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RESUMO

Atualmente, sdo descritas sete espécies de tartarugas marinhas com distribuicdo
circumglobal, que migram grandes distancias entre as regibes de alimentacdo e
nidificagcdo. Chelonia mydas, também conhecida como tartaruga verde, é uma das
cinco espécies que ocorrem no litoral do Brasil. S&o animais herbivoros que
possuem regides de desova e alimentac&o no litoral, sendo altamente influenciados
pela acdo antropica, como a perda de habitat, poluicdo e captura acidental em redes
de pesca. A regido do litoral do estado do Paran& é identificada como uma das
regides de alimentacdo para essa espécie no Atlantico Sul. Esse trabalho tem como
objetivo identificar a diversidade genética de C. mydas, definindo os haplétipos que
ocorrem na regiao e comparando com outras regifes de alimentacdo descritas para
0 oceano Atlantico. As amostras foram coletadas entre os anos de 2007 a 2014.
Foram analisadas 285 amostras, com média de CCC (Comprimento Curvilineo da
Carapaca) de 30,65 cm. Através da amplificacdo de um fragmento da regido controle
do DNAmt foram identificados doze haplotipos, sendo o haplotipo CM-A8 o mais
frequente (195 individuos). Dez haplétipos ocorreram com frequéncia menor que
5%, incluindo os haplétipos CM-A23 e CM-A32 observados uma Uunica vez.
Resultados da AMOVA (Analise de Variancia Molecular) mostram maior diferenga
entre os dois grupos principais das populacdes (Atlantico Norte e Atlantico Sul)
quando comparados com as distancias entre as populacdes dentro dos grupos.
Além disso, considerando os valores de Fst e ®st 0 Parana possui valores
significativos para a maioria das comparacdes, incluindo todas as areas da regiao do
Atlantico Norte. A frequéncia dos haplotipo e os valores de divergéncia genética
destacam as peculiaridades do grupo de individuos que formam o estoque misto
presente no litoral do Parana e que sofrem a influéncia das correntes oceanicas e
mudancas climéticas. Com isso, informacdes obtidas referentes a utilizacdo da area
de alimentacdo do litoral do Parana pelas tartarugas verdes, confirmam a
importancia da preservacao desse local para manter a diversidade genética das
populacdes e possibilitar a utilizacdo dessas informacBes para a elaboracdo de
futuros planos de manejo.

Palavras-chave: Tartaruga verde. DNA mitocondrial. Diversidade genética.
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ABSTRACT

Currently, there are seven species of marine turtles with circumglobal distribution,
which migrate great distances between feeding and nesting regions. Chelonia
mydas, also known as green turtle, is one of five species that occur on the coast of
Brazil. They are herbivorous animals that have rookies and feeding regions, being
highly influenced by anthropic action, such as loss of habitat, capture and accidental
capture in fishing nets. The region of the coast of Parana is identified as a feeding
region of this species in the South Atlantic. This work aims to identify a genetic
diversity of C. mydas, defining the haplotypes that occur in the region and comparing
with other regions described for the Ocean Atlantic. The samples were collected
between the years 2007 and 2014. We analyzed 285 samples, with an average of
CCL (Curvilinear Carapace Length) of 30.65 cm. Through the amplification of a
fragment control region of the mtDNA, the haplotypes were identified, being the
haplotype CM-A8 the most frequent (195 individuals). Ten haplotypes occurred with
frequency less than 5%, including CM-A23 and CM-A32 haplotypes with only one
sample. Results of the AMOVA (Molecular Variance Analysis) show greater
difference between the two main groups of populations (North Atlantic and South
Atlantic) when compared to the distances between populations within the groups. In
addition, considering the values of FST and ®ST Parana has significant values for
most comparisons, including all areas of the North Atlantic region. The frequency of
the haplotype and the values of genetic divergence highlight the peculiarities of the
group of individuals that form the mixed stock present in coast of Parana and that
suffer the influence of ocean currents and climatic changes. Thus, information related
to the use of the feeding area of coast of Parana by green turtles confirms the
importance of preserving this region to maintain the genetic diversity of the
populations and to enable the use of this information for the elaboration of future
management plans.

Keywords: Green turtle. Mitochondrial DNA. Genetic diversity.
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1 INTRODUCAO

Sendo mais frequente a ocorréncia em regides tropicais e subtropicais, as
tartarugas marinhas possuem adaptagcoes que possibilitam a sobrevivéncia no mar,
incluindo modificacdes morfoldégicas na carapaca e nas nadadeiras e alteracdes
relacionadas a fisiologia, como por exemplo, a secrecdo de sal, respiracao,
orientacdo, entre outros. Possuem a capacidade de migrar longas distancias entre
as areas de alimentacdo e nidificacdo, retornando a praia natal para a reproducao
(MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011). Séao representadas nas familias
Cheloniidae e Dermochelyidae, as quais diferem pela presenca ou auséncia de
escudos epidérmicos na carapaca, respectivamente, incluindo as sete espécies de
tartarugas marinhas conhecidas até o momento (SANCHES, 1999).

Classificada como uma das espécies da familia Cheloniidae, Chelonia mydas
(Linnaeus, 1785) (Testudines: Cheloniidae) ou tartaruga verde apresenta quatro
pares de placas laterais na carapaca com coloracéo verde-acinzentada, com apenas
um par de escudos pré-frontais e quatro pares de escudos pos-orbitais. Possuem
distribuicao circumglobal e no Brasil suas principais areas de desova sdo em ilhas
oceanicas como, por exemplo, Ilha de Trindade, Atol das Rocas e Fernando de
Noronha (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011).

Jensen, FitzSimmons e Dutton (2013) descrevem que, com base na
diferenciagdo genética obtidas pelo DNA mitocondrial das areas de nidificagéo é
possivel identificar a origem geografica das tartarugas marinhas, sendo esta
metodologia muito utilizada para andlises de estoque misto de regibes de
forrageamento. Com isso, as areas de alimentacdo das tartarugas marinhas se
caracterizam por serem areas de estoque misto, formadas por individuos de
diferentes populacées de origem (NARO-MACIEL et al.,, 2016). Essas areas sao
locais de extrema importancia e que possibilitam trabalhos de andalise do DNA
mitocondrial com o intuito de se obter informacdes sobre os haplétipos de origem
dos individuos e também sobre as rotas de migracao realizadas por elas, resultando
deste modo em um maior conhecimento e definindo possiveis planos de manejo que
favorecam a manutencdo da diversidade dessa espécie (BOWEN; KARL, 2007).
Alguns estudos que priorizam a caracterizacdo e composi¢cao genética de estoques
mistos de C. mydas em areas de alimentacao tem sido realizado, como os trabalhos

desenvolvidos por Proietti et al. (2009) e Prosdocimi et al. (2012).



De acordo com Jordédo et al. (2015), essa espécie € encontrada no litoral do
estado do Parana, na regido do Complexo Estuarino de Paranagud, mas utiliza esse
local apenas como area de alimentacdo. Mesmo com a implementacdo de diversas
interferéncias antrdpicas nesta regido, com a possivel ocorréncia de acidentes e
captura acidental por redes de pesca, o aumento da poluicdo, entre outros
(SANCHES, 1999).

Considerando a importancia da area de alimentacdo para a manutencdo das
populacdes e com a possibilidade do estudo do DNAmt que permite a identificacao
dos haplétipos de cada individuo, este trabalho buscou realizar a caracterizacao
genética de individuos de C. mydas coletados na regido do litoral do estado do
Parana entre os anos de 2007 a 2014. Através do sequenciamento de parte da
regido controle do DNAmt, realizou-se a definicdo dos haplétipos presentes de
acordo com o banco de dados Archie Carr Center for Sea Turtle Research
(AACSTR; http://accstr.ufl.edu/genetics.html) e a comparacdo com os resultados de

outras &reas de alimentacéo j& publicadas para o oceano Atlantico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  SISTEMATICA E BIOLOGIA DAS TARTARUGAS MARINHAS

Atualmente, para a Ordem Testudines sé&o identificadas duas linhagens
principais, Pleurodira que retrai a cabega horizontalmente e possuem
aproximadamente 50 espécies e Cryptodira que 0s quais retraem a cabeca
verticalmente com aproximadamente 200 espécies, nesse segundo grupo estédo
presentes as tartarugas marinhas (ZARDOYA; MEYER, 2001). As tartarugas
marinhas sdo classificadas na superfamilia Chelonioidea, na qual se encontra as
duas familias Cheloniidae e Dermochelyidae (KRENZ et al., 2005).

Baseados em estudos evolutivos da morfologia do esqueleto e caracteristicas
anatbmicas, as primeiras tartarugas eram terrestres e s6 depois se adaptaram para
ambientes aquéticos (RENOUS et al.,, 2007). Nessa transicdo de ambientes
ocorreram pequenas modificacbes no casco e mudancas profundas nas nadadeiras,
as quais sao utilizadas para a natacdo e caminhada (PRITCHARD, 1997). Nas
nadadeiras houve o alongamento das falanges e a fixagdo em uma matriz de tecido
conjuntivo resistente, resultando em estruturas em forma de remo (MILTON; LUTZ,
2003).

