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RESUMO

O litoral do Ceara mostra-se como uma regido importante para o grupo das tartarugas
marinhas, incluindo registros de desovas, regides de alimentagao e identificada como
rota migratéria. No entanto, ndo esta claro o papel e o grau de conexao das tartarugas
marinhas da costa cearense no contexto das populagdes de quel6nios mundiais.
Estudos genéticos trazem importantes avancos nas informacgdes ecoldgicas para o
grupo. No entanto, predominam até o momento as andlises de genes mitocondriais,
que podem ser insuficientes para responder as questdes de conectividade e
interacoes interespecificas. No presente estudo, foi utilizado material genético de
origem mitocondrial (COl) e nuclear (RAG1, RAG2) amplificados por PCR
convencional, para amostras de tartarugas marinhas encalhadas coletadas em
monitoramentos no litoral leste do Ceara, pela Associacao de pesquisa e Conservacao
de Ecossistemas Aquaticos (AQUASIS) entre os anos de 2010 e 2022. De acordo com
o Sistema de Monitoramento da Biota Aquatica (SIMBA), na regido hé prioritariamente
ocorréncias envolvendo a Tartaruga verde. Foi feito o sequenciamento de SANGER
do DNA amplificado e foram obtidas 102 sequéncias para as espécies Chelonia mydas
(n=88), Caretta caretta (n=6), Eretmochelys imbricata (n=4) e Lepidochelys olivacea
(n=4), que foram analisadas juntamente com 80 sequéncias disponiveis no banco de
dados GenBank. As sequéncias disponiveis foram em sua maioria para a espécies C.
mydas e obtidas de sequéncias mitocondriais, 0 que dificulta a compreensao das
caracteristicas genéticas disponibilizadas pelo macho. Essa informacdo &
especialmente importante para o grupo, que possui o sistema de acasalamento
poliandrico. No banco de dados gendémico contém pouca ou nenhuma informacao de
sequéncias para as espécies e genes utilizados, principalmente sobre sequéncias
nucleares. Os resultados indicam que as tartarugas de populacdes coletadas no Ceara
compartilham haplétipos com outras localidades do Oceano Atlantico, incluindo
amostras da Guiana Francesa, Porto Rico e EUA e também do Oceano Pacifico, como
amostras da Australia e do Mar Mediterraneo, possuindo também haplétipos
particulares da regido tanto na abordagem nuclear quanto na mitocondrial. Para os
genes RAG1 e RAG2 houve haplétipos que foram compartilhados por mais de uma
espécie de diferentes locais. Esse fato traz informagdes sobre a possibilidade de
trocas genéticas entre diferentes espécies, sendo indicado o uso de mais genes

nucleares juntamente com genes mitocondriais, para se conhecer 0s estoques



genéticos referentes a fémea e ao macho. Grupos amostrais de diferentes regides
geograficas parecem estar geneticamente conectadas, com a possibilidade de fluxo
génico permeado pelo comportamento migratério das espécies, mesmo entre
diferentes oceanos ou ha ainda um compartilhamento de genes ancestrais por essas
localidades. Foram identificadas regides que sdo bem conservadas entre diferentes
espécies, mostrando uma proximidade genética, o que pode favorecer a ocorréncia
de introgressao dentro do grupo. Aqui chamamos a atengao para a regiao do Nordeste
do Brasil, que parece ser extremamente importante para a conservacao das espécies
de tartarugas marinhas, em que ha a ocorréncia de animais em diferentes estagios de
vida e que por apresentar uma conectividade genética com outras regides, também

pode ser afetada por impactos externos.

Palavras-chave: quelbnios; genética de populagdes; Ceara.



ABSTRACT

The coastline of Ceara stands out as an important region for sea turtles, including
records of nesting sites, feeding grounds, and its identification as a migratory route.
However, the role and degree of connection of sea turtles from the Ceara coast within
the context of global turtle populations remain unclear. Genetic studies have provided
significant advances in ecological information about this group. Nevertheless,
analyses have so far predominantly focused on mitochondrial genes, which may be
insufficient to address questions of connectivity and interspecies interactions. In this
study, mitochondrial (COI) and nuclear (RAG1, RAG2) genetic material amplified by
conventional PCR was used for analyses of stranded sea turtle samples collected
during monitoring along the eastern coast of Ceara by the Association for Research
and Conservation of Aquatic Ecosystems (AQUASIS) between 2010 and 2022.
According to the Aquatic Biota Monitoring System (SIMBA), the region primarily
reports occurrences involving the green turtle. The amplified DNA was sequenced
using the Sanger method, yielding 102 sequences for the species Chelonia mydas
(n=88), Caretta caretta (n=6), Eretmochelys imbricata (n=4), and Lepidochelys
olivacea (n=4). These sequences were analyzed alongside 80 sequences available in
the GenBank database. The available sequences were mostly for the species C.
mydas and derived from mitochondrial DNA, which limits insights into genetic
characteristics contributed by males. This information is particularly significant for the
group, which exhibits a polyandrous mating system. The genomic database contains
little or no sequence information for the studied species and genes, especially
regarding nuclear sequences. The results indicate that sea turtles from populations
collected in Ceara share haplotypes with other locations in the Atlantic Ocean,
including samples from French Guiana, Puerto Rico, and the USA, as well as from the
Pacific Ocean, such as samples from Australia and the Mediterranean Sea. The turtles
also exhibit unique haplotypes specific to the region in both nuclear and mitochondrial
analyses. For the RAG1 and RAG2 genes, some haplotypes were shared among
different species from various locations. This provides information about the potential
for genetic exchange between species, suggesting that the use of additional nuclear
genes along with mitochondrial genes is essential to better understand the genetic
stocks contributed by both females and males. Sample groups from different
geographic regions appear to be genetically connected, with the possibility of gene



flow facilitated by the migratory behavior of these species, even across oceans, or
through the sharing of ancestral genes among these locations. Highly conserved
regions were identified across different species, indicating genetic proximity, which
may favor the occurrence of introgression within the group. This study highlights the
importance of the northeastern region of Brazil for sea turtle conservation, as it hosts
individuals at different life stages and, due to its genetic connectivity with other regions,
could also be affected by external impacts.

Keywords: chelonian; population genetics; nuclear DNA; Ceara.
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1 INTRODUGCAO

Tartarugas marinhas sao répteis amplamente distribuidos ao redor do
globo. Atualmente s&o conhecidas sete espécies, divididas em duas familias:
Cheloniidae e Dermochelyidae (Meylan; Meylan, 1999). No Brasil, ocorrem cinco
espécies, (Marcovaldi; Dei Marcovaldi, 1999), que estéo distribuidas distintamente ao
longo de toda a costa. Destas, quatro sdo classificadas nacionalmente como
vulneraveis ou em algum grau de perigo de extincdo (MMA, 2022).

A costa brasileira € de extrema importancia para as tartarugas marinhas,
incluindo areas de alimentacdo, reproducdo e desova ao longo de todo o litoral
(Bomfim et al., 2021; Fernandes et al., 2017). O pais passou por um longo periodo de
consumo de ovos, abate de fémeas e coleta de cascos, o0 que reduziu
consideravelmente a quantidade de tartarugas marinhas no litoral brasileiro
(Marcovaldi; Dei Marcovaldi, 1999). Historicamente, os fatores antrépicos atrelados a
falta de estudos significativos com o grupo, ocasionaram enormes prejuizos
ecolégicos no Brasil, como por exemplo o declinio de algumas populagdes de
tartarugas marinhas no litoral brasileiro (Marcovaldi et al., 2011).

As espécies de tartarugas marinhas sao geneticamente préximas e o
periodo reprodutivo de algumas se sobrepde em determinadas regides, o que pode
facilitar a ocorréncia de hibridizacao (Bowen; Karl, 2007). O Brasil se destaca como
uma regido que possui alta taxa de ocorréncia do fenémeno do hibridismo entre as
espécies de tartarugas marinhas da familia Cheloniidae. Soares et al., 2017 relatam
que essa ocorréncia de hibridismo na costa brasileira aparenta ser um fenémeno
persistente. Com base nessas observacoes foi sugerido que sejam feitos
monitoramentos genéticos constantes, atrelados a estudos de ecologia,
comportamento e evolucdo desses hibridos, para se averiguar qual proporcédo e
impacto esse fendmeno esta acarretando para as populagdes (Arantes et al., 2020;
Brito et al., 2020).

Pesquisas que tenham como objetivo trazer informagdes relevantes sobre
0s estoques genéticos de tartarugas marinhas sao importantes devido as altas taxas
de fluxo génico que ocorrem entre popula¢des nas bacias oceanicas mediadas por
machos (Roberts; Schwartz; Karl, 2004). Ha relatos de eventos de fluxo génico desde
a ancestralidade nas populacées de tartarugas marinhas da familia Cheloniidae,
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sendo a especiagcao com fluxo génico comum em espécies marinhas (Vilaga et al.,
2021).

Estudos de genética de populacdes sado importantes para se conhecer 0s
estoques genéticos em diferentes locais. Para este fim, genes mitocondriais sdo
constantemente utilizados. No entanto, a porcdo do genoma mitocondrial revela
apenas uma parte das informagdes genéticas contidas no DNA por ser herdado
apenas pela linhagem materna. Assim, além de genes mitocondriais, 0 uso de
marcadores nucleares vem se tornando imprescindivel em estudos de genética de
tartarugas marinhas (Naro-Maciel et al., 2008; Vilaca et al., 2012; Arantes et al., 2020;
Brito et al., 2020).

Para uma caracterizacdo genética mais precisa e completa, analises
combinadas de sequéncias mitocondriais e nucleares vém sendo utilizadas. Estudos
indicaram resultados diferentes no caso da utilizacao de apenas genes mitocondriais
em comparagcao com a adicdo da amplificacdo de por¢des nucleares (Monzén-
Arguello et al,, 2008; Arantes et al., 2020). A exemplo disso, tem-se 0 uso de
sequéncias mitocondriais amplificadas com o gene Citocromo oxidase b (COl)
juntamente com amplificagdes utilizando genes de ativacdo da recombinagao
somatica (RAG1 e RAG2), indicando resultados efetivos acerca da identificacdo de
hibridos em juvenis (Brito et al., 2020).

O litoral do estado do Ceara € uma importante area de alimentagao,
forrageio e rota de migracao de Testudines marinhos. Por ndo se tratar de uma area
prioritaria documentada de desova desses animais, estudos na regido ainda sao
escassos. Relata-se a necessidade de serem realizados mais estudos na regiao,
destacando-se sua importancia para a ecologia e conservacao das tartarugas
marinhas (Baudouin et al., 2015; Bomfim et al., 2021; Perazo et al., 2021).

A costa cearense € ainda um importante corredor de alimentacéo para as
espécies de tartarugas marinhas (Bezerra et al., 2012). Ademais, € registrado um alto
indice de encalhes de tartarugas marinhas, bem como a ocorréncia de registros de
captura desses animais em artefatos de pesca (Sales et al, 2008; Poli et al., 2014;
Perazo et al., 2021).

Diante do exposto, estudos que tragam informagdes sobre a composi¢ao
genética das populacdes de tartarugas marinhas no Ceara sdo importantes para
desvendar a origem e a conexao dessas tartarugas com as demais populagdes do
Atlantico e também para identificar relagdes intraespecificas. A extragcdo de DNA de
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amostras de tecido de tartarugas marinhas coletadas nos monitoramentos das praias
cearenses, € uma forma de obter diversas informacdes sobre seu atual estado de
conservagao.

A hipo6tese que norteia a presente tese é a de que as tartarugas marinhas
que ocorrem no litoral do Ceara possuem estoques genéticos diversificados,
possuindo relagdes filogeograficas importantes para a compreenséo da ecologia do
grupo. Compreender com quais outras localidades ocorre o compartiihamento de
haplétipos, traz informacdes importantes para agdes de conservacao do grupo, além
de reforgar a importancia ecoldgica da regido. Além disso, considerando o nivel de
hibridizacdo observado em outros locais da costa brasileira, seria possivel examinar
se ha a ocorréncia ou o indicativo de hibridos dentre os animais encalhados na regido.

Para testar essas hipdteses isso foi tracado como objetivo geral a
caracterizagao genética das tartarugas marinhas amostradas no litoral do Ceara por
meio de marcadores mitocondriais e nucleares. E como objetivos especificos: (a)
Ampliar a quantidade de dados disponiveis no banco de dados GenBank para os
genes em questao (b) Investigar a estrutura populacional de tartarugas marinhas da
regido do Ceard por meio de sequéncias mitocondriais e nucleares; (c) Compreender
as relagdes filogenéticas das tartarugas para a regido e para outras localidades do

mundo.
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2 METHODS USED IN SEA TURTLE GENETIC AND MOLECULAR STUDIES

Artigo publicado em: Herpetological Journal Volume 34 (outubro 2024), 228—-236
https://doi.org/10.33256/34.4.228236

Sea turtles have a tropical and subtropical distribution and can be found in nearly all
seas and oceans. They have been the subject of considerable genetic research.
However, it does not yet appear that the molecular techniques used for these genetic
studies follow a consensus or universal set of tools to be followed for subsequent
studies. This is not desirable since it may preclude data exchange and use among
studies. Thus, the aim of this review was to survey the main genetic and molecular
methods used for sea turtle research worldwide. To achieve this goal, a total of 95
scientific papers were compiled from online databases. We considered articles that
used molecular tools for genetic analysis and provided detailed locality data. The
following aspects were assessed: species studied, local of sample collection, type of
tissue used for molecular studies and type of genetic material used. The seven known
sea turtle species have different distribution patterns, with some overlapping of
occurrence. Chelonia mydas has been studied genetically along the coasts of all
continents. Skin is the most common type of tissue used for molecular analyses. From
genetic studies on sea turtles, it is possible to verify the occurrence of hybridism. This
phenomenon is relevant to the conservation of the species and was reported in six
articles on this topic. Therefore, it is considered that genetic and molecular assays in
sea turtles are important tools for biological evaluation and protection. The aim was to
survey the main methods used in genetic and molecular research on marine turtles.

Keywords: DNA, Chelonian, Testudines, marine turtles

INTRODUCTION

Sea turtles are highly migratory reptiles that are even capable of transoceanic
migrations (Boyle et al., 2009). They have a relatively high rate of gene flow, complex
population structure, and show multiple paternity (Bowen & Karl, 2007). Hybridization
in sea turtles has been reported, indicating that genetic introgression occurs across
species (Vilaca et al,, 2012). Population genetics studies of Testudines are
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complicated, due to the constant modifications in populations and the long and
complex life cycle, including the alteration of habitats during different life stages, which
alters the behaviour of the group (McClellan & Read, 2007; Arthur et al., 2008).

Molecular studies have provided significant insights into sea turtle populations
worldwide, including results on genetics, phylogenetics, evolution and conservation
(Naro-Maciel et al., 2008, 2010; Barley et al., 2010; Shamblin et al., 2012a; Bradshaw
et al., 2018; Camacho-Sanchez et al., 2022). Phylogenetic analyses using nuclear
markers reveal a possible pattern of introgression between species of sea turtle
populations in Brazil (Vilaga et al., 2012). Furthermore, the combination of nuclear and
mitochondrial markers analyses has proven to be effective for evolutionary and genetic
studies in the group (Naro-Maciel et al., 2008; Garofalo et al., 2013; Vilaga et al., 2022)
and has allowed the identification of hybrids (Arantes et al., 2020a; Arantes et al.,
2020b; Brito et al., 2020). In addition, analyses of polymorphic regions and the use of
microsatellite markers have provided interesting results that are relevant to the ecology
and conservation of the group (Roden & Dutton, 2011; Chow et al., 2019; Zhang et al.,
2021; Naguib et al., 2022).

The present study aimed to compile the methodologies and results used from
genetic and molecular analyses involving sea turtles worldwide. This information
should provide a clear picture of the main gaps in the current knowledge about marine

turtle genetics and indicate new approaches to study this complex group.

Sea turtles studies worldwide

We compiled 95 articles retrieved from scientific online platforms that covered
studies on population genetics and phylogeography of all seven sea turtle species
known worldwide. These articles were published between 2007 and 2022, and all of
them specified the use of molecular analyses. Only studies in which the information
about species and occurrence location are clear were considered for this survey.
However, some research did not present clear information on specific points, such as
the type of gene used for the amplification of the genetic material, the exact country in
which the samples were collected or the type of tissue used for DNA extraction.
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The articles analysed sea turtles recorded in 46 different countries, including. The
continents that were most present in the studies were North America (n=27) and South
America (n=18). The USA and Brazil were the countries most approached in the

surveys.

The analyses indicate a predominance of studies about the genetics and
phylogeography of sea turtles in the Atlantic Ocean (Fig. 1).

Figure 1 - Map of the reporting of sea turtle species, by sampling locations,
registered in the literature.

I Chelonia mydas
Il Caretta caretta
I Eretmochelys imbricata
[0 Dermochelys coriacea
[ Lepidochelys kempii
[ Lepidochelys olivacea
I Natator depressus

Sea turtles are distributed worldwide in tropical waters. The Atlantic Ocean is an
area of intense occurrence of species, in different stages of life and foraging behaviour
(Hays et al., 2006; Cantor et al., 2020; Colman et al., 2019) . The site is also known as
a refuge area for hatchlings during the period following emergence (a period known as
the "lost years"). At this stage, the hatchlings are adrift at sea, being observed again
only when they are young (Carr, 1987; Putman et al., 2020).

Molecular analyses using mitochondrial DNA (mtDNA) indicate that the genetic
structure of populations of Caretta caretta in the Atlantic Ocean is changing, requiring
follow-up studies in the region. For C. caretta, the Atlantic Ocean proves to be a place
of high complexity for genetic stocks and a complex network of migration paths
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(Shamblin et al., 2012b; LaCasella et al., 2014; Naro-Maciel et al., 2014). This
complexity promotes high interest in investigative studies on the molecular genetics of

Atlantic Sea turtle populations.

Our analyses indicate a prevalence of studies that included the species C. caretta
(n=38), followed by C. mydas (n=34) and E. imbricata (n=25) (Fig. 2A). Studies
revealed a high complexity of the genetic structure in C. caretta, with the occurrence
of subpopulations, in addition to a correlation between foraging behaviour and genetic

structure, indicating differences in location preference (Watanabe et al., 2011).

The population of loggerhead (C. caretta) in the French Mediterranean, presents
a complex diversity, in which different origins have been identified for different groups
within this population, obtaining different and complex results with mitochondrial and
nuclear analyses (Loisier et al., 2021). Reports indicate hybridization of the species C.
caretta and E. imbricata (Proietti et al., 2014; Arantes et al., 2020a).

It is possible that the large number of studies on loggerhead (C. caretta), green
(C. mydas) and hawksbill (E. imbricata) sea turtles, are a consequence of the wide
distribution of these species worldwide and of the reports of their hybridization. There
is a well known connection between C. mydas foraging areas in Brazil and genetic
evidence indicates that turtles from different regions share feeding areas, thus enabling

greater connectivity between groups (Naro-Maciel et al., 2007).

The sea turtle species share feeding and nesting areas. Evidence indicates that
there is gene flow between species in different locations (Vilaga et al., 2021; Roberts
et al., 2004). Genetic analyses of sea turtle populations are essential to fully
understanding how gene flow occurs within the group, as well as the occurrence of
subpopulations, new haplotypes and hybridization within and across populations
(Vilaca et al., 2012; Roden et al., 2013; Arantes et al., 2020b; Camacho-Sanchez et
al., 2022).

