de divergéncia das linhagens do
Indo-Pacifico, com mudangas nas correntes ocednicas que iniciaram no final do Pleioceno.
Além disso, a falta de agrupamento de linhagens do Atlantico e Indo-Pacifico pode indicar que
o sul da Africa representa uma barreira geogrifica determinando a diversidade genética da
espécie (Vargas et al., 2015).

A arvore filogenética indicou a conexdo entre as espécies do género Lepidochelys,
que abrange as espécies Lepidochelys kempii e Lepidochelys olivacea, agrapamento confirmado
por andlises moleculares (Naro-Maciel, 2008) e divergéncia teorizada de acordo com a
formacao do Istmo do Panama. Lepidochelys kempii sao nativas do Golfo do México, com forte
comportamento filopatrico nesta drea e migracdo para areas do Atlantico Norte para
desenvolvimento e alimentacdo (Bowen et al, 1997; Camacho-Sanchez et al., 2022). Os
resultados de filogeografia agrupam as tartarugas oliva do Atlantico e Norte. isso pode estar
associado 2 colonizacdo do Atlantico por meio do Cabo da Boa Esperanca (Africa do Sul)
(Hughes, 1972).

Os resultados obtidos a partir de uma pesquisa descritiva podem auxiliar na
investigacao da relacdo existente entre as variaveis abordadas do campo amostral. Além disso,
a pesquisa bibliogréfica faz parte dos métodos da pesquisa descritiva a partir de materiais pré-
existentes na literatura (Raupp; Brauen, 2006).

Em geral, as andlises filogenéticas produziram resultados consistentes aqueles ja
observados na literatura quanto a similaridade e divisdo de clados. As andlises filogeogréficas
revelaram padroes de haplotipos indicando a incidéncia de migracdes transocednicas
intraespecificas. Os resultados mostraram possiveis colonizac¢des e fluxo gé€nico influenciados
pelas correntes oceanicas e temperatura das dguas, influenciando a estruturacdo genética das
espécies. O conjunto de sequéncias obtidas destacou a escassez de dados para Lepidochelys
kempii e Natator depressus, destacando a necessidade de mais dados para estudos de ecologia,
genética e conservagdo. Além disso, nota-se a necessidade de mais estudos com marcadores

nucleares para observacdo da influéncia dos machos na filogeografia e para estudos de



45

hibridiza¢do. Os resultados podem auxiliar a biologia da conservacao ao definir possiveis rotas
de migracdo e assim tracar estratégias de conservacao para espécies ameacadas e protecdo das

praias de nidificagdo.

5 CONCLUSAO

Os resultados auxiliaram o entendimento da filogenia e comportamento migratério das
tartarugas marinhas que estao distribuidas globalmente. O gene COI apresentou o maior nimero
de sequéncias no banco de dados GenBank, indicando a frequéncia de seu uso para
caracterizacdo genética. Em geral, os genes COI e BDNF mostraram os melhores resultados,
indicando a necessidade do uso combinado destes genes para andlises filogeograficas e

filogenéticas.
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APENDICE A —- NUMERO DE ACESSO AOS DADOS DO GENBANK

Tabela 4. Niimero de acesso para as sequéncias do gene COI
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ESPECIE N° DE ACESSO LOCAL ANO
Chelonia mydas MW996701.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996702.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996703.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996704.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996705.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996706.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996707.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996708.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996709.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996710.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996711.1 México 2021
Chelonia mydas MW996712.1 México 2021
Chelonia mydas MW996713.1 México 2021
Chelonia mydas MW996714.1 México 2021
Chelonia mydas MW996715.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996716.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996717.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996718.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996719.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996720.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996721.1 México 2021
Chelonia mydas MW996722.1 Meéxico 2021
Chelonia mydas MW996723.1 México 2021
Chelonia mydas MW996724.1 México 2021
Chelonia mydas MW996725.1 México 2021
Chelonia mydas EU600157.1 China 2008
Chelonia mydas EU600158.1 China 2008
Chelonia mydas MN124278.1 Quénia 2020
Chelonia mydas 1GQ152877.1 Austrélia 2016
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Chelonia mydas GQ152877.1 Austrélia 2016
Chelonia mydas GQ152877.1 Austrélia 2016
Chelonia mydas GQ152877.1 Austrélia 2016
Chelonia mydas GQ152877.1 Estados Unidos 2016
Chelonia mydas KF894757.1 India 2013
Chelonia mydas KF894758.1 India 2013
Caretta caretta MN124279.1 Quénia 2020
Caretta caretta KX241539.1 Italia 2017
Caretta caretta GQ152889.1 Estados Unidos 2016
Caretta caretta GQ152888.1 Australia 2016
Caretta caretta KP136711.1 Turquia 2015
Caretta caretta KP136712.1 Turquia 2015
Lepidochelys