Outras adaptacdes que as tartarugas marinhas apresentam estao relacionadas
a salinidade, pressdo, velocidade de correntes marinhas, tipos de sedimentos,
controle de temperatura corporal e modificacbes na respiracdo, circulacdo e
fisiologia osmotica (RENOUS et al., 2007). As tartarugas marinhas permanecem em
areas pelagicas e oceénicas no inicio da juventude formando bercarios e
posteriormente seguindo para area demersal e neritica para desenvolvimento.
Quando adultos permanecem em areas de alimentacéo e inter-nidificagédo (MUSICK;
LIMPUS, 1997). Sdo mais ativas durante o dia e menos no periodo da noite (HAZEL;
LAWLER; HAMANN, 2009).

Mesmo sendo predominantemente marinhas, as fémeas voltam para a terra
para a deposicédo de ovos (MILTON; LUTZ, 2003). Elas rastejam, cavam o ninho na
areia com as nadadeiras traseiras, depositam 0s ovos recobrindo-os com areia e
retornam para a agua. Durante o periodo de incubag&o, o ninho corre o risco de ser
inundado (maré e chuva), de sofrer com erosdo e esmagamento e de ser predado.
Além disso, nesses animais o sexo dos filhotes é determinado pela temperatura do
ninho, de tal modo que com temperaturas mais elevadas nascem mais fémeas. Apos

0 nascimento, os filhotes se guiam pela luz natural da lua em direcdo ao oceano,



sendo a iluminacdo artificial e a predacdo fatores de risco durante essa
movimentacdo (ALLISON et al., 2009).

A maioria das espécies de tartarugas marinhas tem uma distribuicao
circumglobal, com presenca em regides de aguas tropical e subtropical (JENSEN;
FITZSIMMONS; DUTTON, 2013). As tartarugas marinhas possuem trés
importancias principais: ecologicamente, possuem importante papel no ciclo de
nutrientes, movendo compostos organicos das areas de forrageamento para &reas
de nidificagéo, que sdo mais pobres em nutrientes; economicamente, sao atragoes
vinculadas ao turismo, os turistas podem ver as tartarugas na forma de
monitoramento ou ajudar em investigacfes cientificas; e culturalmente, sendo
espécies incluidas no folclore de muitas culturas (ALLISON et al., 2009).

Sao excelentes navegadoras (MILTON; LUTZ, 2003), sendo o termo
navegacao definido pelos fisiologistas como a movimentacdo por percursos
definidos baseados em pistas sensoriais de direcdo (HILL; WYSE; ANDERSON,
2012). Migram grandes distancias entre as regides de forrageamento e nidificacao,
sendo orientadas pelo campo magnético da Terra (ALCOCK, 2011). As fémeas ao
atingirem a maturidade se dirigem para o mesmo local onde nasceram para
depositar os ovos (ALLISON et al., 2009). Essa tendéncia de permanecerem em sua
area de origem ou retornarem a mesma regido para se reproduzir € denominada
como filopatria natal (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). Mantendo assim uma
estrutura com troca genética materna bastante rara considerando estudo com C.
mydas (Linnaeus, 1785) (Testudines: Cheloniidae), mas devido os diferentes locais
de colonizacdo sdo descritos eventos de infidelidade em relacdo a praia de
nidificacdo (MEYLAN; BOWEN; AVISE, 1990).

Sao descritas sete espécies de tartarugas marinhas atuais: Caretta caretta,
Chelonia mydas, Natator depressus, Eretmochelys imbricata, Dermochelys coriacea,
Lepidochelys olivacea e Lepidochelys kempi (SANCHES, 1999). Essas espécies
podem ser externamente identificadas pelos padroes de escalas da cabeca, a forma
dos maxilares, numero de garras nos pés e o padrdo de palas na carapaca
(WYNEKEN; WITHERINGTON, 2001). Elas sado separadas em casca de couro
(Familia Dermochelyidae), que inclui apenas a espécie D. coriacea, e em casca de
disco (Familia Cheloniidae), que inclui as outras seis espécies e que se separaram

h& aproximadamente 63 milhdes de anos em duas tribos, a Chelonini (C. mydas e N.



depressus) e a Carettini (L. olivacea, L. kempi, C. caretta e E. imbricata) (JESEN;
FITZSIMMONS; DUTTON, 2013).

2.2  ACAO ANTROPICA E CONSERVACAO DAS TARTARUGAS MARINHAS

As interferéncias humanas, como por exemplo, as mudancas e perda de
habitat, diversas fontes de poluicdo, emaranhamento, pesca e captura acidental
(LUTCAVAGE et al., 1997), dificultam a sobrevivéncia das tartarugas marinhas em
qualquer estagio do seu ciclo de vida. No Brasil os impactos antropicos que se
destacam sao: ocupacéao do litoral de maneira irregular; abate e consumo de fémeas
e ovos; transito de veiculos nas praias de desova; iluminacao artificial e
desorientacdo das fémeas e filhotes nas areas de desova; captura acidental em
redes de pesca; presenca de animais domeésticos nas praias; poluicdo dos mares;
transito de embarcacdes e extracdo mineral nas praias (SANCHES, 1999).

Ameacas identificadas também em outros estudos como nos casos de pesca
acidental de tartarugas apresentado por Pupo, Soto e Hanazaki (2006) para a regiao
da Ilha de Santa Catarina, casos que dependem muito do tipo da pesca, do local e
do tempo de permanéncia da rede na agua. Ja o estudo de Bugoni, Krause e Petry
(2001) relata uma alta frequéncia da presenca de detritos antropogénicos em
tartarugas e casos de Obitos de tartarugas verdes devido a poluicdo por plastico e
Oleo na regidao sul do Brasil. Outro trabalho realizado por Marcovaldi e Dei
Marcovaldi (1999) descreve que as tartarugas verdes estdo presentes em areas de
alta exposicao e influéncia das atividades humanas devido a sua permanéncia em
areas de margens rasas onde esté localizado também o trafico de embarcacgdes.

Devido a essas e outras informacdes e critérios atuais, seis das sete espécies
de tartarugas marinhas estdo classificadas em alguma categoria de ameaca pela
IUCN (International Union for Conservation of Nature): Vulneravel (C. caretta, D.
coriacea e L. olivacea); Em perigo (C. mydas); Criticamente em perigo (E. imbricata
e L. kempi)). E a N. depressus classificada como Dados insuficientes.
Especificamente para C. mydas, Vulneravel de acordo com a Avaliacdo do Estado
de Conservacdo (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011).

Considerando essa classificacdo, diferentes estudos tentam fornecer
informacbes para a criagdo de planos de conservacdo para as espécies de
tartarugas marinhas. Como, por exemplo, o trabalho de Wallace et al. (2011) que

apresenta um sistema de portfélio que possui a avaliagdo baseada em pontuagdes



dos riscos e ameacas das populacfes, sendo possivel a sua utilizacdo para a
analise e elaboracédo de projetos de conservacao. Adicionalmente o Plano de acdo
nacional para a conservagao das tartarugas marinhas propde oito metas principais
que tem como objetivo aprimorar as acdes de conservagdo e pesquisas
direcionadas as espécies que ocorrem no litoral do pais, considerando metas
relacionadas a pesca acidental, monitoramento de areas de alimentacéao,
reproducdo e descanso das tartarugas marinhas, e obtencao de informagdes sobre
as espécies (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011).

Cinco das sete espécies de tartarugas marinhas ocorrem no litoral brasileiro.
Devido a sua presenca em locais de litoral e utilizacdo antropica, e devido a ecologia
migratéria pelas diferentes regides de alimentacdo e nidificacdo, todos os paises
devem manter e recuperar as unidades populacionais (MAURY, 2002). Com isso, foi
criado pelo governo brasileiro, em 1980, o Programa de Conservacao da Tartaruga
Marinha Nacional do Brasil (Projeto TAMAR) vinculado ao IBAMA (Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente) (MARCOVALDI; DEI MARCOVALDI, 1999).

2.3  CHELONIA MYDAS

A familia Cheloniidae tem algumas caracteristicas exclusivas como um cranio
muito forte, presenca de palato secundario, uma ou duas garras em cada nadadeira
e carapaca com placas cOrneas variaveis em numero de acordo com a espécie.
Atualmente esta representada por Chelonia e mais quatro géneros (SANCHES,
1999).

Também conhecida como tartaruga verde, C. mydas possui apenas um par de
escamas pre-frontais enquanto as demais espécies possuem dois pares. E sua
carapaca possui quatro pares de escudos laterais sendo que sua coloracdo muda de
acordo com a idade do individuo, de oliva a verde-cinza com possiveis manchas
amarelas e marrons quando adultos (WYNEKEN; WITHERINGTON, 2001) (Figura
1).



Figura 1 - Exemplar de Chelonia mydas (tartaruga verde), caracteristicas morfolégicas
externa. Fonte: Paula Nassar.

E a maior espécie de tartaruga da familia Cheloniidae com a medida curvilinea
média da carapaca de 120 cm de comprimento, com peso médio de 300 kg
(MILTON; LUTZ, 2003), sendo comumente encontradas em profundidades de 20 m,
mas com registros de até 110 m (SANCHES, 1999). Possuem um ciclo de vida longo
com maturacao sexual entre os 26 e 40 anos (DE PAULA ALMEIDA et al., 2011).