Figure 2 - Data summary panel: (A) frequency of reporting of sea turtles species
according to literature, (B) frequency of reporting of type of sea turtles tissue used for
molecular analyses, (C) percentage of reporting of type of genetic material used on

molecular analyses.
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METHODS FOR MOLECULAR ANALYSIS
Tissues used for DNA extraction

Four different tissues were reported for the extraction of DNA. Skin was the most
frequent, as observed in Alstad et al. (2011), Arantes et al. (2020a), Brito et al. (2020)
and Zhang et al. (2021) (Fig. 2B). “Muscle” was not frequently mentioned, but possibly
some authors categorised this type of tissue as “skin/tissue”, not making it clear exactly
which type of tissue was used. Blood was also a material used for the analyses,
although much less frequently. Blood samples were used for the characterization of
the complete mitochondrial genome, studies on hybridization impacts and
characterization of molecular markers (Drosopoulou et al., 2012; Dutton et al., 2013;
Soares et al, 2018). Blood samples were not generally used for molecular
analyses.This may be due to the fact that blood collections require laborious handling
of live animals, and that some analyses with blood tissue must be performed promptly
after collection, to avoid cell degradation. After collection, hematocrits are obtained by
centrifuging the blood and are stored at 4°C (van de Merwe et al., 2010), which is not
always possible during field activities.
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A study with Lepidochelys kempii compared the efficacy of blood samples, cheek
swabs, cloacal swabs, tissue and dermal scales. The results showed that the quality
of DNA obtained from blood and tissue was the same, with both techniques indicated
for genetic studies (Stephens et al., 2010). Collecting other tissue samples is generally
more practical in the field than collecting blood, which requires much more specific
training and more solid methodologies.

In a study carried out by Krestoff et al. (2021) was reported the use of bones for
extracting DNA samples. The authors used bones from juvenile L. kempii between 1
and 2 years of age and obtained good quality of mtDNA sequences. This fact suggests
a good alternative for molecular studies when there is no possibility of obtaining
another type of tissue.

Non-invasive sampling has been used in various instances as a source for sea
turtle DNA. Lanci et al. (2012) report the use of swabs with buccal and cloacal content
to obtain samples for DNA extraction; even though the authors obtained good quality
DNA, they still recommend extraction from tissues such as blood and skin to obtain
high quality DNA. DNA extraction and analysis of microsatellite markers from eggshell
samples of non-viable C. caretta hatchlings was efficient in terms of quantity and
quality of genetic material (Shamblin et al., 2011). Environmental DNA samples from
sea turtles can also be extracted from the water and sand samples in nesting areas
(Farrell et al., 2022). The literature presents a good range of tissue possibilities for
DNA extraction from sea turtles, all of them producing reliable results (Roden et al.,
2013; Proietti et al., 2014; Bradshaw et al., 2018). However, blood samples require
greater storage and collection criteria, while bone samples demand a more complex
methodology for cleaning and purifying the DNA after extraction. Skin seems to be the
most versatile source of DNA, since it can be obtained from living or dead animals, at

all life stages, with minimal animal discomfort.
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Table 1. Sizes of fragments (bp) generated by PCR amplifications with

corresponding mitochondrial targets, primers and molecular analyses

Species”
Region CM cC El DC LO LK
col
L-turtCOIl/H-turtCOlc 815
VF/VR 624
CONTROL REGION
LTCM2/HDCM2 457-481 496
LTCM1/HDCM1 486-489
LCM15382/H950 740-818 683-859 740-880 496-832 800-890 800
LCM15382/CC443 241-817
LCM15382/H599 380
TCR5/TCR6 380-396 380
CMD1 F/CMD5R 200
LTEI9/H950 800 740
TCR5/TCR6 360
TCR6/L15926 486
LTEIi3/HDEi1 550
L71/H599 510
CMMTF1/TCR 520
LTCMZ2/HDCMZ2 481 496
HDCM-1/TCR5 306
LCM15382/H950 740-800 723-830 740-850 740 830-890
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Ei9F/H95R 800
TCR5/TCR6 360
16S

16SAR/16SBR 550
CYT-B

MT-NAD4F/MT- 371
NAD4R

STR

CM-D-1/CM-D-5 400

*CM: Chelonia mydas; CC: Caretta caretta; El: Eretmochelys imbricata; DC: Dermochelys
coreacea; LO: Lepidochelys olivacea; LK: Lepidochelys kempii

mtDNA and nDNA gene analyses

A high percentage of articles (65%) analysed mitDNA (Table 1) as the main
methodology for genetic analysis. Of these, combinations of mtDNA and nuclear DNA
analyses were used in 7% of the articles, and 6% combined mitochondrial and
microsatellites markers, indicating interest in research through polymorphisms found
in different species of sea turtles (Fig. 2C).

Mitochondrial sequences provide information on maternal lineages with no
recombination and therefore the origins of different groups (Otélora et al., 2018). They
are also useful for species identification through barcode analysis (Camacho-Sanchez
et al., 2021).

The main amplified mitochondrial regions and the size of the respective
fragments are shown in the table below. The only region that has been analysed in all
species is the Control Region, specifically the fragment amplified by LCM15382/H950,
which makes this region a strong candidate for identification and genetic comparison
between species. Only one study in the data group carried out the complete
sequencing of the mitochondrial genome, corresponding to Caretta caretta.
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We observed a smaller variety of regions and primers for nuclear genes (Table
2), with no simultaneity of use between species for any of them. Specific data on the
size of the fragment amplified with each gene in relation to different species was not
provided. However, the CMOS, R35, RAG1, RAG2 and BDNF genes were used to
amplify CM, El, CC and LO samples (Brito et al., 2020; Soares et al., 2017; Vilaca et
al., 2012).

Table 2. Sizes of fragments (bp) generated by PCR amplifications with
corresponding nuclear targets, primers and molecular analyses and the respective
species used in the studies

Species”

Region CM cC El DC LO LK ND
MHC 162 162
CMOS X 601 601 X
RAGT X X 368 X
RAG2 X X 620 X
R35 X X 439 X
BDNF X X 559 X

Other
techniques
Microsatellite X X X X X X X
SNP X
RFLP X
ddRAD %

*CM: Chelonia mydas; CC: Caretta caretta; El: Eretmochelys imbricata; DC: Dermochelys coreacea;
LO: Lepidochelys olivacea; LK: Lepidochelys kempii; ND: Natator depressus
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Use of highly polymorphic short tandem repeat (STR) markers for C. mydas
revealed a genetic structure not previously found for the Mediterranean population, in
addition to indicating novel migratory routes for the population (Tikochinski et al.,
2018). A study of sea turtle phylogenetics based on mitochondrial and nuclear genes
shows similar results for both sets of markers (Naro-Maciel et al., 2008). In contrast, a
recent study indicated that E. imbricata individuals that had been identified both
morphologically and by mtDNA analysis, showed evidence of hybridization with C.
caretta when nuclear sequences were analysed (Brito et al., 2020).

The combination of mMtDNA and nDNA was also used to characterise the genetic
diversity of different sea turtle populations in the Mediterranean, Turkey and Brazil
(Yilmaz et al., 2011; Garofalo et al., 2013; Vilagca & Santos, 2013). This approach has
similarly been used to investigate multiple paternity in L. olivacea in Honduras (Duran
et al., 2015). Thus, in complex genetic structures, with the occurrence of hybridism,
gene flow and migratory behaviours, such as those found among sea turtles, it seems
highly advisable to use methodologies that encompass both mitochondrial and nuclear
regions, ensuring that no relevant genetic information is missing. The combination of
both genetic markers has proven important for unravelling phylogenetic relationships
and provided new perspectives on relationships between species, for example, on the
position of D. coriacea within the genetic relationships of turtles (Deef, 2023).

The use of microsatellite markers was conspicuously abundant in sea turtle
studies. This approach consists of genotyping mainly anonymous nuclear loci
characterised by the presence of short tandem repeats (STR) of two, three or four
nucleotides. Specific primers that allow amplification of 12 microsatellite loci in C.
mydas from Hawaii have been described (Dutton & Frey, 2009). Microsatellite markers
have also been described for L. olivacea (Aggarwal et al., 2008), E. imbricata (Lin et
al., 2008; Miro-Herrans et al., 2008) and C. caretta (Shamblin et al., 2007).

The identification of microsatellite markers enables studies of population, kinship,
reproductive and migratory behaviour of sea turtles. Inbreeding identification and
cross-amplification tests were successfully performed for C. mydas using microsatellite
markers (Dolfo et al., 2023).



29

The genetic structure of populations of E. imbricata (Mostafavi et al., 2011), C.
mydas (Roden et al., 2013) and D. coriacea (Dutton et al., 2013), were also studied
using microsatellite analyses. Tetranucleotide microsatellite loci have been described
for C. caretta (Shamblin et al., 2007, 2009) and D. coriacea (Alstad et al., 2011). Co-
dominant and selectively neutral molecular markers, such as microsatellites, are
effective in studies on the level of variability between species in temporal and
geographic contexts, including the philopatric behaviour of the group (Bradshaw et al.,
2018).

Hybrid identification

Hybridism in sea turtles has not been widely studied yet. On the Brazilian coast,
there is a high level of hybridization between hawksbill and loggerhead turtles (Lara-
Ruiz et al., 2006; Proietti et al.,, 2014; Arantes et al., 2020a). Crossings between
loggerhead and olive ridley also occur frequently (Soares et al., 2017). It is possible
that there is significant gene exchange between C. caretta and E. imbricata in the
region (Arantes et al., 2020b) which is an important migration, foraging and spawning
route for five species of sea turtles. The high rates of hybridism observed to date
indicate an important complexity of gene flow between species.

Molecular investigations based on mtDNA alone are insufficient to identify
hybridization, given that information on paternal DNA is lacking. The maternal genetic
signature may coincide with the morphology of the animal, masking a possible hybrid
occurrence. Thus, studies with a combination of mtDNA and nDNA are indicated to
obtain a more complete information about the genetics of populations (Brito et al.,
2020).

The behaviour of hybrid individuals may be different from their parent species,
likely causing some kind of ecological imbalance in the dynamics of groups (Proietti et
al., 2014). Hybrid hatchlings have shown potential in their development, with no
indication of a decline in eclosion success (Soares et al., 2018). A study identified turtle
hybrids in Abrolhos (Brazil), an area where this phenomenon was not previously
reported, likely leading to a decrease in the reproductive success of the group (Arantes
et al., 2020a).



30

As these are complex populations that are in constant gene flow and migration,
the authors encourage further studies on sea turtle populations, requiring a complete
approach with mtDNA and nDNA. Monitoring and government conservation actions
are also necessary, in order to instigate investigations of the problem around the world.

Next generation sequencing (NGS) and Restriction site Associated DNA
sequencing (RADseq).

Phylogeny and characterization studies of hybrid animals were carried out using
NGS, indicating that the technique brings significant advances in solving genetic
problems in the group.

NGS has also made important contributions to the ecological studies of sea turtle
populations. NGS was used to address aspects related to population studies of hybrid
animals and investigation into paternity of multiple species, including fitness analyses.
A study did not indicate negative impacts when they compared hatchling production
rate per nest and viability of hybrid hatchling and parental species, when they

investigated only the first generation of hybrids (F1) (Soares et al, 2018).

Arantes et al., 2020b, analysed population structure, identifying polymorphic sites
and inter and intraspecific relationships. This study indicates that there is a male-
mediated gene flow that connects populations of loggerhead and hawksbill turtles on
the Brazilian coast, with the occurrence of second-generation hybrids (F2). However,
the authors conclude that F2 hatchling female hybrids may not survive to adulthood or
be less fertile

The ddRAD-seq technique is a powerful tool that does not require a reference
genome and provides sequences from a sample of loci from across the genome.
Microsatellites were identified in ddRAD sequences from Lepidochelys kempii, which
provides additional material to be used in genetics and conservation research of the
group (Hurtado et al, 2016). Furthermore, ddRAD has been used in assays
investigating hybridization and introgression patterns, in which the results indicate
cytonuclear incompatibility, resulting in a population decline in future generations
(Vilaca et al., 2023).
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Arantes et al. (2020a) used the 3RAD (triple-enzyme RADseq) protocol to
investigate sea turtles from the Brazilian coast and identified the backcrossing of F1
hybrids and loggerhead turtles. This protocol works as efficiently as other RADseq
analyses. However, a lower concentration of DNA is required, with lower initial costs,

and can be pooled with other lllumina libraries (Bayona-Vasquez et al., 2019).

Final considerations

In the past 15 years, studies on the population genetics and phylogeography of
sea turtles based on DNA molecular data have provided significant advances in the
knowledge of these endangered species, promoting a better understanding of their
biology and providing a basis for the implementation of effective conservation
measures. Although numerous articles have mostly made use of mtDNA sequences,
recent studies highlight the importance of assessing nuclear as well as mitochondrial
genetic information. Highly variable codominant markers, such as microsatellites,
seem able to provide the highest amount of information possible, except for full
genomic studies, possibly. The consensus is the use of microsatellites. This is a good
strategy for various purposes in population genetics, relatively practical and more
affordable because it is well established. Although there are more modern techniques,
such as ddRAD and NGS.

Molecular assays to detect the genetic inheritance of two parental species of sea
turtles were recently performed using (RAD-seq) and next generation sequencing
(NGS) analysis. The results show a possible reduction in the success of hybrid
offspring, caused by nuclear incompatibility (Vilaca et al., 2023). The new molecular
studies show important techniques that can be used to answer questions about the
future of sea turtle species.

The reviewed studies report important discoveries about the genetics of sea turtle
populations, especially in the Atlantic Ocean. The high complexity of the genetic
composition of the Atlantic populations, the high rates of gene flow and the diversity of
migratory routes, point to the need for continued studies in the area, including the
combination of different techniques using mitochondrial and nuclear genes. Careful
attention should be paid to the Mediterranean, which has been the subject of fewer

sea turtle studies.
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The occurrence of hybrids must be approached with the highest attention and
urgency due to the indications of the appearance of hybrid individuals in regions where
they were not found before. Efforts need to be made to minimise the impacts suffered
by the sea turtles, which are quite vulnerable to the environmental changes that have
occurred at a rapid rate in recent years. Countries that register sea turtles and their
hybrids must have policies that value the preservation of their coasts and consider
strategies to mitigate the problem of hybridism, a problem for which the causes are yet
to be identified and fully understood.

Finally, we reinforce the importance of using methodologies that are less invasive
for the animals. Knowledge about more effective methodologies in chelonian studies
will help foster molecular biology studies aimed at obtaining results that can be directly

applied to the conservation of all sea turtles.
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3 ESTUDOS GENETICOS E FILOGEOGRAFIA DE TARTARUGAS MARINHAS

3.1 Revisao de literatura

3.1.1 Tartarugas marinhas: um breve resumo sobre suas principais
caracteristicas e distribuicao

Tartarugas marinhas séo répteis, pertencentes a ordem Testudines e estao
divididas em sete espécies e duas familias: Cheloniidade, cujos representantes sao
Chelonia mydas (Tartaruga verde), Caretta caretta (Tartaruga cabecguda),
Eretmochelys imbricata (Tartaruga de pente), Lepidochelys olivacea (Tartaruga oliva),
Lepidochelys kempii (Tartaruga de kempii), Natator depressus (Tartaruga marinha
australiana) e a familia Dermocheliidae, que possui apenas uma espécie
representante: Dermochelys coriacea (Tartaruga de couro) (Meylan; Meylan, 1999)
(Figura 1).

Figura 1 — Espécies de tartarugas marinhas

Tartarnga de Kemp
Lepidochelys kempii

Tartaruga cabecuda
Tartaruga verde Caretta caretta

Chelonia mydas

Tartaruga de couro
Dermochelyvs coriacea

Tartaruga marinha
Tartaruga oliva australiana
Tartaruga de pente Lepidochelvs olivacea Natator depressus
Eretmochelvs imbricata

FONTE: Adaptado de Turtle Foundation, disponivel em https://www.turtle-foundation.org/en/sea-
turtles/.
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As tartarugas marinhas tém sido simbolo de lutas e estratégias em prol da
conservacao. Elas sdo espécies bandeiras que mediam discussbes sobre o assunto
e o interesse pela conservacao das espécies servindo de pauta para a existéncia de
projetos que visam a conservacao da fauna marinha (Frazier, 2005; Marcovaldi; Dei
Marcovaldi, 1999).

As sete espécies sdo distribuidas circunglobalmente, sendo
prioritariamente encontradas em areas tropicais (Figura 2). No entanto, ha o registro
de ocorréncia de populacdo em todos os oceanos, incluindo regides temperadas
(Reis; Goldberg, 2017).

A espécie Natator depressus possui uma regiao de distribuicdo mais restrita
do que as demais, com sua ocorréncia ligada a Oceania, com um alto padrdo de
filopatria para a regido. Existem haplétipos compartilhados com outras regides
vizinhas, sendo observada uma conectividade entre as areas de alimentacao
(Fitzsimmons et al., 2020).

L. kempii tem sua area de nidificagdo estabelecida preferencialmente no
Golfo do México e devido a este fato, esforcos devem ser feitos para que haja um
acompanhamento do rumo evolutivo que a espécie esta seguindo, o qual parece se
manter estavel quanto a diversidade genética, embora haja a identificacao de declinio
populacional (Frandsen; Figueroa; George, 2019)

C. mydas é uma espécie altamente migratoria e possui conectividade
genética entre as areas de alimentagcdo, com um compartilhamento de haplétipos
entre populacdes do oceano indico e Pacifico. Essas regiées aparentam ser hotspots
para a espécie, sendo necessarios esfor¢cos para manter a preservacao desses locais
assegurando a existéncia futura da espécie (Jensen et al., 2019).

A tartaruga cabecuda é amplamente distribuida. Possui areas de
alimentacdo no México (Plotkin; Wicksten; Amos, 1993), Oceano Pacifico (Seminoff
etal., 2004) e intensos registros na regiao do Mar Mediterraneo (Camedda et al., 2014;
Lucchetti; Sala, 2010). Para a espécie, existe um fluxo génico entre popula¢des dos
oceanos Atlantico e Indo-Pacifico, com areas de alimentacdo compartilhadas entre
esses dois oceanos, indicando uma complexidade na estrutura populacional, inferindo
uma alta capacidade de adaptacéao a diferentes habitats (Bowen et al., 1995; Carreras
et al., 2011; Nihonmatsu-Cho, 1994). As areas de desova também sao amplamente
distribuidas. Existem registros de desovas regulares ocorrendo na ltalia (Mingozzi et
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al., 2006), e Brasil, e destaca-se um comportamento de filopatria no nordeste
brasileiro, um indicativo de fidelizagdo em areas de desova na regiao (Baptistotte et
al., 2003).

A tartaruga de pente (E. imbricata) possui uma area de desova importante
no litoral do nordeste brasileiro, incluindo os estados do Rio Grande do Norte e Bahia
(Marcovaldi et al.,, 2012; Marcovaldi; Vieitas; Godfrey, 1999; Santos et al., 2013).
Regides constantes de desovas também séo encontradas no Havai (Gaos et al., 2021)
e Caribe, sendo esta ultima também registrada como importante area de forrageio
para a espécie (Maurer et al., 2022).

A tartaruga oliva € uma espécie altamente cosmopolita e com altos indices
de predacao (Caceres-Farias et al., 2022). A espécie possui um comportamento de
desovas em massa, as chamadas “arribadas” (Plotkin et al., 1997), caracterizadas por
uma agregacao de fémeas no momento da saida da agua para realizarem suas
desovas. Desse modo, milhares de ovos sao depositados em uma mesma noite em
uma unica praia. (Plotkin et al, 1997). Esse comportamento é especialmente
registrado na Costa Rica (Fonseca et al., 2023) e devido as altas densidades de ovos
depositados, ha uma intensa predagdo dessas ninhadas por humanos (Ruthig;
Gramera, 2019).