GQ152890.1 Australia 2016
olivacea
Lepidochelys

KF894766.1 India 2013
olivacea
Lepidochelys

KF894766.1 India 2013
olivacea
Dermochelys

_ MH273769.1 Ilhas Virgens 2022

coriacea
Dermochelys

GQ152876.1 Austrélia 2016
coriacea
Dermochelys

KU883273.1 Malta 2017
coriacea
Eretmochelys

GQ152885.1 Australia 2016
imbricata
Eretmochelys

GQ152886.1 Austrdlia 2016
imbricata
Eretmochelys

KU254594.1 Peru 2016
imbricata
Eretmochelys

JX571763.1 Colombia 2014
imbricata
Eretmochelys GQ152887.1 Porto Rico 2016
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imbricata

Tabela 5. Ntiimero de acesso para as sequéncias do gene BDNF

ESPECIE N° DE ACESSO LOCAL ANO
Chelonia mydas XM 027830121.3 Israel 2021

Chelonia mydas XM 007067914.3 Israel 2021

Chelonia mydas XM 043549577.1 Israel 2021

Chelonia mydas XM 043549576.1 Israel 2021

Chelonia mydas XM 043549575.1 Israel 2021

Chelonia mydas MT958899.1 Estados Unidos 2021

Chelonia mydas FJ039943.1 Brasil 2016
Chelonia mydas FJ039950.1 Brasil 2016
Chelonia mydas FJ039936.1 Meéxico 2016
Chelonia mydas FJ039929.1 México 2016
Chelonia mydas FJ039922.1 Austrélia 2016
Chelonia mydas JF415094.1 Brasil 2012
Chelonia mydas JF415095.1 Brasil 2012
Chelonia mydas JF415096.1 Brasil 2012
Chelonia mydas GUO085548.1 Estados Unidos 2010
Caretta caretta XM 048855123.1 Italia 2022
Caretta caretta XM 048855123.1 Italia 2022
Caretta caretta XM 048855123.1 Italia 2022
Caretta caretta XM 048855123.1 Italia 2022
Caretta caretta MT958904.1 Estados Unidos 2021

Caretta caretta MT958902.1 Estados Unidos 2021

Caretta caretta FJ009029.1 Estados Unidos 2021

Caretta caretta FJ009022.1 Austrélia 2016
Caretta caretta JF415092.1 Brasil 2012
Eretmochelys MT958905.1 Estados Unidos 2021

imbricata

Eretmochelys MT958903.1 Estados Unidos 2021

imbricata
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Eretmochelys

FJ039972.1 Estados Unidos 2016
imbricata
Eretmochelys

FJ039965.1 Austrélia 2016
imbricata
Dermochelys

XM 038406183.2 Estados Unidos 2021
coriacea
Dermochelys

XM 038406184.2 Estados Unidos 2021
coriacea
Dermochelys

XM 038406185.2 Estados Unidos 2021
coriacea
Dermochelys

XM 038406186.2 Estados Unidos 2021
coriacea
Dermochelys

XM 038406188.2 Estados Unidos 2021
coriacea
Dermochelys

MT958850.1 Estados Unidos 2021
coriacea
Dermochelys
coriacea KU&883274.1 Malta 2017
Dermochelys
coriacea FJ039915.1 Gabao 2016
Dermochelys
coriacea FJ039908.1 Australia 2016
Dermochelys
coriacea GUO085551.1 Estados Unidos 2010
Natator depressus FJ039957.1 Austrélia 2016
Lepidochelys kempii  FJ039993.1 Estados Unidos 2016
Lepidochelys

MT958900.1 Estados Unidos 2021
olivacea
Lepidochelys MT958901.1 Estados Unidos 2021
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olivacea
Lepidochelys

FJ039986.1 Gana 2016
olivacea
Lepidochelys

FJ039979.1 Australia 2016
olivacea
Lepidochelys

JF415093.1 Brasil 2016
olivacea

Tabela 6. Numero de acesso para as sequéncias do gene RAG-1

ESPECIE N° DE ACESSO LOCAL ANO
Chelonia mydas FJ039953.1 Brasil 2016
Chelonia mydas FJ039946.1 Brasil 2016
Chelonia mydas FJ039939.1 Meéxico 2016
Chelonia mydas FJ039932.1 México 2016
Chelonia mydas FJ039925.1 Austrélia 2016
Caretta caretta FJ009032.1 Estados Unidos 2016
Caretta caretta FJ009025.1 Australia 2016
Eretmochelys

FJ039975.1 Estados Unidos 2016
imbricata
Eretmochelys

FJ039968.1 Australia 2016
imbricata
Dermochelys

FJ039918.1 Gabio 2016
coriacea
Dermochelys

FJ039911.1 Australia 2016
coriacea
Dermochelys

GUO085671.1 Estados Unidos 2016
coriacea
Lepidochelys

FJ039989.1 Gana 2016
olivacea
Lepidochelys

FJ039982.1 Australia 2016
olivacea
Lepidochelys kempii  FJ039996.1 Estados Unidos 2016




64

Natator depressus

FJ039961.1

Australia

2016
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