Quando filhotes sdo onivoros, as vezes carnivoros e tornando-se herbivoros
quando juvenis e adultos, podendo também consumir salpas, aguas-vivas,
moluscos, esponjas e ovos de peixes (SANCHES, 1999). Devido a essa dieta em
sua grande maioria herbivora e de baixa qualidade nutricional quando adultos, as
tartarugas verdes possuem duas adaptacfes: a primeira € uma digestao eficiente
devido a fermentacédo do alimento e a segunda é um padréo de forrageio seletivo da
espécie consumida (BJORNDAL, 1982). Devido a necessidade de procura e
consumo de alimentos, as tartarugas sao mais ativas durante o dia apresentando
mergulhos mais curtos e rasos devido ao aumento da atividade metabdlica. No
periodo da noite tornam-se menos ativas com mergulhos mais longos e profundos,
0Ss quais estdo ligados a uma queda do metabolismo, 0 que representa um
comportamento de descanso (MARCOVALDI; DEI MARCOVALDI, 1999).

Sua principal area de alimentacdo esta nos trépicos e o maior sitio de
nidificacdo no Brasil € a Ilha de Trindade (estado do Espirito Santo), sendo a
espécie de maior ocorréncia no litoral brasileiro quando considerados os registros
“ndo reprodutivos” que inclui informacdes de tartarugas encontradas mortas,
capturadas pela pesca, apreendidas, em cativeiro e de monitoramento de areas de
alimentacédo (SANCHES, 1999).



A llha de Trindade suporta a maior col6énia de nidificacdo com a ocorréncia de
5.000 fémeas durante o periodo de desova, a qual pode ser bem utilizada para a
pesquisa uma vez que a regido € pouco perturbada devido a restricdo de acesso
publico a ilha (MARCOVALDI; DEI MARCOVALDI, 1999). As suas principais areas
de desova no litoral brasileiro estdo protegidas por Unidades de Conservacao
Federais (Reserva Bioldgica do Atol das Rocas e Parque Nacional Marinho de
Fernando de Noronha) e uma Municipal (Ilha de Trindade) (DE PADUA ALMEIDA et
al., 2011).

2.4  DivISOES BIOGEOGRAFICAS E ECORREGIOES MARINHAS

Devido a distribuicdo circumglobal e os padrées de migracdo das tartarugas
marinhas, elas utilizam diferentes locais durante o ciclo de vida (MUSICK; LIMPUS,
1997). Essas regides estdo relacionadas aos territorios dos paises e as definidas
pela biogeografia, essa segunda que classifica a regido costeira e as areas de
plataformas com o objetivo de melhorar os padrdes de analises de biodiversidade
marinha e futuros esforcos de gestdo e conservacdo de recursos marinhos
(SPALDING et al., 2007).

Seguindo a classificacdo de Spalding et al. (2007), as maiores unidades
espaciais sdo os reinos, que de acordo com conceitos terrestres inclui regides
costeiras, bentbnica e pelagica, apresentando historias evolutivas com niveis de
endemismo. As provincias sdo grandes areas que apresentam biotas distintas, mas
que possuem alguma coesdo em relacdo aos periodos evolutivos, sdo unidades
coesivas susceptiveis, pois as espécies presentes podem ser moveis e dispersivas.
E por ultimo, as ecorregides que tem a predominancia de um conjunto especifico e
distinto de caracteristicas topograficas e oceanogréaficas, formando unidades
fortemente coesivas que podem abranger processos ecoldgicos ou espécies
sedentérias.

As areas de alimentacao de tartarugas marinhas séo formadas por animais de
diferentes areas de nidificacdo, denominadas como regides de estoque misto
(NARO-MACIEL et al., 2016). Considerando as regifes de alimentacédo ja estudadas
e descritas para C. mydas localizadas no oceano Atlantico, elas estdo presentes em
trés reinos e oito provincias. Sendo as dezessete regidbes de alimentacéo
identificadas como: Carolina do Norte, Flérida, Bahamas, Nicaragua, Barbados,

Cabo Verde, Almofala, Fernando de Noronha, Atol das Rocas, Bahia, Espirito Santo,
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Ubatuba, Parand, llha de Ascensdo, Praia do Cassino, Rio da Prata e El Rincon
(BASS; LAGUEUX; BOWEN, 1998; LAHANAS et al., 1998; BASS; WITZELL, 2000;
LUKE et al., 2004; BASS; EPPERLY; BRAUN-MCNEILL, 2006; NARO-MACIEL et
al., 2007; MONZON-ARGUELLO et al., 2010; NARO-MACIEL et al., 2012; PROIETTI
et al., 2012; PRODOSCIMI et al., 2012) (Tabela 1).

Relacionado apenas as areas de alimentacdo do litoral do Brasil, essas
regides sao influenciadas pelas correntes Equatorial Atlantic, South Central Atlantic
e Malvinas (SPALDING et al., 2012). E especificamente o litoral do estado do
Parana, esta localizado no reino Temperate South America, provincia Warm
Temperate Southwestern Atlantic e ecorregidao Southeastern Brazil (SPALDING et
al., 2007), presente na transicédo entre o sudoeste do Atlantico tropical e temperado
com influéncia das correntes quentes do Brasil com a fria das Falkland/Malvinas
(MIRANDA; GENZANO; MARQUES, 2015).



Tabela 1 - Estudos realizados nas areas de alimentagdo do oceano Atlantico. N = Numero de individuos.

11

Reino Provincia Area de alimentag&o Periodo do estudo N Autores do estudo
% o Warm Temperate Northwest Atlantic Carolina do Norte (CN) Setembro a Dezembro de 1995 a 1997 106 Bass; Epperly; Braun-McNeill (2006)
g2t
g— £
5=
Lz < Warm Temperate Northwest Atlantic Flérida (FL) Fevereiro/1992 a Maio/1994 62 Bass; Witzell (2000)
Tropical Northwestern Atlantic Bahamas (BH) Setembro/1992 79 Lahanas et al. (1998)
Tropical Northwestern Atlantic Nicaragua (NI) Marco a Maio de 1994 e Outubro/1994 60 Bass; Lagueux; Bowen (1998)
Tropical Northwestern Atlantic Barbados (BB) Margo/1999 a Setembro/2000 60 Luke et al. (2004)
8 West African Transition Cabo Verde (CV) 2001, 2007 e 2008 44 Monzén-Arguello et al. (2010)
8
;_(:s Tropical Southwestern Atlantic Almofala (AL) Abril/2000 a Julho/2002 (exceto Setembro e Outubro de 2000) 117 Naro-Maciel et al. (2007)
£
= Tropical Southwestern Atlantic Fernando de Noronha (FN) Julho/2004 a Dezembro/2005 117 Naro-Maciel et al. (2012)
Tropical Southwestern Atlantic Atol das Rocas (AR) Dezembro/2004 a Maio/2006 78 Naro-Maciel et al. (2012)
Tropical Southwestern Atlantic Bahia (BA) Agosto/2003 a Outubro/2005 45 Naro-Maciel et al. (2012)
Tropical Southwestern Atlantic Espirito Santo (ES) Julho/2004 a Novembro/2005 157 Naro-Maciel et al. (2012)
. Warm Temperature Southwestern Atlantic Ubatuba (UB) Julho/1998 a Fevereiro/2000 (exceto Novembro e Dezembro de 1999) 113 Naro-Maciel et al. (2007)
Q
@
§: Warm Temperature Southwestern Atlantic Ilha do Arvoredo (I1A) Julho/2005 a Abril/2008 115 Proietti et al. (2012)
ES
=
83 Warm Temperature Southwestern Atlantic Praia do Cassino (PC) Janeiro/2005 a Maio/2007 101 Proietti et al. (2012)
]
©
g Warm Temperature Southwestern Atlantic Rio da Prata (RP) 2004 a 2007 78 Prodoscimi et al. (2012)
E
Warm Temperature Southwestern Atlantic El Rincén (ER) 2004 a 2007 15 Prodoscimi et al. (2012)
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2.5 LITORAL DO ESTADO DO PARANA

A Baia de Paranagua encontra-se no litoral do estado do Parana, na regiao sul
do Brasil, sendo ela caracterizada como um sistema estuarino composto por dois
principais corpos d’agua: Baia de Paranagua e Antonina, e Baia de Laranjeiras e
Pinheiros. E conectado com o sistema da Baia de Iguape-Cananéia do estado de
S&do Paulo e se liga ao mar aberto por trés principais canais de maré. Possui uma
area de aproximadamente 600 km? com um dos Ultimos remanescentes de Mata
Atlantica sendo considerado pela UNESCO como um Patrim6nio Mundial Natural
(Natural World Heritage) (LANA et al., 2000). Nesta area estdo presentes dois tipos
principais de unidades de conservacdo: de uso restrito (Parque Nacional de
Superagui) e de uso sustentavel (Area de Protecdo Ambiental de Guaraquecaba)
(GUEBERT-BARTHOLO et al., 2011).

E uma regido classificada como um estuario parcialmente misto, que possui
variacdo de salinidade e temperatura da agua de acordo com os padrdes de
circulacdo e estratificagdo entre as estacdes do ano e por outros gradientes
diferentes (LANA et al., 2000).