O Golfo do México aparece como sendo uma area de alta importancia para
a tartaruga de couro (D. coriacea) (Evans et al., 2021). A costa do Uruguai foi relatada
como uma area de intensa ocorréncia da espécie, sendo considerada uma area
estabelecida de forrageio (Vélez-Rubio et al., 2023) Quanto as desovas, a espécie foi
registrada nidificando em praias do sudeste do Brasil e também ha area de desova
descrita no Piaui (Colman et al., 2019) e Guiné Equatorial, este sendo considerado
um hotspot para a espécie (Garzon et al., 2023).

Uma caracteristica importante do ciclo de vida das tartarugas marinhas é a
alternancia de habitat durante suas fases de vida. Desse modo, estudos que tratem
de aspectos como conservagado, filogeografia e genética, devem levar em
consideragao o complexo ciclo de vida desses animais. Esse grau de complexidade
impede por muitas vezes que alguns estudos sejam realizados, ficando algumas areas
descobertas de conhecimento sobre o grupo (Reis; Goldberg, 2017).

As espécies sao sensiveis a interferéncias e mudancas ambientais.
Mudancgas climaticas podem estar alterando os padrbes de comportamento de
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desova, como o més preferivel para a nidificagdo e a escolha do local para a
deposicao dos ninhos (Pike; Pike, 2013; Oliveira et al., 2020).
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Figura 2 - Mapa de ocorréncia/distribuicio das espécies de tartarugas marinhas ao redor do mundo.
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Eretmochelys imbricata

Franca:

Caretfa caretta

Lepidochelys kempli

China e Japao:
Caretta caretta

e Caretta caretta Chelonia mydas
N Chelonia mydas
,\ Eretmochelys
- imbricata

5 “ | Dermochelys coriacea

Lepidoch i

eridgchsle oinaces = Mar de JavalCelebes/Banda:
Mar Arabico: 1Y Chelonamydes

Chelonia mydas Eretmochelys imbricata

Eretmochelys imbricata

Brasil:
Caretta caretta

Lepidochelys olivacea

Continente Sul
Africano:

Chelonia mydas
Eretmochelys imbricata

. . Austrélia:
Argentina e Uruguai: Chelonia mydas
Caretta carefta Natator depressus

Chelonia mydas -
Eretmochelys

| Dermochelys cariacea

Lepidochelys olivacea
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A temperatura € um fator determinante na sexagem dos embrides. A
temperatura entre 29 e 30 °C indica que provavelmente havera um equilibrio entre a
guantidade de machos e de fémeas da ninhada (Standora; Spotila, 1985). Com a
temperatura global estando em constante elevagao, ninhos de tartarugas tendem a
produzir mais fémeas do que machos, o que ocasiona um desequilibrio na formagao
da prole (Poloczanska; Limpus; Hays, 2009). Esse fenbmeno pode ser um indicativo
de possiveis adaptacoes as alteracbées climaticas mundiais (Santidrian Tomillo;
Spotila, 2020).

Tartarugas marinhas sdo animais migratérios, que podem se deslocar a
grandes distancias, incluindo deslocamentos entre os diferentes oceanos (Boyle et al.,
2009). Esse comportamento pode ser motivado por diversos fatores. Estudos indicam
que elas realizem migracdo com a funcdo de alimentagao, reproducédo e desova
(Luschi et al., 1998; Fukuoka et al., 2016; Luschi; Hays; Papi, 2003).

A exemplo disso, C. caretta e D. coreacea podem viajar até acima de
10.000km de distancia entre suas areas de alimentacao e de reproducao, retornando
para suas respectivas areas de reproducédo aproximadamente a cada 2 anos (Hays;
Scott, 2013).

A primeira migragdo ocorre logo apdés o nascimento, periodo conhecido
como “lost years”, ainda pouco documentado. Existem dificuldades em estudos com
0s juvenis do grupo, devido ao seu rapido crescimento, comportamento migratério e
tamanho muito pequeno ao nascerem (Mansfield; Wyneken; Luo, 2021). No entanto,
pesquisas utilizando telemetria se mostram ferramentas eficazes para se
compreender essa fase de vida (Briscoe et al., 2016; Mansfield; Wyneken; Luo, 2021)
Nesse interim, as tartarugas nadam por dias em busca de uma area para forrageio e
se instalam (Carr, 1987). O comportamento dos juvenis ndo necessariamente € o
mesmo dos individuos adultos. Juvenis de C. mydas, por exemplo, passam entre trés
e cinco anos apdés o nascimento tendo um comportamento alimentar carnivoro,
enquanto os animais adultos sado preferencialmente herbivoros (Reich; Bjorndal;
Bolten, 2007).

Quelbnios marinhos apresentam ainda um comportamento de retorno a
algumas éareas ocupadas em determinadas fases do ciclo de vida. O chamado
comportamento filopatrico é o retorno das fémeas para as mesmas areas de desova
para as préximas temporadas reprodutivas, ficando fiéis a estas regides (Reis;
Goldberg, 2017).
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As fémeas adultas quando atingem a idade reprodutiva tendem a retornar
para as mesmas regides em que nasceram para realizarem suas desovas (Lee;
Luschi; Hays, 2007) Esse comportamento filopatrico € mediado pelo campo magnético
da terra e alteracbes neste campo podem gerar impacto para o grupo, ocasionando
alteracées no comportamento de retorno que é mediado por uma assinatura
magnética, chamada de “imprinting”, registrado logo apds a saida dos filhotes do ninho
(Brothers; Lohmann, 2015; Lohmann et al., 2013, 2019). Este comportamento também
é registrado para machos, que tendem a utilizar preferencialmente a mesma area de
reproducao (Shamblin et al., 2012).

Estes animais apresentam também uma alta fidelidade as é&reas de
alimentacdo e modelos matematicos indicam que conforme haja alteracbes nas
correntes oceanicas, as areas de forrageio também serao diferentemente escolhidas
pelas tartarugas (Scott; Marsh; Hays, 2014).

Inicialmente, os estudos através de telemetria satelital eram utilizados para
investigar a rota de fémeas, fémeas, que saem da agua para realizar suas desovas,
momento em que 0s equipamentos eram instalados. No entanto, essa metodologia
também vem sendo utilizada para estudos com machos e juvenis. (Varo-Cruz et al.,
2013; Hays; Hawkes, 2018; Mansfield et al., 2021). Por meio dessa tecnologia, existe
a possibilidade de se rastrear as areas prioritarias para acdes de preservacao
ambiental para o grupo, mesmo que em alto mar, visando reduzir a quantidade de

possiveis encalhes (Jeffers; Godley, 2016; Hart; Guzy; Smith, 2021).

3.1.2 Tartarugas marinhas no Brasil

A costa brasileira é uma area importante nos estudos ecol6gicos para as
tartarugas marinhas. Cinco das sete espécies conhecidas ocorrem na regido, sendo
elas C. mydas, C. caretta, E. imbricata, L. olivacea e D. coriacea (Marcovaldi; Dei
Marcovaldi, 1999).

A tartaruga-verde possui 0 habito de desovar principalmente nas ilhas
oceéanicas. No Brasil, as principais areas de desova da espécie sdo as llhas do
Arquipélago dos Abrolhos (BA), Atol das Rocas (RN) e Fernando de Noronha (PE)
(Bellini, 1996; Bellini et al., 2013; Moreira et al., 1995). Existe o registro esporadico de
desovas da espécie em regides continentais (Lima ef al.,2019). Com relacao ao seu
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status de vulnerabilidade a extingdo no Brasil, uma portaria recente do ministério do
Meio Ambiente (MMA, 2022) retirou essa espécie da lista brasileira de espécies
ameagadas de extin¢cdo. Tal melhora se deve aos esforgos ambientais realizados ao
longo da costa.

A tartaruga-cabecguda esta classificada como “vulneravel” pelo Ministério do
meio ambiente. Sua desova ocorre preferencialmente no estado da Bahia, mas
existem registros de desovas das espécies em outros locais da costa brasileira, como
o Rio de Janeiro (Lima et al., 2012). As desovas de tartarugas cabecudas em areas
de temperaturas mais baixas como as do sudeste do Brasil, sdo importantes para a
producédo de filhotes do sexo masculino, pois ninhos depositados em regiées mais
frias, tendem a produzir mais filhotes do sexo masculino (Baptistotte et al.; 1999; Lima
etal., 2012).

A tartaruga de pente esta classificada como “em perigo” (MMA, 2022) e
possui uma importante area de desova no estado do Rio Grande do Norte. A regido
se caracteriza por ser a segunda area de maior densidade de desovas da espécie
(Santos et al.,, 2013), sendo a regiao com maior densidade o estado da Bahia
(Marcovaldi; Vieitas; Godfrey, 1999; Marcovaldi et al., 2007).

A tartaruga-oliva, classificada como “vulneravel” (MMA, 2022), possui
importantes sitios de desovas localizados nos estados de Sergipe e Bahia (Da Silva
et al., 2007; Colman et al., 2014). A costa brasileira apresenta ainda uma significativa
area de alimentacao dessa espécie e regides de migracao pos desova (Colman et al.,
2014; Santos et al., 2019). O litoral brasileiro € caracterizado como a segunda maior
populagéo de L. olivacea do Oceano Atlantico, tendo também como importantes sitios
de desova Bahia, Sergipe (Castilhos et al., 2022), Ceara e Rio Grande do Norte,
(Bomfim et al., 2021).

A tartaruga de couro (D. coriacea), também chamada de tartaruga gigante,
possui areas de desovas importante no estado do Espirito Santo (Thomé et al., 2007;
Colman et al., 2019), no Paui (Loebmann et al., 2008) e Bahia (Gandu et al., 2014) e
€ a espécie mais pelagica dentro do grupo das tartarugas marinhas (Eckert et al.,
2012). Essa espécie esta classificada como “criticamente em perigo” na lista de
espécies brasileiras ameacgadas (MMA, 2022). Existem registros de captura incidental
de exemplares da espécie no estado do Ceard (Lima et al., 2007) e encalhes
registrados em Alagoas e em Sao Paulo (Bonfim et al., 2022). Arraial do Cabo, no
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estado do Rio de Janeiro, foi relatada como uma importante area de alimentagéo para
a espécie na costa brasileira (Fonseca et al, 2023).

Registros de encalhes de tartarugas marinhas na costa brasileira sao
comuns (Cantor et al., 2020; Perazo et al., 2021). De acordo com o SIMBA (Sistema
de Informacédo de Monitoramento da Biota Aquatica), existe o registro de 1.647
ocorréncias de tartarugas marinhas no litoral do Ceara, incluindo registros de
encalhes e desovas. Destas, 1.337 sado de tartarugas verdes, indicando uma
prevaléncia de ocorréncia da espécie na regido. Por abranger varias areas de
forrageio, alimentacdo e desova, esses animais sao frequentemente avistados Os
Programas de monitoramentos de Praias (PMPs) sdo relatados com sucesso como
ferramentas para obtencao de dados de registro populacional de tartarugas marinhas
no Brasil (Poli et al., 2014).

Estudos utilizando monitoramento por satélite tém sido realizados na costa
brasileira a fim de compreender a rota migratoria desses animais, incluindo o retorno
entre area de alimentacao e desova, além das areas de reproducao (Godley et al.,
2003; Baudouin et al., 2015).

A pesca incidental tem sido registrada como um importante problema para
a conservacao das tartarugas marinhas no litoral brasileiro (Gallo et al., 2006; Sales;
Giffoni; Barata, 2008). O aumento constante de iluminacdo nas praias de desova
parece ser um problema significativo para a escolha do local de nidificacao e para o
direcionamento dos filhotes para o mar apds a eclosao dos ninhos (Mascarenhas et
al., 2004; Simoes; Silva; Moura, 2017; Colman et al., 2020). Além disso, os problemas
de interacao antropogénica, como a ingestdo de plastico, sdo uma das principais
causas de mortalidade prematura dentro do grupo (Bugoni et al., 2001; lvar Do Sul et
al.,, 2011; Rizzi et al., 2019).

3.1.3 Filogeografia de tartarugas marinhas

Estudos que envolvam grupos marinhos com ampla distribuicao global, sédo
trabalhos chave para se compreender os impactos ambientais, a biogeografia e a
diversidade genética dentro das populacdes (Vilaca et al, 2022). O grupo das
tartarugas marinhas tem uma complexa estrutura populacional, incluindo a ocorréncia

frequente de multiplas paternidades (Bowen; Karl, 2007), em que a fémea tem um
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comportamento promiscuo, copulando com diversos machos dentro de uma mesma
temporada reprodutiva (Uller; Olsson, 2008; Joseph; Shaw, 2011; Lee et al., 2018).

Estudos de genética populacional de Testudines sdo desafiadores, devido
as constantes modificacbes nas populacdes e ao longo e complexo ciclo de vida,
incluindo a mudanca de habitats durante diferentes fases da vida, o que altera o
comportamento do grupo (Arthur, Boyle; Limpus, 2008; Mcclellan; Read, 2007).
Pesquisas moleculares tém mostrado resultados promissores sobre o conhecimento
das populagcbes de tartarugas marinhas em todo o mundo, incluindo genética,
filogenia, evolugcdo e conservacao (Naro-Maciel et al., 2008b, 2010; Barley et al.,
2010a, 2010b; Shamblin; Bjorndal; Bolten, 2012; Bradshaw et al., 2018; Camacho-
Sanchez et al, 2022).

Genes que amplificam sequéncias de regides do DNA mitocondrial de
tartarugas marinhas sao largamente utilizados para estudos sobre a genética de
populacdes do grupo. Dados fornecidos através de resultados com o uso de mtDNA
fornecem informagdes importantes sobre a ligacdo e padrées de diversidade de
tartarugas marinhas em diferentes estagios de vida (Phillips et al., 2022).

Analises filogenéticas usando marcadores nucleares revelam um possivel
padrao de introgressdo em populagdes de tartarugas marinhas no Brasil, o que leva
a perda de variabilidade genética (Vilaca et al., 2012). A combinagéo de analises com
marcadores nucleares e mitocondriais tém se mostrado eficaz para estudos evolutivos
e genéticos no grupo (Naro-Maciel et al,, 2008a; Garofalo et al.,, 2013) além da
identificacao de hibridos (Arantes et al., 2020; Brito et al., 2020).

Analises utilizando regides de polimorfismo e marcadores microssatélites
também sdo opcdes efetivas e tém mostrado resultados relevantes para a ecologia e
conservacao do grupo (Roden; Dutton, 2011; Chow; Anderson; Shedlock, 2019;
Zhang et al., 2021; Naguib et al., 2022).

A maioria das tartarugas marinhas esta em alguma categoria de espécie
ameacada de acordo com a Lista Vermelha da IUCN (IUCN, 2022), e estudos
moleculares sdo importantes para entender a complexidade populacional dentro do
grupo. As mudangas ambientais s&o fatores que impactam o comportamento dos
Testudines, pois sdo sensiveis a mudancas de temperatura, clima e modificacdes nos
niveis do oceano (Tomillo; Spotila, 2020; Mancino; Canestrelli; Maiorano, 2022; Rivas
et al., 2023).
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O hibridismo pode se tornar uma questdo chave para a conservagao de
tartarugas marinhas, causando efeitos como a redugcédo da taxa de reproducgéo,
adaptabilidade superior do hibrido e introgressao (Soares et al., 2017). Hibridos
imaturos morfologicamente semelhantes a uma das espécies parentais podem adotar
comportamentos de forrageio tipicos dos seus progenitores, podendo ter um nicho
mais abrangente (Proietti et al, 2014). Ha o indicativo de uma desvantagem
reprodutiva de individuos hibridos quando comparados as espécies puras, 0 que
mostra um impacto negativo em individuos hibridos (Arantes et al., 2020).

4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao e organizacao das amostras

Amostras de tecido de aproximadamente 600 exemplares de tartarugas
marinhas provenientes de encalhes no litoral leste do estado do Ceara foram
coletadas pela equipe de monitoramento de praia da ONG Associacdo de Pesquisa e
Preservacao de Ecossistemas Aquaticos (AQUASIS). O material foi coletado durante
o patrulhamento de praias em busca de registros de animais encalhados entre os anos
de 2017 e 2022, sob Autorizacao de captura, coleta e transporte de material biol6gico
(Abio) de numero 1080/2019, emitida pelo IBAMA/MMA. Foram coletadas amostras
de tecidos de tartarugas marinhas encalhadas no litoral leste do Ceara dos municipios

de Aquiraz, Cascavel, Beberibe, Fortim e Aracati (Figura 3).
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Figura 3 — Localidades em que foram coletadas as amostras de tecido de tartarugas
marinhas no litoral leste do Ceara utilizadas para as analises genéticas

1
4°0'S

Oceano Atlantico

Brasil

1
4°30'S

(f 1 0
-‘uj‘ ¥
/] S

k wAmérica do Sul

FONTE: Elaborado pelo autor

1 1 1
38°30W 38°0W 37°30W

A coleta foi feita com o auxilio de um bisturi ou objeto perfuro-cortante,
utilizado para retirar uma amostra de pele/musculo do animal, preferencialmente, e
armazenada em microtubo com alcool etilico 70% (v/v).

As amostras foram cedidas ao Centro de Diagnéstico de Enfermidades de
Organismos Aquaticos (CEDECAM) para compor a amostragem da presente
pesquisa. O material bioldgico foi transportado para o Laboratério de Evolugéo e
Conservacao de Vertebrados Marinhos (EVOLVE) da Universidade Federal do Ceara
(Campus do Pici), onde houve uma primeira triagem e organizacao das amostras. A
catalogacao final e armazenamento, bem como as demais etapas das andlises,
ocorreram no CEDECAM, localizado no Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR/UFC). Todas as amostras foram devidamente conferidas, identificadas e
conservadas em alcool 70%. Posteriormente, foram iniciados os preparativos para as
extragdes do material genético.
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4.2 Extracoes de DNA

A extracdo do material genético foi feita através da utilizagéo de protocolo
usando Fenol-Cloroférmio, adaptado de Sambrook (1989). Uma porcdo de cada
amostra foi seccionada do tecido principal, macerada e lavada com solugéao
tamponada de TRIS HCI 10mM e em seguida drenada.Foi adicionado ao tecido 700uL
de tampéo de extragao (TRIS HCI 1M, SDS 20%) e 30uL de Proteinase K (30ug/mL)
e misturado por inversdo. Inicialmente foram realizados testes para se verificar a
melhor adequacado no protocolo de extracdo quanto a temperatura e o tempo de
incubagédo. Os melhores resultados foram os obtidos com a digestédo realizada entre
16h e 20h overnight, incubadas em banho maria a 37°C. As amostras foram
acrescidas de 350uL de Fenol e 350pL de Cloroférmio:Alcool isoamilico (24:1),
misturadas por inversdo durante 5 min e centrifugadas a 7.000 x g por Smin. 650puL
do sobrenadante foi transferido para outro microtubo estéril e adicionado de 650uL de
Cloroférmio:Alcool isoamilico (24:1) e misturadas por inversdo durante 5 min,

novamente misturadas por inversdo e centrifugadas por 5 min.

Apés a centrifugacédo, 500uL da fase aquosa foram transferidos para um
novo microtubo estéril, adicionado 1mL de Etanol absoluto juntamente com 50uL de
Acetato de s6dio 3M e incubado em freezer por 15 min. As amostras foram entao
centrifugadas a 10.000g por 15min, e o sobrenadante descartado, mantendo-se o
pellet da amostra (material sedimentado) no tubo. O pellet foi entdo lavado com 500uL
de Etanol 70% (v/v) gelado, invertendo o tubo algumas vezes e centrifugado por 5 min
a 10.000g. O Etanol foi descartado cuidadosamente e o pellet seco em hot-block (70°C
/ 10min). O pellet foi reidratado em 50uL de Tampéao de eluigao (Tris HCI 1M pH 7,5,

EDTA pH 7,0). As amostras foram armazenadas e devidamente refrigeradas a -4°C.

Uma aliquota de 2uL do DNA extraido foi usada para a quantificagdo do
material genético por espectrofotometria em NanoDrop™ 2000/2000c. Esta
metodologia permite observar a concentracao de material genético (DNA) e o grau de
pureza das amostras, que foi mensurado através da relacao entre 260nm — 280nm. O
produto das extracOes foi revelado em eletroforese em gel de agarose 1%, a fim de
observar sua integridade.
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4.3 Amplificacao das sequéncias de interesse

As amostras de DNA selecionadas foram amplificadas através de PCR
convencional (Reacdo em cadeia da polimerase) cujos reagentes e respectivos
volumes estao expressos no quadro 1. O gene utilizado para a amplificagéo da porcéao
mitocondrial do DNA foi o COI Fish (adaptado de Ward et al., 2005). Para amplificar a
porcao nuclear, foram utilizados dois genes de ativacao da recombinagcao somatica
RAG1 e RAG2 (adaptado de Villaga et al., 2012), todos descritos no quadro 2,

juntamente com suas respectivas condi¢coes de termociclagem.

Quadro 1 — Reagentes utilizados na PCR convencional para amostras de tartarugas
marinhas

Reagente Volume Concentracao Final
10x PCR buffer 1,25uL %
MgCi2 0,375uL 1,5 mM
dNTP 0,5uL 0,4 mM
Primer F 0,5uL 0,4 mM
Primer R 0,5uL 0,4 mM
Albumina 0,0625uL 0,01 pg/uL
Taq DNA polimerase 0,05uL 1U
H20 7,262uL n.s.a*
DNA 2uL 1,6 ng/puL

*n.s.a: ndo se aplica

Das amostras de DNA extraidos, foram selecionadas apenas sequéncias
que demonstraram boas qualidades e concentracdo de material genético, verificados
mediante quantificacdo e visualizacao por eletroforese em gel de agarose do produto
da extracao.

As reacoes de PCR seguiram um fluxo de baterias, no qual para a Bateria
1, todas as amostras foram submetidas a amplificacao do gene COI; na Bateria 2, as
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amostras que foram positivas para o gene COI foram submetidas a amplificacdo do
gene RAG1; na Bateria 3, as amostras que foram positivas para o gene RAG1 foram

submetidas a amplificacdo do gene RAG2.

Quadro 2 — Primers e as condigbes de termociclagem que foram utilizados para as
amplificacdes de DNA de tartarugas marinhas por meio de PCR convencional

Nome Sequéncia Regiao | Condicao Referéncia
Primer adaptada
AGTCCATCTCTTGCCAGGTC 94° C 5 min,
30 ciclos (94 °C 30
RAG1F s;55°C 1 min; ~ 368 pb Adaptado de
Nuclear 72°C 1:30 min), Vilaga et al., 2012
72°C 5 min
CAGCAGGAACAAAGTTAGGC
RAG1R
CTGCTATCTTCCCCCTCTCC 94 °C 5 min,
35 ciclos (94 °C 30
RAG2 F Nuclear s; 62 °C 1 min; 72 ~ 620 pb Adaptado de
°C 1 min), Vilaga et al., 2012
72°C 10 min
GTTGTCACACTGGTAGCCCC
RAG2 R
94 °C 5 min, ~ 655 pb
TCAACCAAAGACATTGGCAC 35 ciclos (94 °C 40 Adaptado de
COIFISH F Mitocondrial s;58°C 40;72 Zemlak et al., 2005
°C 1 min),
COI FISH R | TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGCA 72°C 10 min

A escolha dos genes para amplificacao foi baseada em trabalhos descritos
na literatura com estudos sobre de filogeografia e genética molecular de tartarugas
marinhas (Brito et al., 2020; Vilaca et al., 2012). Os amplicons produzidos foram
checados por eletroforese em gel de agarose a 1%(p/v) contendo o corante
fluorescente GelRed® (Biotium, USA) e visualizados em transiluminador ultravioleta,
com documentacao digital. Os amplicons que apresentaram uma banda mais

pronunciada e limpa, foram selecionados para serem sequenciados.

4.4 Sequenciamento de DNA e analise dos resultados

Para o sequenciamento dos fragmentos de DNA, foram selecionadas as
amostras que apresentaram boas amplificacdes para os genes COIl, RAG1, RAG2,
sendo exigéncia para um bom resultado de sequenciamento que as amostras de DNA

estejam nas melhores condi¢des possiveis.
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As amostras selecionadas foram enviadas para sequenciamento de
SANGER, utilizando o reagente BigDye Terminator v3.1 e seguindo a metodologia do
fabricante (Rosenblum et al., 1997).

Todos os amplicons foram sequenciados nos dois sentidos e a seguir foram
analisados e conferidos através do software MEGA versao 11 (Tamura; Stecher;
Kumar, 2021).

4.5 Estimativa da diversidade genética

As analises de caracterizacdo e diversidade genética foram realizadas
utilizando os softwares Arlequin versao 3.5.2 (Excoffier; Laval; Schneider, 2005) e
DNAsp (Rozas et al, 2017). O Arlequin foi empregado para estimar a estrutura
genética populacional, com base em analises de variancia molecular (AMOVA) e
célculos de Fst entre populacdes. Para complementar a analise da diversidade
genética, o DNAsp foi utilizado para avaliar parametros de diversidade nucleotidica e
haplotipica, permitindo identificar polimorfismos e realizar a caracterizagdo de
haplétipos nas sequéncias analisadas.

4.6 Comparacoes com o banco de dados de sequéncias genéticas e estimativas
das relacées filogenéticas

As sequéncias obtidas no sequenciamento foram utilizadas juntamente
com outras sequéncias de DNA de tartarugas marinhas disponiveis no GenBank para
0s genes em questdo. O GenBank é um banco de dados publico de sequéncias
genéticas mantido pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI). Todas
as sequéncias foram organizadas e submetidas a um alinhamento mdultiplo no
software MEGA (Tamura; Stecher; Kumar, 2021), utilizando o algoritmo ClustalW para
assegurar a homologia entre as posi¢cées nucleotidicas.

Para inferir as relagdes evolutivas das amostras de tartarugas marinhas,
foram construidas arvores filogenéticas utilizando o software MEGA11 (Tamura;
Stecher; Kumar, 2021) e o método Neighbor-doining (Saitou & Nei, 1987). As

distancias evolutivas foram calculadas com o modelo Kimura de 2 parametros
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(Kimura, 1980). O suporte das ramificagbes foi avaliado pelo teste de bootstrap com
10.000 replicagbes, e os valores de bootstrap acima de 50% foram indicados nas
ramificacbes da arvore resultante. Apenas posicoes sem ambiguidade foram

incluidas.

4.7 Construcao e Analise das Redes de Haplétipos

As redes de haplotipos foram produzidas no programa PopART (Leigh,
Bryant, 2015) a partir do método de Minimum Spanning Network (Bandelt, Forster,
Roéhl, 1999). Para isso, as sequéncias do presente estudo, separadas por gene
investigado, foram submetidas ao alinhamento (ClustalW) com sequéncias (COl,
RAG1 e RAG2).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises moleculares das amostras para os genes COl, RAG 1, RAG 2

Primeiramente, uma parte das amostras (n= 450) foi utilizada para
amplificagdo por PCR com o primer COIl. As amostras que tiveram uma boa
amplificacao para este gene (n= 162), foram selecionadas e amplificadas para o gene
RAG1, que amplificou 73 amostras. Da mesma maneira ocorreu subsequentemente
para o gene RAG2 (n= 57).

Algumas questdes devem ser levadas em consideracdo neste caso, em
que as amostras foram coletadas de animais encalhados, em sua maioria mortos e
em diferentes graus de decomposicdo. Inicialmente fizemos uma amplificacdo total
das amostras extraidas visando obtermos a maior quantidade de DNA possivel e
verificarmos como as amostras se comportariam com relagdo aos genes alvo e foram
observadas varias amostras que acabaram ndo amplificando para a sequéncia
mitocondrial. Os animais poderiam estar sob acdo de intempéries ambientais ha
alguns dias, 0 que pode ocasionar algum grau de degradacdo do tecido e
consequentemente uma baixa qualidade no DNA extraido.
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Outro fator que pode ter comprometido a qualidade das amostras foi o tipo
de tecido coletado em campo. Devido as condi¢gdes adversas que 0s animais se
encontravam, eventualmente havia amostras de placas, nadadeiras ou por¢des do
casco dos animais, tecidos que conferem altos graus de queratina, interferindo na
qualidade do material genético. O tipo de tecido pode interferir na qualidade e pureza
do material genético extraido, sendo indicados passos de purificagdo para que as
amostras figuem com uma menor quantidade de substancias contaminantes aos
acidos nucléicos. Em estudos que tem como objetivos analises moleculares, o mais
comum é se utilizar tecidos de pele, em sua maioria de regides musculares, seguido
de sangue, 0 que ajuda na obtencao de materiais genéticos mais integros. (Monteiro
et al., 2024).

Em momento posterior, foi feita outra bateria de extracbes de DNA,
incluindo amostras de espécies que nao tinham sido amplificadas nas tentativas
anteriores, L. olivacea e E. imbricata. Foram realizadas mais 48 extra¢des, focando
em aumentar os quantitativos dos genes nucleares e das espécies citadas. As
extracdes passaram pelos mesmos procedimentos de selecéo para serem eleitas para

0 sequenciamento.

5.2 Sequéncias de DNA obtidas e comparacao com banco de dados

Foram obtidas 102 sequéncias de DNA com boa qualidade resultantes do
sequenciamento de Sanger (Quadro 3), extraidos de tartarugas marinhas de 39
amostras encalhadas no litoral leste do Ceara dos municipios de Aquiraz, Cascavel,
Beberibe, Fortim e Aracati, utilizadas para as andlises e comparadas com 80
sequéncias disponiveis no Banco de dados NCBI (APENDICE B).

O montante das sequéncias utilizadas inclui as sequéncias, que foram
revisadas e conferidas no software MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis). As conferéncias foram feitas criteriosamente, a fim de revisar os
nucleotideos presentes nas sequéncias afim de resolver ambiguidades. Foram entéao
selecionadas sequéncias disponiveis no GenBank para a realizagdo do alinhamento
geral para 0s genes, comparagao entre as espécies e montagem dos arquivos a serem

analisados nos demais softwares de analises genéticas.
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As sequéncias para o gene COI foram cadastradas no GenBank. Os
numeros de acesso estao disponiveis no Apéndice F deste documento. As sequéncias
para os genes RAG1 e RAG2 estdo em processo de submissao.

5.3 Dados Genéticos das populacoes estudadas

Os resultados obtidos para os dados genéticos das populacdes estudadas,
foram diretamente influenciados pela quantidade de dados disponiveis no banco de
dados, bem como pela quantidade de sequéncias de DNA que foram obtidas para
cada gene (Quadro 3). Algumas analises previstas nao puderam ser realizadas por
falta de informagdes disponiveis para a construgcdo dos grupos filogenéticos e

populacdes.

Quadro 3 — Quantidade de sequéncias utilizadas (n), selecionadas do banco de dados
(GenBank) e obtidas por sequenciamento de SANGER do presente trabalho
(Sequéncias obtidas) separas por espécies (Chelonia mydas, Caretta caretta,
Eretmochelys imbricata e Lepidochelys olivacea) e por gene (COIl, RAG1 e RAG2)

Chelonia Caretta Eretmochelys Lepidochelys
mydas caretta imbricata olivacea TOTAL

Ccol
Sequéncias obtidas 31 4 2 1 38
NCBI 19 6 19 3 47
TOTAL COI 50 10 21 4 85
RAG1
Sequéncias obtidas 28 1 1 2 32
NCBI 6 4 3 7 20
TOTAL RAGH1 34 5 4 9 52
RAG2
Sequéncias obtidas 29 1 1 1 32
NCBI 3 2 2 6 13
TOTAL RAG2 32 3 3 7 45
TOTAL POR
ESPECIE 116 18 28 20 182
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Para os trés genes, foram geradas sequéncias de DNA que foram comparadas
com as que havia disponiveis no banco de dados NCBI, levando em consideracao se
a sequéncia havia sido amplificada com o mesmo gene a ser trabalhado e o local que
a amostra havia sido coletada, visando abranger o maximo possivel as localidades

das amostras incluidas no estudo.

Os resultados das andlises genéticas estdo apresentados em subtépicos,
separados inicialmente por gene, em seguida por espécie e para cada espécie, as
andlises que foram realizadas para as sequéncias obtidas com aquele respectivo
gene. Os hapldtipos identificados para cada gene, de acordo com cada local analisado
e a respectiva espécie(s) estao dispostos nos apéndices C, D e E deste documento.

5.3.1 Citocromo oxidase subunidade | (COI)

As andlises para as amostras amplificadas com o gene COI foram as mais
completas, devido a maior disponibilidade de dados tanto no banco de dados
gendmico quanto com a quantidade de sequéncias que foram obtidas das amostras

do estudo através das extragcdes de material genético.

A tabela 1 apresenta um panorama geral dos dados para as espécies de
tartarugas marinhas que foram realizadas as analises genéticas e revela uma alta
diversidade haplotipica em varias populagdes, particularmente no Brasil, com valores
de Hd proximos de 1, como observado para as espécies C. mydas, C. caretta, E.

imbricata, e L. olivacea.
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Tabela 1 - Dados de diversidade genética para C. mydas, C. caretta e E. imbricata
gerados a partir das sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COl)

Sitios Média de
. = A oo Haplotipos Diferencas
Espécie Populacao Sequéncias Pollrrzg;flcos (h) Nucleotidicas
(K)
Chelonia China 7 3 4 0,857
mydas
Chelonia Caribe 6 (1) 0 1 0
mydas
Chelonia india 2 3 2 3
mydas
Chelonia Australia 4 2 3 1
mydas
Chelonia Brasil 30 (28) 1 2 0,067
mydas
Caretta EUA > 5 5 5
caretta
Caretta Mediterraneo 3 0 3 0
caretta
Caretta Brasil 4 (4) 13 4 15,5
caretta
Eretmochelys &5 mbia 16 6 4 0,950
imbricata
Eretmochelys  p \otralia 2 2 2 2
imbricata
Eretmochelys g g 2(2) 0 1 0
imbricata

Entre () estao os valores referentes aos quantitativos oriundos do presente estudo



62

5.3.1.1 Diversidade genética de Chelonia mydas para o gene COI

Os resultados da andlise genética das populacées de C. mydas com base
no gene mitocondrial COIl, utilizando o software Arlequin, revelaram importantes
insights sobre a diversidade genética dessa espécie em diferentes regides

geograficas.

A média de diferengas nucleotidicas para as amostras do Brasil foi de
0,067, indicando que as variagbes genéticas entre os individuos sao relativamente
pequenas, reforcando a proximidade genética encontrada entre as amostras pela rede
de haplétipos. Ja nas sequéncias do Caribe (México, EUA e Guiana), mesmo com seis
sequéncias analisadas, ndo foram detectados sitios polimérficos, o que resultou em
uma auséncia de variagdo genética, refletindo uma homogeneidade entre os

individuos analisados.

Na populacéo da China, foram identificados trés sitios polimérficos entre as
sete sequéncias analisadas, resultando em quatro haplétipos distintos, com a média
de diferencas nucleotidicas de k=0,857. Essa variabilidade sugere uma elevada taxa
de diversidade genética, o que pode refletir um histérico de migragéo e fluxo génico
entre diferentes populagdes. No entanto, essas inferéncias s6 podem ser confirmadas
caso haja estudos com uma maior quantidade de sequéncias disponiveis para a
espécie e genes alvo.

A populagdo da india apresentou trés sitios polimérficos entre as duas
sequéncias analisadas, com dois haplétipos, com uma média de diferencas
nucleotidicas de k=3. De forma semelhante, a populacdo da Australia também
apresentou alta diversidade genética, com dois sitios polimérficos e quatro haplétipos
distintos entre as quatro sequéncias analisadas, resultando em uma média de

diferencas nucleotidicas de k=1.

Esses dados podem indicar uma alta divergéncia genética entre os
individuos das localidades estudadas dos oceanos indico e Pacifico, indicando a

possivel presenca de diferentes estoques genéticos. Essa ideia foi discutida por Dolfo
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etal., 2023, que trazem que as populagdes de C. mydas da Polinésia Francesa, regidao
banhada pelo oceano pacifico apresentam particularidades genéticas importantes, o
que conferem um isolamento genético desta populacdo das demais e sua
consequente diferenciacao.

Quando analisadas as comparagcdes pareadas entre as populagdes, 0s
valores comparativos do indice de fixagdo do Brasil (FST=0,538) e Caribe
(FST=0,811) com as demais trouxeram resultados estatisticamente significativos
(p>0,05). Assim, observa-se uma maior diferenciacdo genética entre as populacoes
Caribe-Brasil e o restante dos locais analisados pertencentes ao Oceano Pacifico, o
que também foi observado na rede de haploétipos, apresentada posteriormente,
conferindo uma separacao ente os estoques do Atlantico e do Indo-Pacifico.

Esses resultados destacam as implicagées para a gestdo e conservagao
da C. mydas em diferentes areas de desova e alimentacdo ao redor do mundo. O
manejo adequado deve levar em consideragcdo o grau de conectividade entre as
populacées e a necessidade de proteger as populagdes com menor variabilidade
genética, como as do Oceano Atlantico.

Na matriz de diferenciacao genética (Figura 4), os valores de FST foram
calculados entre as populacgdes de tartarugas marinhas das cinco regides avaliadas
(india, Australia, China, Caribe e Brasil), gerada no software Arlequin. Os maiores
valores de FST sao observados entre as populacdes do Brasil e Caribe, esse padrao
sugere um isolamento genético prolongado ou barreiras ao fluxo génico entre as
populagdes dessas regides, enquanto as populagdes da india, Australia e China

mostram menor diferenciacado genética.
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Figura 4 - Matriz de diferenciacdo Genética (FST) pareada entre Populagbes de
Chelonia mydas analisadas para o gene COI gerado pelo software R

Matrix of pairwise Fgt

India —|
0.8

Australia —| 08

— 04

FST

China —

— 02

Caribe

— 00

Brasil

India
Australia
China
Caribe
Brasil

Em contraste, as populacdes da india, Australia e China apresentaram
valores de FST menores, indicando um fluxo génico mais elevado ou uma divergéncia
genética menos pronunciada entre essas populacdes. Pode-se inferir que o
isolamento geografico desempenha um papel central na estrutura genética dessas
populacdes, influenciando a conservacdo e gestdo das espécies de tartarugas

marinhas nas diferentes regiées analisadas.