O clima da regido depende da movimentacao das massas do Atlantico Sul e da
passagem de massas polares. A estacdo chuvosa se inicia no final da primavera e
permanece até a maior parte do verdo, e a seca ocorre durante o outono e inverno,
mas é geralmente interrompida por um periodo chuvoso fraco e curto no inicio do
inverno; sendo a precipitacdo trés vezes maior na estacdo chuvosa (LANA et al.,
2000). E uma éarea influenciada pelos fendmenos El Nifio e La Nifia, muito
relacionados com a pluviosidade local (VANHONI; MENDONCA, 2008).

As areas estuarinas possuem grande importancia pelo seu papel ecoldgico e
pelo intenso uso humano, principalmente pela instalagdo de portos, moradias e
poélos industriais. Esses locais favorecem essas implantacdes por serem regides de
areas abrigadas que ndo tém influéncia direta como as regides de mar aberto
(LAMOUR; SOARES; CARRILHO, 2004). Com isso, em marco de 1935 foi
inaugurado oficialmente o Porto de Paranagua, um dos principais pélos de
exportacdo do pais, que se tornou o sexto maior porto do mundo e o0 maior porto
graneleiro da América Latina (DE MORAIS MACHADO, 2012).

Mesmo com a interferéncia antrépica da regiao do litoral do Parana, como pela
caca, exploracdo e extracao de arvores e madeira, pesca e agricultura, ainda assim

€ possivel encontrar diversos peixes, aves e mamiferos marinhos (LANA et al.,
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2000). De acordo com estudos ha a presenca de algumas dessas espécies que
utiizam o litoral do Parana como area de alimentacdo, incluindo a C. mydas
(GUEBERT-BARTHOLO et al., 2011). E devido a isso, essa acaba sendo
acidentalmente capturada pelas redes de emalhar de pesca (LOPEZ-BARRERA;
LONGO; MONTEIRO-FILHO, 2012).

2.6 DNA MITOCONDRIAL

De acordo com Hartl e Clark (2010), o genoma mitocondrial consiste em uma
molécula circular Unica com 15-20 kb de comprimento. Possui geralmente heranca
materna, auséncia de recombinacéo e altas taxas evolutivas quando comparados ao
genoma nuclear. Essas caracteristicas tornaram o DNA mitocondrial (DNAmMt) uma
fonte importante para estudos evolutivos (MATIOLI; FERNANDES, 2012). Outras
caracteristicas importantes sdo as rapidas taxas evolutivas do DNAmt, que possui
relaxamento da restricdo funcional, uma alta taxa de mutacdo e auséncia de
histonas complexadas; sendo utilizado também em estudos como marcador
filogenético microevolutivo (AVISE, 2000).

A diversidade é manifestada também no DNA dos organismos, determinadas
por diferentes sequéncias em regides particulares de uma molécula de DNA. No
caso do DNAmt, a diversidade pode ser verificada pelo polimorfismo de tamanho em
fragmentacao de restricao (RFLP), polimorfismo de conformacdo em fita simples
(SSCP) e sequenciamento (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).

O sequenciamento do DNAmt tem a vantagem de ser uma técnica de
amostragem nao invasiva, que identifica as taxas de mutacdo e pode ser usado para
estudo da linhagem feminina dos descendentes e seus padroes de migracao.
Porém, isso se torna uma desvantagem por apenas obter resultados baseados nas
unidades maternas. Considerando todos esses pontos € um recurso muito utilizado
na resolucao de duvidas taxondémicas, definicdo de unidades de manejo e obtencéo
de informacdes da biologia das espécies (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).

Segundo Avise (2000), estudos realizados com tartarugas marinhas em suas
rotas migratorias ou em areas de alimentacdo ajudam a obter informacgdes das suas
areas de nidificacdo, jA que nesses locais estdo reunidos individuos de mudltiplas
origens.

Diversos estudos prévios utilizaram o sequenciamento de regides do DNAmt

em tartarugas marinhas para obtencdo de informacdes relativas a conservacao das
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espécies, como no estudo de Ng et al. (2014) com tartarugas verdes em Hong Kong;
a relacéo da identificacdo de areas de nidificacdo e areas de migracdo exemplificado
no estudo realizado por Prosdocimi et al. (2014) com tartarugas de couro da
Argentina; estudo da composicdo genética, estrutura populacional e filogeografia da
tartaruga cabecuda com analises das hipoteses de colonizacdo das areas de
nidificacdo brasileiras realizado por Reis et al. (2010a); casos de hibridos nas
tartarugas de pente das regides de nidificacdo do Brasil identificados por Lara-Ruiz
et al. (2006); e como no estudo de Reis et al. (2010b) que analisa 0s movimentos de
migracao da tartaruga oliva pela costa brasileira.

Estudos sobre as diferencas das frequéncias dos haplétipos do DNAmMt em
areas de nidificacdo e areas de alimentacdo sao importantes, pois esses estudos
possibilitam relacionar as areas de alimentacdo com as éareas de origem dos
individuos (BJORNDAL et al., 2006; BOWEN; KARL, 2007; PROSDOCIMI et al.,
2015). Bem como auxiliam o levantamento de informacfes de comportamento
migratério e permite definir planos para unidades de manejo relacionadas aos
impactos de conservacdo (BOWEN; KARL, 2007).
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia da obtencédo de informacdes sobre a espécie C.
mydas e de sua classificagédo na IUCN e na Avaliagéo do Estado de Conservacéo, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a diversidade genética dos individuos
presentes na regido de alimentacdo do litoral do estado do Parana através da
utilizacdo do DNAmt. E considerando isso pretende:

- Realizar andlise e caracterizacdo genética de C. mydas coletadas na regido
por meio da analise do DNAmt.

- Levantar dados da literatura sobre haplotipos de C. mydas para as regides de
alimentacdo descritas para o oceano Atlantico.

- ldentificar os haplotipos presentes no litoral do Parana com base nos dados
de literatura levantada e no banco de dados genético disponivel online.

- Comparar as informac0es obtidas para o litoral do Parana com os resultados

ja publicados de outras areas de alimentacdo descritas para o oceano Atlantico.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLHEITA DE AMOSTRAS

Durante o periodo de 2007 a 2014, 470 individuos de C. mydas foram
encontrados mortos e encalhados, acidentalmente capturados em redes de pesca
ou Vivos, na regido do litoral do estado do Parana, pelo Laboratério de Ecologia e
Conservacao de Mamiferos e Tartarugas Marinhas (LEC), do Centro de Estudos do
Mar (CEM) da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Os locais onde esses animais foram encontrados também foram registrados,
sendo definidos como Guaratuba (GU), Ilhas (IL), Matinhos (MA), Paranagua (PA),
Pontal do Parana (PP) e N&o ldentificados (NI) (Figura 2). Com o numero de

individuos de cada local de acordo com o ano de colheita identificados na Tabela 2.

Tabela 2 - Niumero de individuos de acordo com o local e ano de coleta.

Local 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Guaratuba (GU) 1 2 1

llhas (IL) 2 3 4 7 7 9 2 51
Matinhos (MA) 4 1 2 6 12 7 3
Paranagua (PA) 1 5 11

Pontal do Parané (PP) 30 26 33 20 32 74 23 39
Nao identificado (NI) 1 2 10 4 7 6 9 13
Total 33 35 50 35 53 106 52 106
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Figura 2 - Mapa do litoral do estado do Parana (Brasil), com a identificacdo dos locais de
coleta. IL: llhas; PA: Paranagud; PP: Pontal do Parana; MA: Matinhos; GU: Guaratuba.
Fonte: Laboratério de Ecologia e Conservacdo de Mamiferos e Tartarugas Marinhas

(LEC/CEM-UFPR).
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Nos animais encalhados ou resgatados foram realizadas mensuracdo de
comprimento curvilineo da carapaca (CCC), que variou entre 30,0 e 54,5 cm;
necropsia e colheita de tecido armazenado em etanol 100%, sendo o tipo de tecido
retirado (figado, musculo ou pele) de acordo com o estado de decomposi¢do do
animal. Conforme as condicbes dos animais encontrados, foi realizada a
classificacdo de acordo com o cddigo de decomposicao, sendo que o cbdigo varia
de 1 ao 5, com diferencas nas caracteristicas e possiveis usos adaptado de
mamiferos marinhos para uso em estudos com tartarugas (GERACI; LOUNSBURY,
2005) (Tabela 3).

Tabela 3 - Cddigo de decomposicdo, caracteristicas e uso das amostras adaptado de
mamiferos marinhos para tartarugas marinhas relacionado apenas ao estudos de DNA de
acordo com Geraci e Lounsbury (2005).