Em geral, os niveis esperados de heterozigosidade foram baixos para todas
as populagdes. No Brasil, a heterozigosidade foi praticamente inexistente (0,066),
refletindo a baixa variagdo genética. E provavel que esta realidade esteja relacionada
a reducao populacional atrelada a poluicdo do ambiente marinho, a pesca incidental
e ocorréncia de parasitas, 0 que acaba por gerar possiveis gargalos populacionais e
aumentando a ocorréncias de eventos de introgressao e hibridismo nas tartarugas
estudadas no Brasil (Tagliolatto et al., 2021; Vilaca et al., 2012, 2022; Almeida et al.,
2023; Reis et al., 2009; Barata, Bodevan, Kirchpfenning, 2024; Vanucci et al., 2024).
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A matriz de diferengas pareadas entre populagdes de tartarugas marinhas
das cinco regides esta representada na figura 5. O gradiente verde representa as
diferengas entre populagdes, enquanto o laranja/vermelho ilustra as diferencas dentro
das populacdes. O gradiente azul indica a distancia de Nei (D) entre as populacdes.

Figura 5 - Matriz de diferencas pareadas médias entre populagdes de Chelonia mydas
para o gene COI gerada pelo software R
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As populacdes da india apresentaram maior diversidade genética interna,
conforme demonstrado pelo elevado numero de diferengas dentro da propria
populagédo (gradiente laranja/vermelho). Em contraste, as populagdes do Caribe e
Brasil exibiram menor distancia genética pareada, o0 que sugere maior
homogeneidade genética entre essas regides (gradiente azul escuro). Ja as
populagdes da Australia e China apresentaram valores intermediarios de
diferenciacao genética tanto entre como dentro das populacdes. Esses resultados
indicam diferentes niveis de proximidade genética e isolamento entre as populagdes
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de tartarugas marinhas, o que pode ser atribuido a barreiras geograficas, dispersao
limitada ou eventos histdéricos de colonizacao.

A analise da distancia genética pareada (Tabela 2) entre as populagdes de
C. mydas com base no gene COI revelou que o conjunto amostral do Caribe e Brasil
sao as mais proximas geneticamente (distancia de 0,000127), sugerindo uma forte
conectividade genética entre essas regides.

Tabela 2 - Matriz de distancia genética pareada entre conjunto amostral de Chelonia
mydas com base no gene COIl gerada com base no método Kimura-2-Parameter
(K2P)

China Caribe India Brasil Australia
China 0,00
Caribe 0,00566 0,00
india 0,007092 0,005945 0,00
Brasil 0,005788 0,000127 0,006073 0,00
Australia 0,003394 0,005945 0,005953 0,006073 0,00

Esse resultado é esperado devido a proximidade entre as localidades
estudadas, em que as tartarugas podem utilizar varios pontos do Oceano Atlantico
incluindo areas do Atlantico Norte e Atlantico Sul, podendo haver sobreposi¢do de
épocas de reproducao e de comportamento de forrageio. Como néo existem barreiras
geograficas fisicas que impegcam os animais de nadarem livremente entre esses
locais, é esperado que haja uma migracao por entre essas localidades, conferindo um
grau de compartilhamento genético.

Por outro lado, a maior divergéncia genética foi observada entre as
populagdes da india e China (distancia de 0,007092), indicando um isolamento
genético mais acentuado entre essas duas regides. As populagbes da Austrélia
apresentaram distancias intermediarias em relagdo as demais, sugerindo uma

conectividade genética moderada.
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5.3.1.2 Rede de hapldtipos de Chelonia mydas para o gene COI

A rede foi construida no software POPART, utilizando o método median-
joining, que conecta os haplétipos por meio de mutagdes genéticas, oferecendo uma
visdo da filogeografia e da conectividade dessas populagbes. Essa mesma
configuracgao foi utilizada para gerar as redes de haplotipos das demais espécies e

genes.

Foram encontrados oito haplotipos, distribuidos entre as sete populagdes
estudadas. Pode-se observar um haplétipo mais representativo, hap_1, que é
compartilhado pelos grupos amostrais do Brasil, EUA, Guiana e México, indicando o
compartiihamento de informacdes genéticas entre os exemplares da regidao do
Atlantico. Existe ainda um haplétipo com um individuo (hap_4) do Brasil, em que
hap_1 e hap_4 formam o haplogrupo Caribe-Brasil.

O segundo haplogrupo Indo-Pacifico, engloba seis haplotipos, distribuidos
entre China, India e Australia, em que o hap_2 é compartilhado entre China e
Australia, o hap_3 é compartilhado entre india, China e Australia. Esses dois
haplogrupos representam uma distingdo entre os exemplares de tartaruga verde que
foram registradas nessas diferentes regides (figura 6).

Figura 6 — Rede de haplétipos para sequéncias parciais do gene COIl de Chelonia
mydas partir do método de Minimum Spanning Network
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Assim, nota-se uma maior diversidade de haplétipos para o haplogrupo
referente as localidades Indo-Pacifico, o que pode tanto estar relacionado ao
quantitativo de amostras quanto a quantidade de locais diferentes em que elas foram
coletadas. A tartaruga-verde parece ter tido sua origem no Indo-Pacifico, também
houver eventos de colonizagdao no Pacifico Central e Atlantico, indicando uma clara
divergéncia genética entre as tartarugas do Atlantico e do Pacifico, mediada por
barreiras geograficas (Jensen et al., 2019; Dolfo et al., 2023)

O conjunto amostral do Brasil apresentou dois haplétipos distintos, com
uma predominancia marcante de um deles (hap_1), representando 96,67% dos
individuos indicando que ha um haplé6tipo bem conservado dentro da populagéo, que
inclui também amostras de outras localidades do Caribe consideradas nesse estudo
(México, EUA e Guiana). O segundo haplétipo foi encontrado em apenas 3,33% da
amostra (hap_4), sugerindo uma baixa diversidade haplotipica A dominancia de um
Unico haplétipo pode a longo prazo resultar em endogamia, devido ao fluxo génico
restrito, j& que os individuos que compartiiham esse haplétipo possuem materiais

genético similares e uma consequente baixa diversidade genética.

Na China, foram identificados quatro haplétipos distintos (hap_2, hap_3,
hap_7, hap_8), com frequéncias que variam entre 14,29% e 57,14%. Esse padrao
indica uma maior diversidade haplotipica nessa populagéo, sugerindo uma estrutura
genética mais complexa. A maior variabilidade pode ser atribuida a um histérico de
multiplos eventos de dispersdo e uma conectividade genética entre diferentes

subpopulagdes.

O conjunto amostral da Australia apresentou trés haplotipos distintos, com
frequéncias variando de 25% a 50%. Esse nivel de diversidade é consistente com uma
populacdo geneticamente diversificada, provavelmente resultado de sua posigao
geografica isolada. A Australia é conhecida por possuir multiplos estoques genéticos
de tartarugas-verdes, resultado de populagdes mais distantes originadas no indo-
Pacifico (Day et al., 2024).

Os resultados das amostras do México mostraram um unico haplétipo em
toda a amostra. A auséncia de variagdo haplotipica pode indicar que essa populacao
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€ geneticamente homogénea, possivelmente devido a um fluxo génico limitado ou a

eventos de fundacéao.

Esses resultados indicam uma troca de informacgdes genéticas entre essas
populagdes, formando esse haplogrupo Caribe-Brasil, fortificando as hipdteses de que
as tartarugas marinhas da espécie C. mydas nadam livremente entre os Oceanos
Atlantico Norte e do Atlantico Sul (Patricio et al., 2024).

As regides em questdo sao consideradas areas de reproducédo e de
forrageio (Patricio et al., 2024; Oliveira et al., 2024 ; Mettler et al., 2020), indicando que
0s animais podem passar uma boa parcela da vida nadando por essas localidades,
favorecendo o fluxo génico entre regides do Atlantico. Esse fato pode trazer beneficios
para a espéecie, uma vez que por se tratar de populagdes bem estabelecidas, pode
haver a troca de informagdes genéticas, aumentando a variabilidade genética e
consequentemente favorecendo as adaptacdes as alteracbes do meio.

5.3.1.3 Diversidade genética de Caretta caretta para o gene COI

Assim. como feito para C. mydas, para C. caretta obtivemos os resultados
referentes as analises de diversidade genética das populagdes com o software
Arlequin. Os dados foram analisados considerando trés conjuntos amostrais: EUA,
Mediterraneo (Quénia e Turquia) e Brasil.

As sequéncias dos EUA apresentaram diversidade haplotipica significativa,
em que cada sequéncia se diferenciou em um haplétipo. J& nas amostras do
Mediterraneo ndo foram observados sitios polimérficos, indicando que todos os
individuos analisados apresentam sequéncias idénticas, sem variagdo genética e
agrupadas no mesmo haplétipo. Em contraste com os resultados encontrados, ha
indicios de alta diversidade genética em populacbes de tartarugas-cabecudas do
Mediterraneo, resultado que foi acima do esperado pelos autores, que analisaram
sequencias mitocondriais de 11 populagdes de nidificagdo do mediterraneo (Garofalo
etal., 2009). Essa discrepancia pode se dar ao fato de no presente estudo, nao termos

conseguido uma maior quantidade de sequéncias para serem analisadas, o que
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interfere nas inferéncias acerca de diversidade genética e sobre as estruturas das

populagdes alvo.

Por outro lado, a populacdo do Brasil exibiu uma maior diversidade
nucleotidica, em que das 4 sequéncias, 2 estdo agrupadas no mesmo haplétipos e
uma possui 10 sitios polimérficos e gerou um segundo haplétipo. Esses resultados
sugerem uma variabilidade genética significativa dentro da populagcdo brasileira,
possivelmente resultado de diferentes estoques genéticos ou histéricos evolutivos
distintos. As tartarugas cabegudas possuem alto comportamento migratério, tendo um
fluxo génico assimétrico em populagdes do Atlantico. Historicamente, sabe-se que
houve duas linhagens de colonizacdo da espécie para o Atlantico, uma iniciando na
bacia do Istmo Panama, estabelecida no Brasil, Cabo Verde, EUA e México e outra
que se originou pelo Cabo da Boa Esperanga, o que confere uma maior diversidade
para a espécie (Baltazar-Soares et al., 2020).

A analise de diferenciacao genética entre os conjuntos amostrais de C.

caretta para os indices FST, ndo mostraram diferencas significativas.

Quando feita a comparacdao par a par o conjunto amostral do Brasil
apresentou as maiores diferencas dentro da prépria populacdo, sugerindo uma alta
variacdo genética interna. Em contraste, a populagdo do Mediterraneo mostra as
menores diferencas internas, indicando baixa variacdo genética entre os individuos.
Entre as populagbes, as maiores diferengas sao observadas entre o Brasil e o
Mediterraneo, sugerindo um alto nivel de diferenciacdo genética entre essas duas

regides.

A andlise das diferencas pareadas médias entre as populagdes de C.
caretta revelou variagdes significativas na estrutura genética das populagcbes. As
populagdes do Mediterraneo apresentaram as menores medias de diferencas
genéticas tanto dentro quanto entre populacbes, com uma divergéncia genética
minima em relagdo as outras regiées. Estudos anteriores também corroboram a baixa
variabilidade genética nas populagdes do Mediterraneo, possivelmente devido a um
histérico de isolamento reprodutivo e a limitagdo de areas adequadas para nidificagcéo,
incluindo a escassez de dados (Casale et al., 2018).
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Por outro lado, a populacdo do Brasil exibiu a maior média de diferencas
genéticas dentro da populagao e uma alta divergéncia em relagéo as populagdes dos
EUA e Mediterraneo. Esses dados sugerem que as populagdes brasileiras podem ter
passado por eventos de expansao populacional e colonizagdo de novas areas de
nidificacdo, o que resultou em uma maior variabilidade genética. As populagbes dos
EUA demonstraram uma divergéncia genética moderada, tanto dentro da populacao
quanto em relacao as outras, o que pode refletir uma conectividade moderada entre
as areas de desova e alimentacao no Atlantico.

Esses resultados indicam que o Brasil apresenta as sequéncias mais
diversas geneticamente, enquanto que o Mediterraneo e os EUA tém menor
variabilidade interna e se distinguem geneticamente em menor grau entre si do que
em relagdo ao Brasil. Em populac¢des nidificantes nos EUA, C. caretta apresenta uma
estrutura genética complexa, com a ocorréncia de multiplas populagdes isoladas e
sobreposicao de populacées durante as migracdes quando estudadas por analises
moleculares mitocondriais (Bowen, Soares, Toonen, 2005).

A matriz de distancias genéticas apresentada abaixo mostra as diferencas
genéticas entre amostras de C. caretta do Quénia, Turquia, EUA e Brasil, com base
no gene COI (Tabela 3) e revela uma alta similaridade genética entre as populacoes
do Quénia e da Turquia, sugerindo que esses conjuntos amostrais sdo geneticamente

idénticas ou extremamente proximas em relagdo ao gene COIL.

Tabela 3 - Matriz de distancias genéticas pareadas entre populagdes de Caretta
caretta para o gene COI gerada com base no método Kimura-2-Parameter (K2P)

Quénia Turquia EUA Brasil

Quénia 0,00

Turquia 0,00 0,00

EUA 0,009073 0,009073 0,00

Brasil 0,031046 0,031046 0,027395 0,00
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Em contraste, a populacdo do Brasil mostra maior diferenciacdo genética
em relagdo as demais populagdes, com valores de distancia genética de 0,031 tanto
em relacdo ao Quénia quanto a Turquia, e 0,027 em relacdo aos EUA. Isso sugere
que o conjunto amostral do Brasil de C. caretta é geneticamente distinto,
possivelmente devido a maior variagdo genética ou a um isolamento geografico

prolongado.

Esses resultados evidenciam que, enquanto algumas populagdes (como as
do Quénia e da Turquia) estdo altamente conectadas geneticamente, a populagao
brasileira destaca-se por apresentar maior distancia genética em relacao as demais.
Isso pode refletir diferencas nos padrées de migracao, histéria evolutiva ou

adaptacdes locais.

Andlises com DNA mitocondrial e nuclear, revelam hibridizacdo entre C.
caretta com L. olivacea e E. imbricata, indicando a possibilidade de eventos de
hibridizacdo ao longo da costa brasileira (Almeida et al., 2023), fatores estes que

podem refletir no aumento da diversidade genética da espécie.

5.3.1.4 Rede de hapldtipos de Caretta caretta para o gene COI

Os resultados da rede de haplétipos para C. caretta (Figura 7) amplificadas
com o gene COlI, indicou a presenca de quatro haplétipos, em que dois deles sao
compartilhados e dois sao especificos de uma amostra do Brasil (hap_4) e de uma
dos EUA (hap_3). No Brasil, foram identificados dois haplétipos distintos, enquanto no
grupo das amostras do Mediterraneo apenas um haplétipo foi encontrado (hap_2),
compartilhado com as amostras do Quénia e da Turquia.
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Figura 7 — Rede de haplétipos para sequéncias parciais do gene COIl de Caretta
caretta a partir do método de Minimum Spanning Network
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Para as amostras do Brasil, as sequéncias se agruparam em dois
haplétipos (hap_1 e hap_4), em que o primeiro é compartilhado entre sequéncias do
Brasil e uma sequéncia dos EUA, mostrando uma relacdo genética entre as
populacdes dessas duas localidades, também trazendo o comportamento livre entre
as regides do Atlantico Norte e Atlantico Sul para a C. caretta. Uma das amostras,
possui 10 sitios polimérficos em relacao as demais amostras do local, indicando uma
diferenciacao importante para a espécie, aumentando a variabilidade genética para

essa regiao.

A espécie C. caretta vem mostrando alto nivel de diferenciacdo genética
quando comparada com as demais. Isso pode se dever ao fato de a espécie ter
comportamentos de migracao bem intensos, além de ocorréncias de hibridismo e fluxo
génico entre diferentes populacbes (Bowen, Soares, Toonen, et al., 2005; Ludwig et
al., 2023; Almeida et al., 2023). As migracdes sdo importantes para que as tartarugas
aumentem a possibilidade de variabilidade genética, fazendo com que haja uma maior
capacidade adaptativa as alteracées ambientais que podem vir a impactar no sucesso
evolutivo das espécies.
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Nao foi possivel realizar as analises de diferenciagdo genética utilizando o
software Arlequin para as espeécies Eretmochelys imbricata e Lepidochelys olivacea
com o gene mitocondrial COIl, bem como para os genes nucleares RAG1 e RAG2,
devido a insuficiéncia de informacdes disponiveis nas bases de dados para esses
marcadores genéticos. A auséncia de sequéncias genéticas suficientes inviabilizou as
analises filogeograficas e populacionais com o auxilio do Arlequin, que requer uma
quantidade minima de dados para a realizacao de comparacdes estatisticas robustas
entre as populacdes. Foi entdo realizada uma analise genética basica com o software
DNAsp.

Como alternativa, optou-se por utilizar apenas as informacdes das relacoes
dos haplétipos no software POPART para a construcdo de redes de haplétipos,
permitindo a visualizacao das relacdes evolutivas entre os haploétipos das populacdes
analisadas. As redes de haplotipos, geradas pelo método de median-joining, foram
consideradas como a principal abordagem filogeografica para essas espécies para o
COlL.

5.3.1.5 Analises genéticas e rede de haplotipos de Eretmochelys imbricata para o
gene COI

A andlise genética dos grupos amostrais de E. imbricata para o gene COI
foi feita pelo DNAsp. A diversidade haplotipica total para a espécie foi Hd= 0,5 com as
20 sequéncias distribuidas em 5 haplétipos diferentes e uma alta diversidade
nucleotidica (K=0,96). A populacdo da Colémbia apresentou uma diversidade
haplotipica moderada (Hd = 0,517) e uma média de diferengas nucleotidicas de 0,950,
com quatro haplétipos distintos identificados.

Em contrapartida, a populagéo da Austrélia exibiu dois haplétipos distintos,
e uma média de diferencas nucleotidicas de 2. Ja a populacao do Brasil apresentou
auséncia de diversidade haplotipica e diferencas nucleotidicas nulas, o que indica
uma homogeneidade genética nessa amostra, em que as duas sequéncias para a
espécie se agruparam em um mesmo haplétipo. E importante destacar que devido ao
baixo numero de sequéncias disponiveis para a espécie € o0 gene alvo, ndo é possivel

tirar conclusdes definitivas acerca de analises genéticas considerando os conjuntos
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amostrais como populagdes. No entanto, podemos ter um direcionamento de
possibilidades para andlises futuras e realizar uma analise mais aprofundada com

relacdo aos dados dos haplétipos para as espécies.

Esses resultados destacam a necessidade de estratégias de conservagao
adaptadas para E. imbricata, considerando as diferengas nos padrées de diversidade
genética e conectividade entre populagdes, que influenciam diretamente a resiliéncia

das tartarugas a pressdes ambientais.

A rede de haplétipos a seguir (Figura 8) mostra as relagdes filogeograficas
entre diferentes populac¢des de E. imbricata (tartaruga-de-pente), incluindo amostras
da Colémbia (vermelho), Porto Rico (verde), Austrélia (roxo) e Brasil (amarelo). A rede

foi construida com o método median-joining.

Observa-se uma clara predominancia de haplétipos da Colémbia, indicando
que essa populagdo possui 0 maior numero de amostras na rede. Em contraste, as
populacées do Brasil, Porto Rico e Austrdlia sao representadas por fatias menores em
algumas conexodes, sugerindo que essas regides compartilham haplétipos com a
Colébmbia, mas possuem uma menor frequéncia amostral. Esses resultados podem
ser direcionados pela maior quantidade de sequéncias disponiveis para as amostras
da Colémbia (n=16) do que dos demais locais estudados (n=4).

Figura 8 — Rede de haplétipos para sequéncias parciais do gene COIl de Eretmochelys
imbricata a partir do método de Minimum Spanning Network
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E possivel observar um haplogrupo que inclui os haplétipos hap_1, hap_2,
hap_3 e hap_4, sendo o primeiro compartilhado por sequéncias da Colémbia, Porto
Rico e Brasil, e os demais hapl6tipos do grupo, incluindo sequéncias apenas da
Colébmbia. Os resultados refletem uma relacdo importante entre as tartarugas do
Atlantico Norte e Sul, assim como observado para C. caretta, fato este que traduz uma
maior possibilidade de aumento de variabilidade genética entre os animais dessas
diferentes localidades em que os animais podem transitar livremente entre as aguas,
em vista que nao existem barreiras fisicas separando os dois Atlanticos (Patricio et
al., 2024).

Além destes, existem ainda dois haplétipos com sequéncias Unicas da
Austrdalia (hap_5 e hap_6), indicando uma diferencia¢do genética importante entre os
oceanos Atlantico e Pacifico. Populagcoes de diferentes regides compartiiham os
mesmos haplétipos, o que sugere um fluxo génico significativo entre essas areas, ou
seja, as populacbes de E. imbricata podem estar conectadas geneticamente,
provavelmente devido a dispersao durante a fase pelagica juvenil e as migracoes

entre areas de alimentacao e reproducao (Almeida et al., 2023).

A presenca de haplétipos compartilhados entre o Brasil, Coldmbia e Porto
Rico, reforca a hipétese de conectividade entre as populacdes do Atlantico. No
entanto, a Austrélia aparece mais isolada na rede, com haplétipos exclusivos, o que
pode indicar uma diferenciacdo genética maior para essa regido. Esses resultados
corroboram estudos anteriores que sugerem uma conectividade populacional de E.
imbricata no Atlantico, mas também levantam a possibilidade de barreiras a dispersao

para as populagdes no Indo-Pacifico, como a Australia.

A rede de haplétipos oferece uma visdo detalhada da filogeografia da
espécie, demonstrando tanto a conectividade quanto a diferenciacdo genética
regional. Isso pode ter implicagdes importantes para a conservagao da espécie,
sugerindo a necessidade de abordagens de manejo coordenadas entre paises que

compartilham populagdes geneticamente conectadas.

Acerca da matriz de distancias genéticas entre os conjuntos amostrais de
E. imbricata (Tabela 4), as populacdes da Colédmbia e Porto Rico apresentaram uma
distancia genética muito baixa (0,0016), indicando alta similaridade genética e
possivelmente um fluxo génico recente entre essas populagdes do Atlantico. Da



77

mesma forma, a populagdo do Brasil compartilha uma proximidade genética com
Porto Rico e Colbmbia, com valores de distdncia genética também em torno de
0,0016. Os resultados da matriz de distancia genética corroboram com os achados na
analise da rede de haplétipos para as sequéncias de COIl de E. imbricata, sendo
indicativo de confirmagao das relagdes genéticas entre os exemplares do Atlantico.
Em contrapartida, a Austrdlia apresentou as maiores distancias genéticas em relacéao
as populacdes do Atlantico, com valores de 0,0239 em relacdo a Colémbia e 0,0223
em relacdo a Porto Rico, sugerindo um isolamento genético maior desse conjunto

amostral.

Tabela 4 - Matriz de distancias genéticas pareadas entre populacdes de Eretmochelys
imbricata para o gene COI gerada com base no método Kimura-2-Parameter (K2P)

Colombia Porto Rico Australia Brasil

Colémbia 0,00

Porto Rico 0,001566 0,00

Australia 0,023932 0,022307 0,00

Brasil 0,001566 0,00 0,022307 0,00

Esses resultados indicam que as populacdes atlanticas de E. imbricata
estdo conectadas geneticamente, enquanto a populacdo da Austrélia parece estar
mais isolada, refletindo padrdes filogeograficos diferenciados entre o Atlantico e o
Indo-Pacifico. Estudos anteriores corroboram esses achados, sugerindo que as
populacbes atlanticas de tartarugas-de-pente possuem uma conectividade
significativa devido a dispersdo durante a fase juvenil e migragcdes para areas de
alimentacao e reproducao (Bowen et al., 2007; Vilaca et al., 2013).

5.3.1.6 Andlises genéticas para Lepidochelys olivacea

Para a espécie L. olivacea, devido ao numero baixo de sequéncias
disponiveis (4), das quais apenas uma era do Brasil, disponibilizada pelo presente
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estudo, ndo foi possivel realizar a caracterizagdo genética, como foi feita para as
demais espécies, sendo possivel apenas o estudo relacionado a rede de haplétipos.

Para a tartaruga oliva, foram incluidas sequéncias do Brasil, india e
Australia, de acordo com o que havia disponivel no banco de dados para a respectiva
espécie e gene utilizados para gerar a rede de haplétipos (Figura 9). Os resultados
mostram uma baixa diversidade haplotipica, com trés haplétipos distribuidos entre as
localidades, informagao que pode se dever a baixa quantidade de amostras utilizada
disponiveis para a espécie.

Figura 9 — Rede de haplétipos para sequéncias parciais do gene COI de Lepidochelys
olivacea a partir do método de Minimum Spanning Network
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Foram identificados trés haplétipos, sendo um compartilhado por amostras
do Brasil e da Australia (hap_1) e os outros dois referentes a amostras da india, com
duas sequéncias diferentes.

Por outro lado, a India aparece mais isolada na rede, com as duas
sequéncias distribuidas em dois haplétipos distintos e exclusivos, o que sugere uma
diferenciacao genética mais acentuada para essa populagao, possivelmente causada
por barreiras geograficas ou oceanograficas que limitam a possibilidade de fluxo
génico.

Esses resultados sdo consistentes com estudos anteriores que apontam

para uma estruturacdo genética em populagdes de L. olivacea, especialmente no
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Indo-Pacifico, onde as populagdes tendem a ser mais diferenciadas devido a extenséo
geografica e barreiras de dispersao (Shanker et al., 2004).

A conectividade genética entre o Brasil e a Australia é surpreendente, mas
pode ser explicada pelo comportamento migratério dessas tartarugas, que
frequentemente percorrem longas distancias para buscar areas de alimentacéo e
reproducdo. As tartarugas oliva parecem ter diferentes padrées de migracdes, nao
possuindo rotas especificas em seu comportamento, conferindo uma certa
flexibilidade, apresentando comportamento némade (Plotkin, 2010). O mesmo
também ocorreu para E. imbricata de Alagoas, em que foi identificado um haplétipos
tipico do indo-Pacifico, sugerindo migracdes de longa distancias para a espécie
(Almeida et al., 2023).

Outra hipétese € a discutida por Vilaga et al., 2022, que trazem que as
populacbes do Oceano Atlantico de Lepidochelys olivacea possuem uma menor
diversidade genética quando comparadas as populagdes de outras localidades, e
ainda encontraram uma proximidade entre as popula¢des do Atlantico e do Indo
Pacifico ocidental, regido que engloba a Australia. Os autores discutem que pode ter
havido uma recolonizacdo mais recente do Atlantico com estoques genéticos do
Pacifico Ocidental, fato que pode explicar o compartilhamento do mesmo haplétipo

entre individuos do Brasil e da Australia.

5.3.1.7 Arvore filogenética para o gene COI

A analise incluiu as espécies C. mydas, C. caretta, E. imbricata e L.
olivacea, e revelou uma clara separacao filogenética entre os principais grupos e
espécies analisadas (Figura 10). As relagdes entre as populacées que foram
observadas na arvore filogenética, refletem as informacdes observadas na rede de
haplétipos para o gene. No entanto, observou-se um menor suporte em alguns clados
envolvendo Eretmochelys imbricata e Caretta caretta, com valores de bootstrap
inferiores a 70%, o0 que pode indicar a presenca de variacbes genéticas
intrapopulacionais.
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Figura 10— Arvore filogenética para o Gene COI, construida pelo Método Neighbor-
Joining, aplicando o Modelo de dois parametros de Kimura (Kimura, 1980). NUmeros
proximos aos ramos correspondem a consisténcia apés 10.000 replicagdes por

Bootstrap.
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5.3.2 Gene RAGI

Para o gene RAG1, os dados referentes as andlises de diversidade
genética foram obtidos por meio do software DnaSP v6 devido a baixa quantidade de
sequéncias para algumas populagbées e a incompatibilidade com a descricdo de
populagdes. Os resultados das andlises genéticas para o gene RAG1 estéo
apresentados na tabela 5 em que foram analisados dois conjuntos amostrais (Brasil e
EUA) de quatro espécies de tartarugas marinhas (C. mydas, C. caretta, E. imbricata e

L. olivacea).

Devido ao baixo niumero amostral do quantitativo de sequéncias para essas
analises, nao foi possivel um resultado que reflita uma estruturacao genética com
relacdo as espécies. A maior quantidade de sequéncias utilizadas é referente a
espécie C. mydas, que foram produzidas nesse estudo. No banco de dados, a maioria
das sequéncias disponiveis sdo correspondentes a um unico haplétipo e s6 foram

encontradas sequéncias relacionadas ao Brasil e ao EUA.
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Tabela 5 - Dados de diversidade genética para Chelonia mydas, Caretta caretta, Eretmochelys imbricata e Lepidochelys olivacea
gerados a partir de sequéncias do gene nuclear RAG1

- , . . Média de
, Sitios Numero de Diversidade .
L . = Numero de o ) o Diferencas
Espécie Populacao Sequéncias Polimérficos Haplotipos Haplotipica Nucleotidicas Fst
(S) (h) (Hd) (K)
Chelonia EUA 5 0 1 : 0 0,092
mydas
Chelonia Brasil 27 2 3 0,325 0,336 0,092
mydas
Caretta
caretta S 2 i 1 i 0 i
Caretta .
caretta Brasil 3 4 3 1 2,666 ;
Eretmochelys g jp 2 2 2 1 2 0,67
imbricata ’
Eretmochelys . )
imbricata Brasil 2 3 2 1 3 0,67
Lepidochelys s 2 0 1 : 0 0,240
olivacea ’
Lepidochelys g . 7 12 6 0,952 3,904 0,240
olivacea

Fst - (coeficiente de diferenciagdo genética)
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Os resultados indicam que o conjunto amostral do Brasil possui uma
maior diversidade tanto haplotipica quanto de diferengas nucleotidicas, de modo
que pode ser menos impactada pelos fatores referentes ao gargalo populacional
das espécies de tartarugas marinhas. Esses fatores podem conferir uma maior
resisténcia e adaptabilidade as alteracbes ambientais, em vista da variabilidade

genética.

Ja sequéncias dos EUA apresentam uma menor diversidade genética
para essas amostras, o0 que pode indicar um isolamento dessa populagao, em
que nao ha indicativos de troca de informagbes genéticas com outras
populagdes. Sobre os dados de diversidade haplotipica, pode-se observar uma
diversidade alta hd=1 ou préxima a 1 e coeficiente de diferenciacdo genética
(FST) com alguns valores negativos. Isso pode se dever ao fato da pouca
quantidade de sequéncias disponiveis para as analises, como as populacdes de

C. caretta e E. imbricata, que eram compostas por apenas 2 sequéncias.

De modo geral, quando analisadas numa perspectiva mitocondrial, as
tartarugas oliva apresentam uma menor diversidade genética se comparadas
com as demais espécies, em que as populagdées do Oceano indico parecem ser
as mais divergentes dentro da espécie, sendo a linhagem mais antiga da espécie
em que a baixa diversidade sugere modelos de extin¢ao e recolonizacao (Vilaca
et al., 2022).

5.3.2.1 Andlises genéticas de Chelonia mydas para o gene RAG1

Quanto aos resultados do RAG1 para a tartaruga verde, a diversidade
haplotipica da populacao do Brasil foi maior em relacao a diversidade dos EUA,
que apresentou valores nulos, sem a presenca de sitios polimérficos, possuindo
apenas um haplétipo identificado para as cinco sequéncias avaliadas. Para a
populacao do Brasil, foi encontrada uma diversidade haplotipica de 0,325, com
dois sitios polimérficos e trés haplétipos distintos entre as 27 sequéncias

analisadas, sugerindo uma maior variabilidade genética interna.
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Um ponto importante a ser levado em consideracdo sobre esses
resultados é a divergéncia entre as quantidades de amostras encontradas para
as populacoes. Os dados disponiveis no banco de dados para a espécie em
relacdo ao gene RAG1 eram poucos, conferindo uma discrepancia de 22
amostras a mais para a populacdo brasileira, em que as amostras foram

sequenciadas no presente trabalho.

A média de diferencas nucleotidicas (K) foi de 0,336 no grupo
amostral brasileiro, indicando um nivel moderado de divergéncia genética entre
os individuos, enquanto para os EUA, o valor de K foi nulo, confirmando a
homogeneidade genética.

O coeficiente de diferenciagdo genética FST foi de 0,092, indicando
uma diferenciacao genética moderada entre as amostras que apesar de estarem
separadas, pode ocorrer uma conexao genética entre elas em algum grau. Esse
nivel de Fst indica que, embora existam algumas diferencas genéticas, as
populagbes sdo amplamente homogéneas e provavelmente possuem algum
grau de fluxo génico que mantém as populacées geneticamente conectadas
(Wright, 1978). As estimativas de diferenciacdo genética entre as populacdes
nao foram significativas (Chi? = 1,097, p = 0,5777), provavelmente devido ao

baixo numero amostral para algumas espécies.

Esses resultados sédo consistentes com a biologia de C. mydas, uma
espécie altamente migratéria, onde as populacbées podem manter niveis de
conectividade mesmo entre localidades geograficamente distantes (Roberts,
Schwartz e Karl, 2004; Dolfo et al., 2023; Patricio et al., 2024). A espécie possui
comportamento de fidelidade as suas areas de forrageamento e em regides de
soltura, permanecendo proximas ao serem monitoradas, possuindo areas no
Atlantico Norte como essenciais para a fase de vida juvenil (Metz et al., 2020).
Reconhece-se ainda que machos tendem a migrar menores distancias do que
as fémeas, sendo essa hipétese ampliada para as demais espécies de tartarugas
marinhas, revelando um padréo migratorio sexo especifico (Beal et al., 2022).

Esses dados reforcam a importancia de considerar a conectividade
genética entre diferentes éareas para a formulagcdo de estratégias de
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conservacao, uma vez que as populacdes de Chelonia mydas parecem estar
geneticamente conectadas apesar das diferengas regionais observadas na
diversidade haplotipica.

Esses resultados sdo consistentes com estudos anteriores que
indicam uma conectividade genética entre populacdes de Chelonia mydas no
Atlantico, porém com niveis variados de estruturacao genética, dependendo das
distancias geograficas e das barreiras fisicas e ambientais (Bowen et al., 2007;
Vilaca et al., 2013). A baixa diversidade genética observada nos EUA pode ser
um reflexo de gargalos populacionais histéricos ou uma colonizagdo recente,
enquanto a maior variabilidade no Brasil pode estar associada a presencga de
varias areas de alimentacao e desova na costa brasileira, que suportam um fluxo
génico mais robusto. A hip6tese da diferenca nas quantidades de sequéncias
analisadas nao pode ser descartada.

5.3.2.2 Analises genéticas de Caretta caretta para o gene RAG1

Para a espécie C. caretta, foram utilizadas 5 sequéncias, duas
pertencentes a populagdo dos EUA e trés pertencentes a populagédo do Brasil.
A andlise genética das sequéncias de C. caretta com base no gene RAG1
mostrou que a o conjunto amostral do Brasil apresentou uma alta diversidade
haplotipica (Hd = 1), em que cada uma das trés sequéncias analisadas se
distribuiu em um haplétipo diferente, com a presenca de 4 sitios polimérficos.

Por outro lado, a populacdo dos EUA apresentou uma diversidade
haplotipica nula, com apenas um haplétipo e nenhuma variacdo genética
observada entre os dois individuos analisados. A auséncia de sitios polimorficos
e a média de diferengas nucleotidicas nula indicam uma homogeneidade
genética dentro dessa populacgdo. E provavel que este resultado seja reflexo do
baixo nimero de amostras disponiveis para essa populagao.

Por se tratar de uma regiao de alimentacao e reproducao da espécie,
0 oceano Atlantico pode ser considerado um ambiente que possibilite a interagao
entre diferentes populacdes, sendo incluida ainda como rota migratéria. O
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presente estudo traz amostras de animais encalhados, que por vezes eram
juvenis (n=2). As jovens tartarugas ainda sao pouco estudadas, mas parecem
ser uma chave importante para a compreensao entre a interligacao entre as
espécies e as localidades de ocorréncia a depender da fase de vida para o grupo

que & migratdrio e com filopatria natal (Phillips et al., 2022).

Esses resultados indicam que as sequéncias brasileiras de C. caretta
mantém uma maior diversidade genética em comparacdo com as sequéncias
dos EUA, o que pode ser uma vantagem evolutiva em termos de adaptagéao e
resiliéncia a pressdes ambientais. Contudo, a possibilidade de fluxo génico entre
as populacdes sugere que a conectividade genética € mantida, o que pode
auxiliar na preservacao da espécie nessas diferentes regides geograficas. Um
estudo histérico com levantamento de dados de microssatélites e de DNA
mitocondrial, revelou que a composigcdo genética do Atlantico Sudoeste
apresenta altos niveis de diferenciacdo genética, conferindo uma populacéao
diferenciada entre diferentes areas de nidificacdo de C. caretta (Ludwig et al.,
2023). Apesar de uma diferenciagdo importante, ha também a ocorréncia de
fluxo génico assimétrico entre populagbes de nidificacdo, mantendo uma
conexao entre os grupos de ilhas do Atlantico, reflexo do comportamento

filopatrico das fémeas (Baltazar-Soares et al., 2020).

5.3.2.3 Analises geneéticas de Eretmochelys imbricata para o gene RAG1

As analises genéticas realizadas para o gene RAG1 para E. imbricata
revelaram uma variabilidade genética distinta nas populacdes do Brasil e dos
EUA. O grupo amostral brasileiro, composto por duas sequéncias, apresentou 3
sitios polimorficos, resultando na identificacdo de dois haplotipos, refletindo em
uma diversidade haplotipica alta (Hd = 1), em que cada sequéncia ficou em um
haplétipo diferente, indicando que, apesar do pequeno tamanho amostral, os
individuos sao geneticamente distintos. A média de diferengas nucleotidicas (K

= 3) reflete uma variagcdo genética relativamente alta, sugerindo que essa
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amostragem mantém um nivel consideravel de diversidade, possivelmente

devido a migragcao ou a um possivel fluxo génico de diferentes areas.

Da mesma forma, a populacao dos EUA, também composta por duas
sequéncias, apresentou 2 sitios polimérficos, com dois haplétipos distintos (h =
2) e uma diversidade haplotipica igualmente alta (Hd = 1) ja que cada sequéncia
pertence a um haplétipo distinto. No entanto, a média de diferencas nucleotidicas
foi menor (K = 2) indicando que, embora a diversidade haplotipica seja alta, a
variacdo entre os haplétipos € menor em comparagdo com a populagao
brasileira. Isso pode sugerir que a populacao dos EUA sofreu pressoes seletivas
ou eventos demograficos diferentes, resultando em uma diversidade genética
mais moderada do que a populacéo brasileira, que pode estar alterando sua
estrutura genética. Essas hipdteses devem ser confirmadas com analises
utilizando uma maior quantidade de sequéncias nucleares.