Cédigo de decomposicdo Caracteristicas Usos
1 (Vivo) - Andlises de DNA
2 (Fresco) Aparéncia normal, geralmente Andlises de DNA

com pouco dano; Cheiro fresco;
Musculos firmes; visceras
intactas e bem definidas
3 (Decomposto) Carcaga intacta; Odor Anadlises de DNA
caracteristico leve; Musculos
moles e mal definidos; Visceras
moles, mas ainda intactas
4 (Decomposicdo avancada) Carapaca pode estar intacta, Andlises de DNA
mas ja com danos; Forte odor; limitada
Musculos quase liquefeitos e
facilmente rasgados; Visceras
frequentemente identificaveis,
mas friaveis, facilmente
rasgadas e dificeis de dissecar

5 (Carcac¢a ou Mumificado) Pele sobre o esqueleto Andlises de DNA
guaisquer tecidos restantes sdo limitada
dessecados

4.2 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Para a extracdo do DNA gendmico foram utilizadas amostras de figado (18
individuos), musculos (284 individuos) e pele (168 individuos), seguiu o protocolo de
extracdo de Fenol-Cloroférmio de Almeida, Fungaro e Sodré (2001). As amostras de
tecidos foram cortadas e colocadas em microtubos contendo 500 pL de tampéao de
extragdo TE9+SDS (Tris-HCI pH 8,0 500 mM, EDTA 20 mM, NaCl 10 mM e 1% de
SDS), e depois adicionados 5 pL de Proteinase K (20 pg/uL) e incubados overnight a

60-65°C para a digestao do material, conforme temperatura 6tima da enzima.
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O protocolo de lavagens durante a extracdo consistiu em trés etapas: na
primeira foi adicionado 500 pL de fenol, homogeneizado e centrifugado por 10
minutos a 12000 rpm em centrifuga refrigerada a 4°C; o sobrenadante foi transferido
para um segundo microtubo ao qual foi adicionado 500 puL de clorofane (1 fenol:1
clorofil), seguindo o mesmo processo de homogeneizacdo e centrifugacao;
novamente o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e adicionado
clorofil (24 cloroférmio:1 4&lcool isoamilico) em um volume de 500 pL,
homogeneizados e centrifugados. Para a precipitacdo do DNA o sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo, com a adicdo de 10% do volume de NaCl 3 M e
2 % volumes de etanol 100% gelado, invertidos delicadamente e mantidos em
freezer -20°C por aproximadamente 2 horas.

Os microtubos foram centrifugados por 15 minutos a 12000 rpm a 4°C, seguido
pelo descarte do sobrenadante e realizado uma segunda lavagem com 100 pL de
etanol 70%, sendo este descartado logo em seguida. A secagem do alcool ocorreu
em temperatura ambiente e o DNA foi diluido em 50 pL de TE (Tris-HCI pH 8,0 10
mM e EDTA 1 mM).

4.3  AMPLIFICACOES E SEQUENCIAMENTO

A quantificacdo das amostras foi realizada em espectrofotdometro NanoDrop
(Thermo Scientific), seguindo as especificacbes do fabricante. Quando necessario
foi realizada a padronizacdo das concentragbes das amostras para
aproximadamente 20 ng/uL de DNA.

A amplificagéo foi realizada com a utilizagdo de um par de primers (LCM15382:
5-GCTTAACCCTAAAGCATTGG-3' e H950: 5-GTCTCGGATTTAGGGGTTTG-3")
descritos para uma parte da Regido Controle do DNA mitocondrial, que possui
aproximadamente 880 pb, descrito por Abreu-Grobois et al. (2006). As reacdes de
amplificacédo foram realizadas em termociclador Multigene™ (Labnet International)
com um volume total de 15 pL contendo: 1x de tampao de PCR, 0,2 mM de cada
dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada primer, 3 U de Tag DNA Polimerase
(Invitrogen) e 5-50 ng de amostra de DNA. A amplificacéo foi realizada com uma
desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos; seguido por 35 ciclos de 94°C por 40
segundos, 51°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto (correspondentes a
desnaturacdo, pareamento dos primers e extensdo); e uma extensdo final de 9

minutos a 72°C.
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Os produtos da amplificacdo foram verificados em gel de agarose 1% e
agueles que tiveram sucesso na amplificacdo foram selecionados para o
sequenciamento. Destas amostras, 10 pL da reacédo foi purificada com 0,5 pL de
ExoStar (lllustra) de acordo com as especificacdes do fabricante. O sequenciamento
dos produtos das amplificacbes foi realizado com base na fita forward com os
reagentes Big Dye Terminator (Applied Biosystems), seguindo as recomendacdes do
fabricante para a utilizacdo do protocolo de montagem da reacdo e protocolo de
temperatura e tempo de amplificacdo. E posteriormente a leitura foi realizada em
sequenciador automatico ABI-PRISM 3500 XL (Applied Biosystems).

4.4 ANALISES GENETICAS E ESTATISTICAS

A analise inicial e verificacdo da qualidade das sequéncias foram realizadas
com o software online Electropherogram Quality Analysis (TOGAWA; BRIGIDO,
2003). O alinhamento e a edicdo das sequéncias foram efetuados no programa
MEGA6 (TAMURA et al.,, 2013), sendo utilizada uma regido interna da Regiao
Controle com aproximadamente 514 pb que é referente ao par de primers descrita
por Lahanas et al. (1994), pois os bancos de dados possuem mais informacdes
disponiveis referente a esse fragmento.

As amostras presentes nesse trabalho tiveram seus haplétipos identificados de
acordo com banco de dados genéticos disponivel online do grupo de pesquisa
Archie Carr Center for Sea Turtle Research (ACCSTR,;
http://accstr.ufl.edu/genetics.html).

Para a comparacdo com outras regides de alimentacdo do Atlantico foram
considerados os resultados para o grupo do Atlantico Norte composto por dados da
Carolina do Norte (CN, BASS; EPPERLY; BRAUN-MCNEILL, 2006), Flérida (FL,
BASS; WITZELL, 2000), Bahamas (BH, LAHANAS et al., 1998), Nicaragua (NI,
BASS; LAGUEUX; BOWEN, 1998), Barbados (BB, LUKE et al., 2004) e Cabo Verde
(CV, MONZON-ARGUELLO et al., 2010). E para o grupo do Atlantico Sul formado
pelas areas de Almofala (AL, NARO-MACIEL et al., 2007), Fernando de Noronha
(FN, NARO-MACIEL et al., 2012), Atol das Rocas (AR, NARO-MACIEL et al., 2012),
Bahia (BA, NARO-MACIEL et al., 2012), Espirito Santo (ES, NARO-MACIEL et al.,
2012), Ubatuba (UB, NARO-MACIEL et al., 2007), Parana (PR), llha do Arvoredo (IA,
PROIETTI et al., 2012), Praia do Cassino (PC, PROIETTI et al., 2012), Rio da Prata
(RP, PRODOSCIMI et al., 2012) e El Rincén (ER, PROSDOCIMI et al., 2012).


http://accstr.ufl.edu/genetics.html
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Apoés a identificacdo das mutacdes individuais de cada uma das amostras, a
diversidade haplotipica (h), a diversidade nucleotidica (n) e 0 nimero de haplotipos
foi calculado no programa DnaSP 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009). Posteriormente, foi
realizada a constru¢cdo da rede de haplétipos pelo programa Network 5.0.0.0
(http://www.fluxus-engineering.com). O Fsr foi calculado de acordo com a frequéncia
dos haplétipos e ®st seguindo os parametros de distancia genética de Kimura 2P
(KIMURA, 1980), bem como a analise da AMOVA (Analise da Variancia Molecular)
estimando a particdo da variacdo genética entre as populacdes do oceano Atlantico
e 0s grupos estipulados, com estimativas de significancia em 5.000 permutacdes e
P<0.05 realizadas no programa Arlequin 3.5.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). A
analise da AMOVA foi realizada também considerando apenas os individuos do
litoral do Parana separados pelos anos de coletas, com 0os mesmos critérios de

estimativas.



22

5 RESULTADOS

285 individuos tiveram sucesso na amplificacdo e sequenciamento (Tabela
Suplementar 1), com média do CCC de 30,65 cm, correspondendo a individuos
juvenis. Para os individuos com sucesso nos procedimentos quando considerado o
tipo de amostra: 4,56% de figado, 66,67% de musculo e 28,77% de pele (Tabela 4).
E quando considerado a classificacdo de acordo com o codigo de decomposicao, o
sucesso de amplificacao foi de: 14,39% do codigo 1, 24,56% do cédigo 2, 16,14% do
codigo 3, 28,42% do codigo 4, 10,53% do cédigo 5 e 5,96% de animais nao
identificados (Tabela 4).

Tabela 4 - Numero de individuos de acordo com o tipo de tecido e estagio de
decomposicao.

Estagio de decomposicao

Tipo de tecido 1 2 3 4 5 Nao identificado
Figado - 5 2 3 1 2
Musculo 3 55 41 63 16 12
Pele 38 10 3 15 13 3

A partir da andlise do fragmento de parte da Regido Controle do DNA
mitocondrial foram definidos 12 haplétipos de acordo com o banco de dados
AACSTR. Destes, onze apresentam 14 sitios polimérficos entre eles e um haplotipo

possui uma insercao/delecao de 4 pb (CM-A42) (Tabela 5).

Tabela 5 - Identificacdo dos sitios variaveis para os haplétipos encontrados entre as
amostras de Chelonia mydas.

Par de base (pb)

81 84 101 121 238 272 282 353 355 398 416 419 421 457 458 459 460 479
CM-A8 C G A G C G C€C C A C G G A - - - - A
CM-A3 T A - - T T - - G T - A G
CM-A5 - - - A - - - - - - - - - - - - - G
CM-A6 - - - A
CM-A9 - - - - - - - - - T
CM-A10 - - - - - - T
CM-A23 - - G
CM-A24 - - - - - - - - - - A
CM-A32 - - - - - - - - G
CM-A39 - - - A - - - T
CM-A42 - - - - - - - - - - - - - G C A G
CM-A46 - - - - - - - T
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O haplétipo mais frequente foi o CM-A8 com 195 individuos (69%), seguido
pelo CM-A5 com 52 individuos (18%). Ja os outros 10 haplétipos ocorrem em uma
frequéncia menor que 5%, sendo que os hapldtipos CM-A23 e CM-A32 que
ocorreram apenas uma vez durante todos os anos (Tabela 6 e Figura 3).