Os valores negativos de FST (-0,67) podem sugerir inconsisténcias
nos dados devido ao pequeno tamanho amostral ou a proximidade genética
entre os individuos das duas populagées. Com uma amostra maior, seria
possivel obter estimativas mais precisas de diferenciacao e possibilidade de se

avaliar um possivel fluxo génico.

Os dados indicam que ha um certo nivel de conectividade genética
entre as duas localidades, considerando o Atlantico Norte e Atlantico Sul, o
suficiente para evitar uma total separagdo genética, mas possivelmente

insuficiente para manter uma diferenciagdo genética muito baixa.

Os resultados refletem os habitos de Eretmochelys imbricata, uma
espécie altamente migratéria, onde o fluxo génico entre diferentes areas pode
resultar em uma baixa diferenciacdo genética, apesar de populacdes
geograficamente distintas. Conforme discutido por Arantes e colaboradores, E.
imbricata apresenta um padrdao demografico complexo, desde geracdes
passadas, sendo os fatores ambientais como marés, quantidade de recifes de
corais devido seu habito alimentar e periodos de desovas, importantes na
distribuicdo da espécie. Em regides de forrageio, € comum agregagdes com
diferentes estoques genéticos, incluindo individuos do Atlantico Norte e Sul e do
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Indo-Pacifico, que inicialmente era bem distintas, mas que devido aos eventos
de grandes migracbes e de alteragbes ambientais, ocorreu uma
homogeneizacdo entre esses diferentes estoques (Arantes, Vargas, Santos,
2020; Almeida et al., 2023). Essas observacdes reforcam a importancia de
estratégias de conservagao que levem em consideragédo a conectividade entre
habitats, particularmente para uma espécie vulneravel e de distribuigcdo global
como Eretmochelys imbricata.

5.3.2.4 Analises genéticas de Lepidochelys olivacea para o gene RAG1

Para L. olivacea, foram utilizadas 9 sequéncias para analise, 2 dos
EUA e 7 do Brasil. O grupo amostral do Brasil apresentou alta diversidade
haplotipica (Hd = 0,952), com seis hapl6tipos distintos identificados entre as sete
sequéncias analisadas e 12 sitios polimorficos, refletindo uma alta variabilidade
genética nas amostras analisadas. A média de diferengas nucleotidicas (K) foi
igualmente alta, k=3,904, indicando uma significativa divergéncia genética entre
as sequéncias do Brasil. Essa alta diversidade genética sugere que as
sequéncias de Lepidochelys olivacea sao geneticamente diversas,

possivelmente devido a um maior fluxo génico e interagdo entre diferentes locais.

Quando comparada com as demais populacdes, os estoques
genéticos do Atlantico apresentam as menores diversidades genéticas de
tartarugas-oliva, tanto com sequéncias nucleares como com sequéncias
mitocondriais mesmo quando analisados estoques genéticos em situagdes de
arribada, como ocorre na Costa Rica (Vilaga et al., 2022). Os resultados na
literatura diferem dos achados para o Brasil no presente estudo, fato que pode

estar relacionado com o baixo numero amostral para o gene em questéo.

Em contrapartida, a populagéo dos EUA apresentou uma diversidade
haplotipica nula e nenhuma variacdo genética, com apenas um haplétipo
identificado entre as duas sequéncias analisadas, e sem sitios polimdérficos ou
diferencas nucleotidicas, indicando uma homogeneidade genética para estas
sequéncias, corroborando com a discussao anterior.
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O coeficiente de diferenciacao genética Fst foi de 0,240, o que sugere
uma baixa diferenciacdo genética entre as populagdes, indicando que ha
variacdes genéticas notaveis entre as populacdes, mas elas ainda compartilham

parte de sua diversidade genética.

Esses resultados indicam que, enquanto as amostras analisadas dos
EUA sao geneticamente homogéneas, o conjunto amostral do Brasil mantém
uma diversidade genética significativa, sugerindo que os dois grupos podem

estar sujeitos a diferentes pressées demogréficas e ecoldgicas.

Esses resultados podem indicar que o conjunto amostras de L.
olivacea do Brasil e dos EUA utilizado pode estar em diferentes estagios
demograficos, com as sequéncias brasileiras mantendo uma maior diversidade
genética e potencial de adaptacao, enquanto as amostras dos EUA podem estar
em risco de perda de diversidade genética devido a sua alta homogeneidade.
Tais informacdes sdo cruciais para o desenvolvimento de estratégias de
conservacao direcionadas, que devem considerar as particularidades genéticas
de cada populagéo ao longo da distribuicdo geografica da espécie.

5.3.2.5 Rede de hapldtipos para o gene RAG1

A rede de haplétipos (Figura 11) foi gerada englobando as quatro
espécies estudadas devido ao numero restrito de amostras e/ou de populagdes
para que se pudesse ser feita a comparagao entre diferentes localidades e as

possiveis relagdes entre as espécies.



90

Figura 11 - Rede de haplétipos para o gene nuclear RAG1 com sequéncias de
Chelonia mydas, Eretmochelys imbricata, Lepidochelys olivacea e Caretta
caretta do Brasil, EUA e Guiana a partir do método de Minimum Spanning
Network
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Para o gene RAG1, foram obtidas sequéncias de C. mydas (CM;
n=34), E. imbricata (El; n= 4), C. caretta (CC; n= 5) e L. olivacea (LO; n=9), do
Brasil, EUA e Guiana, totalizando 11 haplétipos. E possivel observar uma alta
variabilidade haplotipica para essas amostras, embora elas sejam de regides
préximas, pertencentes ao oceano Atlantico Norte e Sul. Os resultados mostram
que ha uma conexao genética entre essas populacdes, incluindo espécies
diferentes, aumentando a variabilidade nesses locais, fato decorrente do
comportamento de migracao das espécies, que possuem areas de alimentacao
e reproducao que podem incluir diferentes locais.

Os haplétipos 1, 5 e 6 sdo referentes as amostras de C. mydas, sendo
o hap_1 o mais comum entre as amostras, e é compartilhado entre amostras do
Brasil, Guiana e EUA, indicando a possibilidade de um fluxo génico entre o
conjunto amostral do Atlantico. Os haplétipos 4, 7, 8, 9 e 10, pertencem a
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sequéncias de L. olivacea, sendo o hap_4 compartilhado entre sequéncias dos
EUA e Brasil e os demais, compostos apenas por amostras brasileiras.

As sequéncias da espécie L. olivacea, estdo distribuidas em 6
haplétipos (2,4,8,9,10 e 11), demonstrando uma maior diversidade haplotpipica
entre essa espécie, com poucas sequéncias que se repetem dentro do conjunto
amostral, em vista que destes, 4 haplétipos sado exclusivos para a espécie e

contemplam apenas uma sequéncia.

Os haplétipos 3 e 7, pertencem a espécie C. caretta em que o hap_3
€ compartilhado entre amostras do Brasil e EUA. Neste haplétipos, estao
incluidas o haplétipos hap2 de Vilaga et al., 2012, e duas sequéncias dos EUA.
O haplotipos hap_7 é identificado por Vilaga e colaboradores como hap6 e
também é um hapl6tipos exclusivo de C. caretta no estudo. O hap_3 € composto
por uma sequéncia do Brasil, correspondente ao hap2 (JF415120.1) de Vilaca et
al 2012 e de 2 sequéncias dos EUA. No trabalho, os autores trazem que este
haplétipo foi compartilhado por sequéncias de hibridos C. caretta x E. imbricata
de populagdes de nidificacdo na Bahia, haplétipos que, de acordo com Reis et
al, 2010 seria hibrido C.caretta x L.olivacea. Assim, é importante reafirmarmos a
possibilidade de amostras de regides diferentes pertencerem a diferentes
conjuntos genéticos, indicando uma alta complexidade e diferenciacdo nas
populagdes do Brasil (Vilaga et al., 2012), reforgando a ocorréncia de multiplos

estoques genéticos na regiao.

Ja o haplétipo hap_2 é compartilhado entre diferentes localidades e
entre diferentes espécies (Figura 12), incluindo amostras de L.olivacea e C.
caretta do Brasil, e E. imbricata do Brasil e dos EUA. Os hap1 e hap4
apresentaram sequéncias compartilhadas entre E.imbricatae L. olivacea e foram
haplétipos encontrados em baixa frequéncia entre hibridos, descrito pelos
autores. No presente estudo, o hap1 apresenta sequéncia idéntica a duas
amostras dos EUA e o hap4 esta incluido no hap_2, juntamente com amostras
de C. caretta, L. olivaea e E. imbricata, demonstrando uma ampla ocorréncia
entre as espécies de tartarugas marinhas para o locus.
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Figura 12 - Detalhe da rede de haplétipos para o gene nuclear RAG1 mostrando
o haplétipo hap_2 compartilhado por E. imbricata, L. olivacea e C. caretta a partir
do método de Minimum Spanning Network

Hap_z de RAGI
. L. olivacea (Br) %‘;ﬁk

@ L olnacea/E. imbricata (Br)

0 C. carernta (Br)
O E. imbricata (EUA)
. E. imbricata (Br)

A amostra identificada pela cor rosa com a legenda L. olivacea/E,
imbricata (Br) foi uma sequéncia obtida com uma amostra do presente trabalho,
coletada em agosto de 2022 em Aracati e foi identificada na planilha de dados
da coleta como uma amostra de E. imbricata e também para o locus mitocondrial.
A espécie € uma das mais relatadas na literatura em ocorréncia de hibridismos
juntamente com Caretta caretta e Lepidochelys olivacea (Lara-Ruiz et al., 2006;
Vilaca et al., 2012; Proietti et al., 2014; Arantes et al., 2020).

A amostra foi considerada como possivel hibrida devido as anélises
comparativas com o banco de dados disponivel no NCBI, em que apresentou
100% de similaridade genética tanto com sequéncias de tartaruga oliva quanto
com sequéncias de tartarugas de pente. Ao ser analisada na rede de haplétipos,
a amostra compartilha o mesmo haplétipo tanto com sequéncias de E. imbricata
como com sequéncias de L. olivacea, o que pode ser um indicativo de um
possivel hibrido na regi&do ou ser uma regido bem conservada para ambas as

espécies, nao sendo um locus interessante para fazer estudos de identificacéo.

No hap_2 também h& uma sequéncia de C. caretta coletada no litoral
do Ceara. Esta amostra apresentou divergéncias quando analisados os dois
alelos da regidao nuclear alvo. Um deles esta apresentado neste haplétipo

(sequéncia forward) e o outro alelo se aproximou aos agrupamentos de
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haplétipos referentes a C. caretta exclusivamente, demonstrando uma diferenga
nas informagdes genéticas entre os dois alelos para este locus. Vilaca et al.,
2012 trazem uma amostra de C. caretta que era morfologicamente identificada
como C. caretta e também pelo locus mitocondrial, no entanto, apresentou alelos
para C. caretta e o outro para L. olivacea para os loci nucleares, havendo a
indicacao de um hibrido de primeira geracao (F1).

7

A costa do Ceara € uma importante area de forrageio para as
tartarugas marinhas e foi descrita como uma das areas preferenciais de forrageio
para hibridos de tartaruga oliva sendo também descrita como area de desovas
para tartaruga de pente e tartaruga oliva (Bomfim et al., 2021; Soares et al.,
2021).

O compartilhamento de um mesmo haplétipo entre espécies distintas e
localizacbes diferentes pode indicar diversos processos evolutivos. Uma
explicacdo possivel é a retengéo de polimorfismo ancestral, particularmente em
espécies que divergiram recentemente e que ainda compartilham variabilidade
geneética. Ao analisar genomas completos das espécies de tartarugas marinhas,
Vilaga et al., 2021 inferiram que eventos de hibridizagdo ancestrais podem ser
duradouros dentro do grupo Chelonioidea e que o fluxo génico entre as espécies
perdura até os dias atuais. As descobertas trazem discussées sobre a
possibilidade de esse processo ser algo natural que ocorreria evolutivamente
com essas espécies, ou se ha de fato a interferéncia antropica nesse sentido
embora ndo se saiba ainda qual o real papel dessas alteracdes para o grupo.

Além disso, o fendbmeno pode ser resultado de introgressao genética
decorrente de hibridizacdo em zonas de sobreposi¢cdo geografica, o que
possibilita a troca de genes e preservacao de haplétipos comuns entre espécies
(Brito et al, 2020). Em alguns casos, a convergéncia evolutiva pode explicar a
presenca de haplétipos similares em espécies distintas, especialmente quando
pressoes seletivas semelhantes atuam em ambientes analogos, reforcando a
proximidade genética entre as tartarugas da familia Chelonidae (Naro-Maciel et
al., 2008). Esses cendrios reforcam a importdncia de interpretar o
compartilhamento de haplétipos em um contexto biogeogréfico e evolutivo mais

amplo, com o suporte de dados adicionais para uma compreensao mais
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aprofundada da conectividade genética entre as espécies. Em estudo utilizando
alelo nuclear, uma amostra de C. caretta encalhada em Alagoas, apresentou um
haplétipo tipicamente encontrado no Indo-Pacifico em que os autores discutem
sobre a possibilidade de migracdes de longa distancia para a espécie, conferindo

uma maior probabilidade de fluxo génico (Almeida et al., 2023).

Esses resultados ressaltam a complexidade da hibridizagao entre as
tartarugas marinhas no Brasil, onde a diversidade genética e a introgressao
podem estar contribuindo para a introdugcao de novos alelos em populagdes de
tartarugas marinhas, refletindo o histérico evolutivo e a dindmica populacional
dessas espécies (Bowen et al.,, 2007; Naro-Maciel et al., 2008; Reis et al.,
2010b).

5.3.2.6 Arvore filogenética para o gene RAG1

Foram incluidas nas andlises as mesmas amostras utilizadas nos
procedimentos anteriores, incluindo as espécies Chelonia mydas (CM), Caretta
caretta (CC), Eretmochelys imbricata (El) e Lepidochelys olivacea (LO). Os
valores de bootstrap indicaram uma diferenciacdo moderada entre as
populacdes de C. mydas, com varios clados mostrando suporte entre 60% e 91%
(Figura 13), sugerindo a presenca de variacoes genéticas dentro das populacdes
dessa espécie, que podem refletir processos de isolamento geografico ou
histérico.

Com o arranjo pela arvore filogenética, podemos observar que as
sequéncias de C. mydas do Brasil e EUA aparecem bem estruturadas, em um
clado com valor de bootstrap elevado (BT=91), em que existe 3 amostras do

Brasil que aparecem em outras ramificagoes.

Podem ser observadas também proximidades entre amostras de E.
imbricata dos EUA e L. olivacea do Brasil, bem como das outras duas amostras
de L. olivacea brasileiras, em que uma delas corresponde a valores altos de
similaridade tanto com a tartaruga oliva como com a tartaruga de pente. Quando
a sequéncia de nucleotideos dessa amostra foi levada para consulta ao banco
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de dados através do BLAST, obteve-se 100% de similaridade com o haplétipos
3 de L. olivacea (GenBank: JF415128.1) depositado por Vilaca et al, 2012 e com
uma sequéncia depositada de E. imbricata (GenBank: FJ039975.1) também

coletada no Atlantico (Naro-Maciel et al., 2008).

Figura 13 — Arvore filogenética para o gene RAG1, construida pelo Método
Neighbor-Joining, aplicando o modelo de dois parametros de Kimura (Kimura,
1980). Numeros préximos aos ramos correspondem a consisténcia apos 10.000
replicacbes por Bootstrap.
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* CM (Chelonia mydas); CC (Caretta caretta); El (Eretmochelys imbricata); LO (Lepidochelys olivacea)

As espécies L. olivacea, C. caretta e E. imbricata, foram observados
agrupadas em alguns clados, sugerindo possiveis eventos de hibridizacdo ou
mistura genética ndo completamente resolvidos, consistentes com achados
anteriores de introgressao genética (Vilaga et al, 2012; Brito et al., 2020). Estes
resultados reforcam a importancia da analise de multiplos marcadores genéticos
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para elucidar as relacdes filogeograficas e a dindmica evolutiva dessas
populagdes de tartarugas marinhas.

O gene RAG1 pode ser utilizado para se verificar as diferencas
genéticas dos dois alelos pertencentes ao animal, um disponibilizado pela fémea
e 0 outro pelo macho. Essa estratégia pode ser extremamente eficaz se
comparada a analises de regides mitocondriais, para se compreender o material
genético de forma mais completa. Essas informacbes sao relevantes para se
conseguir compreender questdes ecoldgicas sobre comportamento e ecologia
do grupo.

5.3.3 Gene RAG2

Para os resultados utilizando amostras amplificadas com o gene
nuclear RAG 2 sé foi possivel realizar as andlises referentes a rede de haplétipos
através do POPart, utilizando os alinhamentos do software MEGA e a arvore
filogenética devido a baixa quantidade de amostras.

5.3.3.1 Rede de hapldtipos para o gene RAG2

Para o gene RAG2, foram identificados seis haplotipos (Figura 14),
formados pelas amostras das quatro espécies de tartarugas marinhas
estudadas: C. mydas (CM; n=32), E. imbricata (El; n= 3), C. caretta (CC; n=3) e
L. olivacea (LO; n=7), distribuidas em populacdes do Brasil, Guiana, Tailandia,
Australia, Porto Rico, Israel e ltalia.

Apesar de uma maior quantidade de locais diferentes incluidos nas
analises, a baixa quantidade de espécies por local ndo permitiu que fossem feitas
as analises genéticas comparativas entre as populacées, sendo possivel apenas

as abordagens pela rede de haplétipos e as relacdes filogenéticas.
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Figura 14 - Rede de haplétipos para o gene nuclear RAG2 com as sequéncias
de Chelonia mydas, Eretmochelys imbricata, Lepidochelys olivacea e Caretta
caretta do Brasil, EUA e Guiana a partir do método de Minimum Spanning
Network
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O hap_1 é o haplétipo mais comum, compartilhado por amostras de
C. mydas do Brasil, Israel e Guiana, incluindo todas as amostras da espécie
neste haplotipo, indicando uma baixa diversidade genética para essas
localidades. Tartarugas verdes quando analisadas sob a perspectiva de
microssatélites e de mtDNA, apresentaram conectividade genética entre regides
do Atlantico, Pacifico e indico (Roberts; Schwartz; Karl, 2004).

Os haplétipos 3, 5 e 6 pertencem a espécie L. olivacea, em que o
hap_3 é compartilhado por amostras da Tailandia e do Brasil e os demais sao
de amostras Unicas do Brasil em que o hap_6 foi descrito como o Hap4 por Vilaga
et al (2012) e o hap_5 é uma amostra do presente estudo, que possui 3 sitios
polimérficos de diferenciagdo das amostras do hap_3.

Na literatura, testes com loci de microssatélites indicam uma
divergéncia genética entre as populacées de C. mydas do Oceano Atlantico e
Pacifico (Roberts; Schwartz; Karl, 2004). O mesmo estudo sugere ainda uma
relagdo entre as populagdes do oceano indico e atlantico, indicando misturas
genéticas interoceanicas de baixo nivel, que podem ser observadas devido as
altas taxas mutacionais das regides estudadas, destacando a conectividade
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intraoceanica e apontando a possivel migracao entre bacias oceanicas como um

fendbmeno bioldgico significativo.

Para L. olivacea, o resultado indica que pode haver uma proximidade
genética de populagdes de diferentes oceanos, como da Tailandia (Pacifico) e
Brasil (Atlantico), corroborando com a hip6tese de conectividades intraoceanicas
de tartarugas marinhas (Roberts; Schwartz; Karl, 2004). Tartarugas-oliva de
estoques da Costa Rica, América central e México, apresentam rasa estrutura
populacional, com uma ampla conectividade destas regides (Silver-Gorges et al.,
2019), enquanto as amostras do presente estudo apresentaram algumas
divergéncias genéticas importantes, mesmo para o grupo amostral do apenas do
Oceano Atlantico.