Tabela 6 - Namero de individuos de cada haplétipo em cada ano de coleta.
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 Total

CM-A3 1 1 2
CM-A5 7 8 7 5 18 2 5 52
CM-A6 1 2 2 2 7
CM-A8 3 8 24 11 32 46 25 46 195
CM-A9 1 1 2 2 6
CM-A10 1 4 5
CM-A23 1 1
CM-A24 1 1 1 1 4
CM-A32 1 1
CM-A39 1 2 3
CM-A42 4 1 1 6
CM-A46 1 1 1 3
Total 4 18 34 20 41 74 34 60 285

Haplotipos 2 5 4 4 5 7 7 7
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Figura 3 - Numero de individuos de cada haplétipo por ano de coleta.
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A relacdo proposta na rede de haplotipos confirma que a maioria dos
haplétipos derivam do CM-A8 apresentando uma ou duas mutacdes de diferenca,
com excecgao de CM-A42 que difere do CM-A8 devido a uma insercéo/delecéao de 4
pb (Figura 4). O haplétipo CM-A3 é o mais distante quando relacionado ao CM-AS8,
apresentando mais passos mutacionais, sendo um passo entre o haplétipo CM-A9,

um entre um possivel ancestral ndo amostrado e mais 6 passos até ele.

CM-A3

CM-A32
CM-A23

CM-A24

CM-A10

CM-A42
CM-A46

CM-A39

O CM-A5

Figura 4 - Rede de haplétipo para as amostras de C. mydas. Tamanho dos circulos séo
proporcionais a frequéncia dos haplétipos e o numero de mutacdes € representado entre
parénteses quando o valor € maior que uma mutacao. Barra indica a insercéo/delecéo de 4
pb para o haplétipo CM-A42.

A diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (1) dos individuos foi de
0.469+£0.032 e 0.00189+0.00020, respectivamente (Tabela 7). Considerando as
dezessete populagfes e os dois grandes grupos (Atlantico Norte e Atlantico Sul) das
areas de alimentacdo presentes no oceano Atlantico, os resultados da AMOVA
indicam que a maior diferenca esta entre os grupos (64,56%), seguida pela diferenca
entre os individuos dentro das populacdes (27,48%) e por ultimo, com a menor

diferenca, entre as populacbes dentro dos grupos (7,96%) (Tabela 8).
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Tabela 7 - Namero de individuos por haplétipo, diversidade haplotipica (h) e diversidade nucleotidica (1) de parte da Regido Controle do DNAmt de C. mydas
presentes em diferentes regifes de alimentagdo do oceano Atlantico. CN = Carolina do Norte; FL = Flérida; BH = Bahamas; NI = Nicardgua; BB = Barbados;
CV = Cabo Verde; AL = Aimofala; FN = Fernando de Noronha; AR = Atol das Rocas; BA = Bahia; ES = Espirito Santo; UB = Ubatuba; PR = Parana; IA = llha
do Arvoredo; PC = Praia do Cassino; RP = Rio da Prata; ER = El Rincon; N = NUmero de amostras; N° hap = Numero de haplétipos; h = Diversidade
haplotipica; m = Diversidade nucleotidica; Desvio padrao identificado entre parénteses.

Atlantico Norte Atlantico Sul
CN FL BH NI BB Ccv Total AL FN AR BA ES UB PR 1A PC RP ER Total

CM-Al 34 12 2 7 1 56 2 1 3
CM-A2 2 1 3
CM-A3 43 43 62 54 21 2 225 18 4 8 2 2 2 1 37
CM-A5 5 3 10 6 13 23 60 28 52 21 14 47 14 52 25 20 18 2 293
CM-A6 1 1 3 4 2 2 6 7 2 2 2 30
CM-A8 7 1 14 17 39 53 46 36 23 87 83 195 70 62 48 11 714
CM-A9 1 1 3 7 3 6 4 6 5 3 5 42
CM-A10 2 2 4 4 3 3 3 5 2 1 1 26
CM-A15 1 1
CM-A16 2 2 1 1
CM-A17 1 1 1 1
CM-A18 3 2 5
CM-A20 1 1
CM-A21 3 3 1 1
CM-A22 2 1 1 4
CM-A23 1 2 2 1 3 2 11
CM-A24 1 1 1 2 2 4 3 2 1 17
CM-A25 1 1
CM-A26 2 2
CM-A27 2 2
CM-A28 3 3
CM-A32 1 1 2 2 1 1 3 2 13
CM-A36 2 2
CM-A39 3 1 1 5
CM-A42 2 1 6 1 1 2 13
CM-A44 1 1 2
CM-A45 1 1 2 4
CM-A46 1 3 4
CM-A55 1 1

N 106 62 79 60 60 44 117 117 78 45 157 113 285 115 101 78 15
N° hap 12 6 6 2 8 5 13 11 7 6 9 10 12 12 12 7 4

h 0.729 0.485 0.370 0.183 0.773 0.588 0.701 0.642 0.703 0.647 0.603 0.446 0.469 0.572 0.561 0.537 0.467

(0.030) (0.067) (0.065) (0.062) (0.028) (0.045) (0.032) (0.027) (0.037) (0.053) (0.00095) (0.056) (0.032) (0.045) (0.051) (0.054) (0.148)
. 0.00530 0.00331 0.00642 0.00381 0.01027 0.00419 0.00655 0.00415 0.00551 0.00242 0.00262 0.00205 0.00189 0.00234 0.00199 0.00196 0.00178
(0.00078) (0.00103) (0.00113) (0.00129) (0.00036) (0.00107) (0.00073) (0.027) (0.00086) (0.00023) (0.00030) (0.00044) (0.00020) (0.00033) (0.00021) (0.00022) (0.00062)
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Tabela 8 - Valores da AMOVA de acordo com as areas de alimentagdo descritas para o
oceano Atlantico, considerando diferencas entre os grupos, entre as populacdes dentro dos
grupos e entre populacgdes.

AMOVA
Entre grupos 27.48%
Entre populac@es dentro dos grupos  7.96%
Entre populacbes 64.56%

De acordo com as comparacdes entre todas as areas de alimentacdo 102 de
151 comparagfes da andlise do Fsr e 87 de 151 comparagdes do ®sr sdo
estatisticamente significativas quando considerado o P<0.05 (Tabela 9). E
considerando as comparacdes do litoral do Parand com as outras areas de
alimentacéao, ele possui um Fst com valor ndo-significativo apenas para UB, IA, PC,
RP e ER; ja quando considerado o ®sta comparacao ndo-significativa € identificada
com AR, UB, A, PC, RP e ER
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Tabela 9 - Fst de acordo com a frequéncia dos haplétipos e ®sr seguindo os parametros de distancia genética de Kimura 2P entre as areas de alimentacéo do
oceano Atlantico descritas para C. mydas. Fst ha base da tabela e ®sr na posicao superior da tabela, com valores em negrito com * indicando valores
significativos (P<0.05). CN = Carolina do Norte; FL = Flérida; BH = Bahamas; NI = Nicaragua; BB = Barbados; CV = Cabo Verde; AL = Almofala; FN =
Fernando de Noronha; AR = Atol das Rocas; BA = Bahia; ES = Espirito Santo; UB = Ubatuba; PR = Parang; IA = Ilha do Arvoredo; PC = Praia do Cassino; RP
= Rio da Prata; ER = El Rincén.