O hap_4 engloba amostras de C. caretta do Brasil e da Itélia,
indicando novamente uma proximidade genética para a espécie entre

localidades geograficamente distantes.

A hip6tese do corredor de aguas quentes, pode ser uma explicacao
para essa ocorréncia. Modelos baseados em coalescéncia, indicam que em
periodo interglaciais quentes as aguas entre o Atlantico e o sudoeste do oceano
indico formavam um corredor, em que as tartarugas poderiam migrar entre os
dois oceanos (van der Zee et al., 2021). Desse modo, ha a possibilidade de troca
entre os estoques genéticos das populagdes desses diferentes oceanos,

corroborando com o presente estudo.

Existe também a hipdtese de que essa regiao do DNA amplificado
especifica para L. olivacea seja bem conservada entre ambas as espécies,
parecendo ser uma regiao que nao € interessante para identificacao de espécie,
mas que pode trazer informagbes importantes acerca da ocorréncia de
individuos hibridos quando estudada em concomitancia a outras regides
nucleares, incluindo os dois alelos e regiées mitocondriais.

E interessante observar também que entre as espécies, ha a
diferenga de apenas um ou dois nucleotideos, indicando que embora sejam de
espécies diferentes, as tartarugas marinhas possuem sequéncias de material
genético muito similares. Este fato pode ter relacdo com a facilidade de
cruzamento entre as espécies, havendo o nascimento de filhotes hibridos.
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Ja o hap_2 (Figura 15), é um haplétipo compartilhado por duas
espécies diferentes, L. olivacea e E. imbricata, do Brasil, Porto Rico e Australia.
Assim como ocorreu com o gene RAG1, a mesma amostra identificada pelo gene
mitocondrial COl como E. imbricata, apresentando 100% de similaridade com
sequéncias de tartaruga oliva e de tartarugas de pente e agrupou-se neste
haplétipo, juntamente com amostras de L. olivacea, indicando uma similaridade
de amostras de diferentes espécies e de diferentes locais geograficos. Ja que o
locus mitocondrial indicou a espécie como E. imbricata, significa inferir que a
fémea geradora desse gendtipo era uma tartaruga de pente. No entanto, com
relacdo ao macho, ha a possibilidade de ele ser tartaruga cabeguda ou tartaruga
de pente, em vista dos haplétipos pertencentes aos loci nucleares serem

compativeis com mais de uma espécie de tartaruga marinha.

Figura 15 - Detalhe da rede de haplétipos para o gene nuclear RAG2 mostrando
o haplétipo hap_2 compartilhado por E. imbricata, L. olivacea e C. caretta a partir
do método de Minimum Spanning Network

Hap_2 de RAG2

L. olivacea (Br) 5""&\’1 L

L. olivacea/E. imbricata (Br)

E. imbricara (P. Rico) _
E. imbricata (Aus) ‘*w

. NON N _

Haplo6tipos compartilhados por diferentes espécies de tartarugas
marinhas foram relatados, confirmando a ocorréncia de hibridismo
principalmente de L. olivace x E. Imbricata e de L. olivacea x Caretta caretta e
de C. caretta x E. imbricata, mas com evidéncias também de estoques
multiespécies de C. caretta x E. imbricata x C. mydas (Brito et al., 2020; Vilaga
et al, 2012). Discute-se que esse fato pode ocorrer por exemplo por fatores de
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introgressao, em que as espécies coexistem em determinadas épocas do ano
nos mesmos locais, 0 que permite 0 endocruzamento entre os individuos de
espécies diferentes. Outra hip6tese € de que alguma pressao evolutiva pode ter
interferido ao tornar essa regidao do DNA muito conservada nas diferentes

espécies, conservando algumas informacdes genéticas.

Em seu estudo de 2012, Vilaca e seus colaboradores, trazem a
ocorréncia de uma ninhada que apresentou 3 gendtipos diferentes (El, LO e CM),
apresentados quando estudados em loci nucleares. Uma fémea hibrida aparenta
ter mais probabilidade de se reproduzir com machos de espécies diferentes, o
que pode aumentar as possibilidades de variacbes genéticas na segunda
geracao, reforcando a complexidade da estrutura genética do grupo.

5.3.3.2 Arvore filogenética para o gene RAG2

As espécies Chelonia mydas (CM), Caretta caretta (CC),
Eretmochelys imbricata (EIl) e Lepidochelys olivacea (LO) foram analisadas com
base em sequéncias obtidas de diferentes regides geograficas (Figura 16). Os
valores de bootstrap indicam valores moderados para a maioria dos
agrupamentos de C. mydas, com destaque para algumas populagdes brasileiras
que formaram clados bem definidos, com suporte de até 63%.

Observou-se valores consideraveis para as populacdes de C. caretta,
com valores de bootstrap de 83%, sugerindo a possibilidade de estruturas

populacionais distintas mesmo entre as amostras brasileiras.

No entanto, alguns agrupamentos envolvendo L. olivacea e E.
imbricata, mostraram suporte mais baixo, com valores de bootstrap abaixo de
50%, o que pode refletir possibilidades de hibridizacdo ou complexidade genética
nao totalmente resolvida. A amostra sugestiva de possibilidade de hibridismo nas
analises anteriores identificada como EI/LO_T17H_CE_BRA_RAG2, ficou
posicionada entre clados de E. imbricata e L.olivacea, indicando novamente uma
relacdo entre essas duas espécies.
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Figura 16 — Arvore filogenética para o gene RAG2, construida pelo Método
Neighbor-Joining, aplicando o modelo de dois parametros de Kimura (Kimura,
1980). Numeros préximos aos ramos correspondem a consisténcia apos 10.000
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Esses resultados sugerem que estudos complementares com maior

namero de marcadores genéticos podem ser necessarios para esclarecer as

relagbes filogeograficas e a presenca de hibridos entre essas espécies de

tartarugas marinhas.

Quanto as andlises dos genes, o gene RAG1 parece ser o que mais

trouxe informacdes relevantes para compreender as relacées filogeograficas

entre as populagbes. Por ter obtido resultados diferentes para algumas

sequéncias mitocondriais e nucleares, € importante que sejam feitas mais

analises, com mais amostras e utilizando outras regides mitocondriais e

nucleares.
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6 CONCLUSOES

As andlises realizadas destacam o litoral do Ceara como uma regiao de
alta diversidade genética e de significativo compartilhamento de haplétipos com
outras regides do mundo, reforcando sua importancia para a conservagao das

tartarugas marinhas.

Houve divergéncias de dados entre os resultados obtidos pelas
sequéncias de DNA mitocondrial e nucleares, reforcando a ideia de que é
imprescindivel o uso de loci nucleares nas analises genéticas para a espécie.
Algumas sequéncias apresentaram divergéncias quando analisadas sob os
diferentes alelos, juntamente com a por¢cdo mitocondrial, 0 que pode ser um
indicativo de hibridizacdo entre espécies que utilizam o Ceara como rota

migratoria.

Para as sequéncias nucleares, houve haplo6tipos compartilhados entre
Eretmochelys imbricata, Lepidochelys olivacea e Caretta caretta. Essas regioes
podem ser comuns a diferentes espécies ou estes resultados podem indicar que
um dos alelos nucleares seja referente a uma espécie diferente da identificada
na progénie. Esses resultados indicam uma proximidade genética entre
diferentes populagdes de tartarugas marinhas, o que pode facilitar o cruzamento
efetivo entre diferentes espécies e a disseminacao desses haplétipos comuns
em diferentes populacbes através do fluxo génico, permeado pelo
comportamento migratério do grupo.

Adicionalmente, foi possivel identificar regides altamente conservadas
entre diferentes espécies, destacando elementos genéticos fundamentais para
sua conservacao e evolucdo. Contudo, a auséncia de dados disponiveis na
literatura representa uma limitacdo significativa, dificultando estudos mais
aprofundados e diversificados sobre a genética populacional das espécies na

regido.

Como contribuicao relevante, foram incluidas 102 sequéncias, abrangendo
genes mitocondriais € nucleares, no banco publico de dados de sequéncias de
nucleotideos, aumentando as possibilidades de futuros estudos genéticos que
utiizem amostras do litoral do Ceard. Por fim, os resultados ressaltam a
necessidade de esforgcos continuos para a conservacao dessa area, que se
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configura como um habitat critico para quatro espécies de tartarugas marinhas,

reforcando sua relevancia ecoldgica e genética no cenario global.

7 CONSIDERACOES FINAIS

E importante destacar a relevancia dos trabalhos de monitoramento
de praias, que realizam o patrulhamento de areas de relevante importancia para
a conservagao de espécies marinhas, incluindo quelénios, mamiferos e aves.
Essas atividades sao essenciais para se compreender quais areas precisam de
atencao quanto a conservagao das diferentes espécies, incluindo espécies em

risco de extincdo, como € o caso das tartarugas marinhas.

E importante que mais estudos sejam realizados utilizando
marcadores moleculares de regides mitocondriais e nucleares, incluindo
amostras adicionais e de diferentes locais, realizando a analise para cada alelo
nuclear separadamente. Acrescentar também informagdes de outras regiées do
DNA pode trazer inferéncias significativas acerca das alteragdes genéticas que
podem estar ocorrendo entre as populacoes.

Por se tratar de espécies que hibridizam entre si, € de extrema
importancia a andlise das sequéncias com mais loci nucleares juntamente com
outras regides mitocondriais, afim de analisar as cargas genéticas vindas da
fémea e do macho, para se compreender as formagdes dos estoques genéticos
das populacoes.

Para os estudos de genética de populagdes as dificuldades estavam
relacionadas a quantidade de amostras tanto obtidas no estudo quanto
disponiveis no banco de dados GenBank. Assim, é importante que sejam
depositadas mais sequéncias incluindo possibilitando uma maior diversidade de
genes e locais de amostragem, para que possam ser realizadas inferéncias
acerca das relagdes filogeograficas de forma mais robusta. As informacoes
genéticas sdo essenciais para se compreender o direcionamento evolutivo das
populacdes atuais de tartarugas marinhas, em que este tipo de informacéo pode

dar suporte para esfor¢os de conservacao das espécies.
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APENDICE A - INFORMACOES DAS AMOSTRAS QUE FORAM

UTILIZADAS NO ESTUDO
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ESTADO
N ) ] FAIXA DO
IDENTIFICACAO | MUNICIPIO | LOCALIDADE |ESPECIE| ETARIA | ANIMAL
1 N1704 Beberibe Uruau CMm ADU Morto
2 N1711 Fortim Agulhas CM IMA Morto
3 N1712 Aquiraz Barro Preto CM IMA Morto
4 N1713 Beberibe Sucatinga CMm IMA Morto
5 N1715 Aracati Canoa Quebrada CMm IMA Morto
6 N1731 Beberibe Sucatinga cC IMA Morto
7 N1741 Aracati Canoa Quebrada CM IMA Morto
8 D1713 Aquiraz Beach Park CMm IMA Morto
9 D1714 Beberibe Uruad Cm IMA Morto
10 D1722 Aracati Canoa Quebrada CMm IMA Morto
11 D1735 Aracati Canoa Quebrada CMm IMA Morto
12 D1750 Beberibe Uruau CM ADU Morto
13 J1851 Aracati Uruau CMm ADU Morto
14 J1861 Aracati Canoa Quebrada CMm IMA Morto
15 J1867 Aracati Retirinho CMm IMA Morto
16 F1801 Aracati Murici CMm IMA Morto
17 F1803 Aquiraz Barro Preto CM ADU Morto
18 F1835 Aracati Canoa Quebrada CMm IMA Vivo
19 F1836 Fortim Agulhas CMm IMA Morto
20| MAR1831 Aquiraz Barro Preto CMm IMA Vivo
Barra da
21| MAR1844 Beberibe Sucatinga CM IMA Morto
22| MAR1856 Aracati Canoa Quebrada CMm IMA Morto
23| MAR1858 Beberibe Sucatinga CM ADU Morto
24| MAR1859 Aquiraz Beach Park CM ADU Morto
25 AB1801 Beberibe Morro Branco CMm IMA Morto
26 AB1805 Aracati Canoa Quebrada CM IMA Morto
27| MAI1801 Beberibe Canto Verde CM IMA Morto
28| MAI1808 Beberibe Praia do Paraiso CM IMA Morto
29| MAI1832 Aracati Canoa Quebrada CM IMA Morto
30 out/17 Aracati Quixaba LO ADU Morto
31 AB1911 Aracati Canoa Quebrada CM IMA Morto
32 1 Aracati Lagoa do Mato CM IMA Morto
33 5 Beberibe Canto Verde CC ADU Morto
34 6 Beberibe Uruau CC ADU Morto




35

36

37

38

Legendas apéndice A:
CM — Chelonia mydas

CC - Caretta caretta

14
15
16
17

Aquiraz
Cascavel
Aracati
Beberibe

LO — Lepidochelys olivacea

El — Eretmochelys olivacea

IMA — Imaturo

ADU - Adulto

Presidio
Batoque
Majorlandia
Canto Verde

LO
El
El
El

IMA
ADU
IMA
IMA
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* As informagbes foram cedidas pela ONG AQUASIS, responséavel pelos monitoramentos de
praia nas areas de estudo.

Morto
Morto
Morto
Morto



123

APENDICE B — NUMEROS DE ACESSO DAS SEQUENCIAS UTILIZADAS

) GENE-ALVO
ESPECIE
Col RAGH1 RAG2
KP136711.1 FJ009032.1 JF415129.1
MN124279.1 FJ009025.1 XM_048855273.1
KX241539.1 JF415120.1
GQ152889.1 JF415121.1
Caretta caretta GQ152888.1
KP136712.1
GQ152890.1 FJ039989.1 JF415130.1
Lepidochelys olivacea KF894767.1 FJ039982.1 JF415131.1
KF894766.1 JF415122.1 JF415133.1
JF415124 1 JF415134 .1
JF415126.1
JF415127.1
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JF415128.1

Chelonia mydas

OP320723.1
OP320722.1
OP320721.1
OP320720.1
OP320719.1
OP320718.1
OP320717.1
MW996725.1
MW996724.1
MW996723.1
MW996722.1
MW996721.1
MW996720.1
MW996719.1
MW996718.1
MW996717.1
MW996716.1
MW996715.1
MW996714.1
MW996713.1

FJ039953.1
FJ039946.1
FJ039939.1
FJ039932.1
FJ039925.1
JF415125.1

JF415132.1
XM_007055235.4
XM_043548437 .1
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MW996712.1
MW996711.1
MW996710.1
MW996709.1
MW996708.1
MW996707.1
MW996706.1
MW996705.1
MW996704.1
MW996703.1
MW996702.1
MW996701.1
MN124278.1

Eretmochelys imbricata

JX571768.1
JX571767.1
JX571766.1
JX571765.1
JX571764.1
JX571763.1
JX571762.1
JX571761.1
JX571760.1
JX571759.1
JX571758.1
JX571757.1
JX571756.1
JX571755.1
JX571754.1
JX571753.1
JX571752.1

FJ039975.1
FJ039968.1
JF415123.1
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JN991344 .1
JN991343.1
JN991342.1
JN991341.1
JN991340.1
JN991339.1
JN991338.1
JN991337.1
JN991336.1
JN991335.1
JN991334.1
JN991333.1
JN991332.1
JN991331.1
JN991330.1
JN991329.1
JN991328.1
GQ152887.1
GQ152886.1
GQ152885.1
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APENDICE C - DESCRICAO DAS ESPECIES E LOCAIS OBSERVADOS
NOS HAPLOTIPOS PARA A REGIAO MITOCONDRIAL

COl
Eretmochelys Lepidochelys
Chelonia mydas imbricata Caretta caretta olivacea
hap_1 México hap_1 Colémbia hap_1 Brasil hap_1 Brasil
Brasil Porto Rico EUA Australia
EUA Braisl hap_2 Quénia hap_2 India
hap 2 China hap_2 Colémbia Turquia hap_3 India
Australia  hap_3 Colémbia hap 3 EUA
hap_3 China hap_4 Colémbia hap 4 Brasil
India hap 5 Australia
Australia hap_6 Australia
hap_4 Brasil
hap_5 India
hap 6 Australia
hap_7 China
hap 8 China
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APENDICE D - DESCRICAO DAS ESPECIES E LOCAIS OBSERVADOS

NOS HAPLOTIPOS PARA O LOCUS NUCLEAR RAG1

RAG1

hap_1

hap_2

hap_3
hap_4

hap 5
hap_6
hap_7
hap_8
hap_9

Chelonia mydas

Lepidochelys olivacea
Eretmochelys imbricata
Caretta caretta
Eretmochelys imbricata

Caretta caretta
Lepidochelys olivacea

Chelonia mydas
Chelonia mydas
Caretta caretta
Lepidochelys olivacea
Lepidochelys olivacea

hap_10 Lepidochelys olivacea
hap_11 Lepidochelys olivacea

Brasil
EUA
Brasil
EUA
Brasil
Brasil

EUA

Brasil
EUA

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
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APENDICE E - DESCRIGAO DAS ESPECIES E LOCAIS OBSERVADOS
NOS HAPLOTIPOS PARA O LOCUS NUCLEAR RAG2

RAG2

hap_1

hap_2

hap_3
hap_4

hap 5
hap 6

Chelonia mydas
Lepidochelys olivacea
Eretmochelys imbricata
Eretmochelys imbricata
Eretmochelys imbricata
Lepidochelys olivacea

Caretta caretta

Lepidochelys olivacea
Lepidochelys olivacea

Brasil
Israel
Brasil
Porto Rico
Brasil
Australia

Brasil
Tailandia
Brasil
Italia
Brasil
Brasil
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APENDICE F - NUMEROS DE ACESSO DAS SEQUENCIAS DEPOSITADAS
NO NCBI PARA O GENE COI

GENE COI
Identificacao da Numero de
amostra acesso NCBI

COI1_CM21_CE PP766910
COI5_CC20_CE PP766911
COl6_CC20_CE PP766912
COI14_CM*22_AQU PP766913
COI15 ElI22 CAS PP766914
COl16_CC*22_ARA PP766915
COI17_EI22_ARA PP766916
COI18_CM22_GUIF PP766917
CM17_COI_CE1 PP766918
CM17_COI_CE2 PP766919
CM17_COI_CE3 PP766920
CM17_COI_CE4 PP766921
CM17_COI_CE5 PP766922
CC17_COIl_AQuUe PP766923
CM17_COIl_BEB7 PP766924
CM17_COIl_ARAS8 PP766925
CM17_COIl_ARA9 PP766926
CM17_COI_CE10 PP766927
CM18_COI_ARA11 PP766928
CM18_COI_ARA12 PP766929
CM18_COI_ARA13 PP766930
CM18_COI_ARA14 PP766931
CM18_COI_AQU15 PP766932
CM18_COIl_ARA16 PP766933
CM18_COIl_FOR17 PP766934
CM18_COI_AQU18 PP766935
CM18_COIl_BEB19 PP766936
CM18_COI_ARA20 PP766937
CM18_COI_CE21 PP766938
CM18_COI_CE22 PP766939
CM18_COIl_BEB23 PP766940
CM18_COI_ARA24 PP766941




CM18_COI_BEB25
CM18_COI_BEB26
CM18_COI_ARA27
CM19_COI_ARA28

PP766942
PP766943
PP766944
PP766945
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