CN FL BH NI BB Ccv AL FN AR BA ES uB PR 1A PC RP ER
CN - 0.04832*  -0.00590  0.03620*  0.23020*  0.73514* 0.57064* 0.73953* 0.64395* 0.76481* 0.79865* 0.77715* 0.83629*  0.78544*  0.78754*  0.78168*  0.72435*
FL 0.06507* - 0.02679 -0.00617  0.35212*  0.81922*  0.66072*  0.81375* 0.73165* 0.86415* 0.87251*  0.86993*  0.90090*  0.87438*  0.88456* 0.87696*  0.83981*
BH 0.16787*  0.03877* - 0.00809 0.20367*  0.67557*  0.52953* 0.70266*  0.59373* 0.70080*  0.76703*  0.73244*  0.81499* 0.74232* 0.73876* 0.72976* 0.63564*
NI 0.24401*  0.09810* 0.01343 - 0.30436*  0.76501*  0.61871*  0.77808*  0.68374*  0.80259* 0.83977*  0.82430* 0.87639* 0.83088*  0.83545*  0.82553*  0.75325*
BB 0.05503*  0.13103* 0.18186*  0.27902* - 0.32753*  0.14645* 0.37235* 0.21585*  0.33626* 0.45238* 0.36539* 0.51753* 0.38581* 0.36448* 0.37134*  0.23391*
Ccv 0.27769*  0.43270*  0.48096*  0.59643*  0.12231* - 0.09570*  -0.01396  0.05324*  -0.03035 0.00683 0.10847*  0.07009* 0.01205 -0.02966 0.00882 0.02874
AL 0.19327*  0.30512*  0.34087* 0.41797* 0.05419*  0.05428* - 0.09228* 0.00343 0.08005*  0.11288*  0.05175* 0.10606*  0.05942*  0.03622* 0.07315* 0.02494
FN 0.26233*  0.39279*  0.42752* 0.50732* 0.11051* -0.00940  0.03520* - 0.04527*  -0.01836 0.00637 0.07376*  0.04556* 0.00570 -0.02287 0.00567 0.01804
AR 0.21361*  0.34459*  0.39034* 0.47796* 0.07083*  0.04290* -0.00464  0.02490* - 0.01993 0.04248*  -0.00866 0.01138 -0.01232  -0.04492 0.00477 -0.02642
BA 0.27135*  0.43090*  0.48707* 0.59264*  0.12351* 0.03327 0.01187 0.01563 -0.00308 - -0.01482  0.09478*  0.03998* 0.01252 0.00529 0.00221 0.05780
ES 0.29830*  0.43096*  0.46541* 0.53585*  0.14773* 0.05119* 0.01908*  0.03136* 0.00717 -0.01064 - 0.05569*  0.01473*  -0.00353  -0.02433 -0.00942 0.00651
uB 0.37569*  0.52883*  0.57126* 0.64876*  0.24937*  0.21737* 0.08079*  0.16262* 0.07996*  0.07014*  0.05047* - 0.01306 0.02195 0.01856 0.03656*  -0.02689
PR 0.37084*  0.49934*  0.52877* 0.58776*  0.23065* 0.16037*  0.06056*  0.12100*  0.05546* 0.03577*  0.02429* 0.00199 - -0.00061  -0.00974 0.00147 -0.02318
1A 0.30735*  0.44978*  0.49191* 0.56738* 0.16606*  0.10014*  0.02736*  0.06917*  0.01869* 0.00168 0.00152 0.01657* 0.00203 - -0.01648 -0.00680  -0.00842
PC 0.30733*  0.45348* 0.49871* 0.57670* 0.16984*  0.10955* 0.03076* 0.07657*  0.02421* 0.00696 0.00514 0.01275 0.00060 -0.00770 - -0.01512  -0.00042
RP 0.31125*  0.46442* 0.51259* 0.59907* 0.16973*  0.09820*  0.02906*  0.06753* 0.01787 0.00010 -0.00047 0.01815 0.00160 -0.00851  -0.00799 - 0.00313

ER 0.32720*  0.51755* 0.59172* 0.73805* 0.19213* 0.17341* 0.04773 0.12119* 0.04583 0.03599 0.02207 -0.02901 -0.02327 -0.00950 -0.01212 -0.00494 -
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Ja considerando a ocorréncia dos haplotipos em relacdo aos anos de coleta,
observa-se que o ano de 2012 apresentou 0 maior numero de amostras (n=74) com
sete haplotipos encontrados e 0 ano de 2007 o menor nimero de amostras (n=4)
com apenas dois haplétipos identificados (Tabela 6). De acordo com os valores da
analise da AMOVA entre os anos a diferenca foi de 3,44% e dentro do periodo total
dos anos apresentam 96,56% (Tabela 10). Apenas o CM-A8 é encontrado em todos
0S anos com 0 maior numero de individuos também em todos os anos. Ha a
ocorréncia Unica dos haplétipos CM-A23 e CM-A32, que foram amostrados no ano
de 2008.

Tabela 10 - Valores da AMOVA das amostras do litoral do Parana de acordo com 0os anos
de coleta

AMOVA
Entre anos de coleta 3.44%
Dentro dos anos de coleta 96.56%
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6 DISCUSSAO

A determinacéo dos haploétipos em tartarugas tem sido utilizada para estudos
relacionados as areas de alimentacao, local que segundo Naro-Maciel et al. (2016),
é formado por um estoque misto (mixed stocks). Neste estudo dozes hapl6tipos
foram identificados em tartarugas encontradas no litoral do estado do Parana.

O estudo de Monzén-Arguello et al. (2010) confirma que as migracdes dos
individuos das regiées da América do Sul ocorram pelo oceano Atlantico Norte e
Atlantico Sul, levantando a hip6tese de que eles utilizam areas de alimentacdo que
sdo mais proximas as suas areas de origem natal (closest-to-home). Esse
comportamento de deslocamento para regifes proximas embasa a ocorréncia do
maior numero de individuos pertencentes ao haplétipo CM-A8 na costa do Brasil e
pode ser observada no presente estudo na regido do litoral do Parana que apresenta
69% desse haplotipo. Bjorndal et al. (2006) também descrevem uma maior presenca
do haplotipo CM-A8 em trés areas de nidificacdo descritas para o litoral do pais, llha
de Trindade, Atol das Rocas e Fernando de Noronha. Esse hapl6tipo tem ocorréncia
em regibes de nidificacdo da Africa de acordo com estudos de Formia et al. (2006).

As analises do Fst e ®gsr indicam que o litoral do Parana possui valores
significativos de diferenciacdo genética quando comparado com todas as areas do
grupo do Atlantico Norte, segundo a escala de Wright (1978) a maioria das
comparacdes com diferenca muito alta (de 0,25 a 1,00) ou alta (de 0,15 a 0,25). Mas
considerando as areas do Atlantico Sul possui valores significativos de Fst para AL,
FN, AR, BA e ES, e ®g7 para AL, FN, BA e ES, valores com diferenciacdo genética
moderada (de 0,05 a 0,15) e pequena (de 0 a 0,05) (HARTL; CLARK, 2010).

Os valores néo-significativos obtidos quando comparados com areas de
alimentacdo mais proximas, podem ser resultado dos haplétipos que colonizaram as
diferentes regides ja que Encalada et al. (1996) propdem que a origem das
populacdes do Atlantico foi formada por dois clusters diferentes (Caribe Ocidental e
Mediterraneo, e Caribe Oriental, Atlantico Sul e Africa Ocidental). Considerando as
areas com distancias mais proximas do estado do Parana, Prosdocimi et al. (2012)
no estudo nas regides de alimentacdo da Argentina também apresentam que ha
diferenca significativa dessas areas quando comparadas a outras cinco areas de
alimentacdo do nordeste do Atlantico e com apenas uma de quatro areas do
sudoeste do Atlantico. De acordo com Proietti et al. (2012), as duas areas de

alimentacéo localizadas no Rio Grande do Sul também possuem diferenca genética
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gquando comparadas as areas do Atlantico Norte, mas ndo apresentam essa
divergéncia em relacdo a Ubatuba e Atol das Rocas, ambas localizadas na costa
brasileira. Assim como no presente estudo, ambos apresentando valores n&o-
significativos quando comparados com as areas de alimentacdo mais proximas das
estudadas.

A maior diferenca esta entre os grupos do Atlantico Norte e Atlantico Sul
(AMOVA entre grupos de 64,56%), e essa diferenca pode estar relacionada com as
distancias entre essas areas de alimentacao e a influéncia das correntes marinhas,
pois a corrente do Brasil forma uma frente direta com a agua fria da corrente das
Malvinas (TOMCZAK; GODFREY, 2003). Isso pode interferir na composicao do
estoque misto na regido de alimentacao, ja que mudancas de local de alimentacdo
para as tartarugas verdes foram descritas por Carman et al. (2012), que identificou
que durante o verdo e outono individuos permanecem na costa da Argentina e
Uruguai, e no inverno migram para o sul do Brasil onde as aguas sao mais quentes.

Considerando os dez haplétipos identificados com baixa frequéncia no estudo
(CM-A3, CM-A6, CM-A9, CM-A10, CM-A23, CM-A24, CM-A32, CM-A39, CM-A42 e
CM-A46) eles também ocorrem em menor frequéncia nos trabalhos previamente
realizados no litoral do Brasil (£16%) (NARO-MACIEL et al., 2007; NARO-MACIEL et
al., 2012; PROIETTI et al., 2012; JORDAO et al., 2015). Levando em considerac&o
os valores de h e m, o litoral do Parana apresenta resultados proximos as outras
areas de alimentacao de todo o Atlantico.

Em trabalho realizado na regido entre 2005 a 2008 por Jordao et al. (2015),
seis haplétipos sdo encontrados em ambos os trabalhos, seis novos haplétipos
foram identificados para a regido (CM-A3, CM-A9, CM-A23, CM-A24, CM-A39, CM-
A42), e apenas um nao foi amostrado novamente (CM-Al). Observando certa
estabilidade na ocorréncia dos individuos de diferentes haplétipos na regido, mas
com um aumento no numero de haplétipos encontrados no periodo desse trabalho.

Considerando apenas os individuos do Parana por anos de coleta (Tabela 6 e
Figura 3), podemos observar que ha peculiaridades, como por exemplo, a presenca
do CM-A8 em todos os anos, um segundo haplétipo mais frequente com a
ocorréncia em todos os anos exceto 2007 (CM-A5) e a baixa ocorréncia (menor que
5%) de dez hapldtipos. Nota-se que trés haplotipos ocorreram mais no litoral do
Parand do que em todas as outras areas de alimentacdo descritas para 0 oceano

Atlantico, em destaque o haplotipo CM-A42 com seis individuos identificados, o CM-
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A39 que era descrito com uma ocorréncia Unica na llha do Arvoredo (PROIETTI et
al., 2012) e o CM-A46 também com apenas um individuo em Ubatuba (NARO-
MACIEL et al., 2007).

Essas diferencas na ocorréncia dos haplétipos podem ser influenciadas pelas
caracteristicas destacadas pela biogeografia e das condicdes climaticas e
oceanicas, ja que o clima da regido é classificado como Subtropical Umido —
Mesotérmico e tem a atuacdo de massas polares durante o inverno e tropical
atlantica durante o verdo (VANHONI; MENDONCGCA, 2008). Além disso, a regido sofre
mudancas relacionadas a dinamica entre o El Nifio e as Oscila¢cdes Sul (TOMCZAK;
GODFREY, 2003) e Vanhoni e Mendoncga (2008) sugerem que a maior pluviosidade
em alguns anos pode estar diretamente relacionada aos registros do El Nifio.

Considerando as amostras do litoral do Parana relacionadas aos anos de
coleta, a maior variacdo dentro dos anos pode ser verificada devido a algumas
peculiaridades de alguns hapl6tipos, o namero de individuos por haplétipos ou
mesmo o numero de haplétipos definidos para cada ano de coleta, o qual variou de
dois a sete haplétipos/ano. Dentre essa variacdo entre 0S anos, observa-se a
identificacdo Unica dos haplotipos CM-A23 e CM-A32, que tem regifes exclusivas de
nidificacdo (CM-A23: llha da Ascenséo e Atol das Rocas/Fernando de Noronha; CM-
A32: Atol das Rocas, llha de Ascenséo e Trindade) (PROIETTI et al., 2012).

A média do CCC, numero de hapldtipos encontrados e diversidade dos
haplétipos nas amostras da regido do litoral do Parana confirmam que tartarugas
verdes de diferentes regides de nidificagdo utilizam esse local como area de
alimentacdo (JORDAO et al., 2015). A maioria delas é de origem do Atlantico Sul e
possui a predominancia de um haplotipo que se destaca em numero e presenca
continua durante os diferentes anos e estacfes e a ocorréncia de haplotipos com

baixa frequéncia (menos que 5%).
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7 CONCLUSAO GERAL

O cuidado e a conservacdo desses individuos sao importantes para a
manutenc¢ao dos diferentes estoques reprodutivos de origens variadas que utilizam a
area do litoral do estado do Parand para a alimentacdo, como também a
conservacao do local se torna necessaria, garantindo assim um ambiente com boas
condi¢cdes ambientais e com disponibilidade de recursos alimentares.

Entretanto, estudo com outros marcadores moleculares devem ser realizados
para essa espécie de tartaruga marinha presente na regido, como por exemplo,
estudo que visem obter informacdes relacionadas as caracteristicas de ambos o0s
parentais, informacdes de parentesco e dados de outros genomas e regides
génicas. Pois essas informagdes possibilitam o desenvolvimento de melhores planos
de conservacdo que podem manter a diversidade genética da espécie Chelonia
mydas em todas as areas de nidificacdo e alimentacao, e permitem a elaboracédo de
medidas de manutencdo do litoral do estado do Parand, local onde ja ocorre a
instalacdo de diversos empreendimentos e residéncias que alteram a dinamica

natural da regiéo.
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Tabela Suplementar 1. Informac¢bes das amostras de C. mydas coletadas no litoral do
estado do Parand utilizadas para as analises dos resultados. Id = Identificacdo da amostra;
CCC = Comprimento Curvilineo da Carapaca; NI = N&o identificado.

Id Datade coleta Local geral CCC Tecido extraido Estagio de decomposi¢cdo Haplétipo
302 01/07/2007  Pontal do Parana 47 Musculo 2 CM-A10
307 07/07/2007 Pontal do Parana 54,5 Musculo 2 CM-AS8
375 18/10/2007  Pontal do Parana 40 Musculo 2 CM-A8
429 29/12/2007  Pontal do Parana 33 Musculo 2 CM-A8
438 19/04/2008  Pontal do Parana 41,5 Musculo 2 CM-A8
472 24/07/2008  Pontal do Parana 32 Musculo 2 CM-A8
473 26/07/2008  Pontal do Parand 32 Musculo 2 CM-A5
494 14/09/2008 NI 31 Musculo 2 CM-A5
509 25/09/2008  Pontal do Parand 37 Musculo 2 CM-A32
535 21/10/2008 NI 315 Musculo 3 CM-A5
536 21/10/2008 Matinhos 35,5 Musculo 3 CM-A8
540 04/10/2008 Ilhas 40,5 Musculo 3 CM-A8
542 28/10/2008  Pontal do Parand 32,5 Musculo 3 CM-A8
543 06/11/2008 Pontal do Parana 40,5 Musculo 3 CM-A9
544 11/11/2008  Pontal do Parana 45,5 Musculo 2 CM-A23
546 14/11/2008 Pontal do Parana 39,5 Musculo 2 CM-AS8
547 14/11/2008  Pontal do Parana 34 Musculo 2 CM-A5
548 15/11/2008 Pontal do Parana 45,5 Musculo 3 CM-AS8
552 22/11/2008  Pontal do Parana 46 Figado 3 CM-A8
553 11/11/2008  Pontal do Parana 31 Musculo 3 CM-A5
555 27/11/2008 Pontal do Parana 53,5 Mdusculo 4 CM-A5
556 10/12/2008 llhas 37 Musculo 3 CM-A5
561 18/01/2009 llhas 43 Musculo 2 CM-A8
564 20/01/2009  Pontal do Parana 40,5 Musculo 2 CM-A8
567 30/01/2009  Pontal do Parana 49 Figado 2 CM-A8
571 25/03/2009  Pontal do Parana 49,5 Figado 2 CM-A3
573 18/01/2009 llhas 39,5 Figado 3 CM-A5
574 21/04/2009  Pontal do Parana 37 Figado 2 CM-A5
575 21/04/2009  Pontal do Parand 36 Musculo 2 CM-A8
576 21/04/2009  Pontal do Parana 33 Figado 2 CM-A5
577 21/05/2009  Pontal do Parand 39 Musculo 3 CM-A5
578 22/05/2009 NI 43,5 Figado 2 CM-A8
584 01/06/2009 NI 37 Figado NI CM-A8
585 31/05/2009  Pontal do Parand 36 Musculo 3 CM-A5
589 16/06/2009  Pontal do Parana 37 Figado CM-A8
597 24/06/2009  Pontal do Parana 36 Figado 4 CM-A8
598 24/06/2009 Matinhos 32 Figado NI CM-A8
613 06/07/2009  Pontal do Parand 37,5 Pele CM-A24
615 08/07/2009  Pontal do Parana 31 Pele CM-A8
617 10/07/2009  Pontal do Parana 42,5 Pele NI CM-A8
618 12/07/2009  Pontal do Parana 37 Pele 4 CM-A8
619 17/07/2009  Pontal do Parana 40 Pele 4 CM-A8
622 17/07/2009 NI NI Pele CM-A8
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17/07/2009
19/07/2009
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18/06/2012
18/06/2012
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CM-A5
CM-A8
CM-A8
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CM-A5

41



868
869
872
876
877
878
879
880
881
882
885
886
887
888
889
891
896
897
899
900
901
902
903
905
906
908
910
914
915
916
917
918
919
924
925
927
930
931
932
934
936
937
938
939
940
942

29/06/2012
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04/07/2012
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05/07/2012
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06/08/2012
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09/08/2012
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30/08/2012
29/08/2012
30/08/2012
31/08/2012
03/09/2012
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30,5
37,8
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34,8
42,1
33,7
38
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39,7
34,8
37,2
35,6
39,4
32,5
34,5
41,2
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44,5
34,7
38,8
36,8
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31,6
41,8
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38,8
37,1
35,7
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Musculo
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Musculo
Musculo
Musculo
Musculo
Musculo
Musculo
Musculo
Musculo
Musculo
Pele
Pele
Musculo
Musculo
Musculo
Musculo
Pele
Pele
Musculo
Musculo
Musculo
Musculo
Musculo

A 000 0 OO bW OO DM OOW OO D

o Z

Z »

g o0~ W b OO0 WA DD

Z > w Z

W Wbk WW L AN

CM-A8
CM-A5
CM-AS5
CM-A42
CM-A8
CM-A8
CM-A8
CM-A8
CM-AS5
CM-A5
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CM-A8
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CM-A8
CM-A5
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CM-A8
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CM-A8
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CM-A8
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CM-A8
CM-A39
CM-A8
CM-A8
CM-A39
CM-A3
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1100

13/09/2012
08/10/2012
10/10/2012
10/10/2012
25/10/2012
08/11/2012
08/11/2012
12/11/2012
10/11/2012
25/11/2012
05/02/2013
07/03/2013
15/03/2013
28/03/2013
28/03/2013
17/02/2013
28/03/2013
17/06/2013
27/03/2013
03/07/2013
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03/07/2013
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03/07/2013
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10/07/2013
10/07/2013
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31/07/2013
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04/07/2013
18/07/2013
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28/08/2013
28/08/2013
2013
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27/04/2014
28/04/2014
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Pontal do Parana
Paranagua
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llhas
NI
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Matinhos
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llhas
llhas
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33,4
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41,3
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34,5
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31,8
34,6
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39,8
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35,2
27,4
46,4
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