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RESUMO

A tartaruga-oliva é uma das espécies de tartarugas marinhas mais abundante do mundo e possui
uma distribuicdo circunglobal. Ela ¢ classificada como “Vulneravel” pela Lista Vermelha das
Espécies Ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e pela lista
vermelha nacional. No Brasil, a espécie desova prioritariamente entre os estados de Sergipe,
Bahia e Espirito Santo e forrageiam ao longo de toda costa do pais. Este estudo teve como
objetivo entender melhor a conectividade e diversidade das populagdes de tartarugas-oliva nas
areas de desova e nos agregados de alimentacéo na costa do Brasil. Utilizando sete marcadores
microssatélites, foi possivel verificar padrdes de diferenciacdo genética distintos entre essas
areas de desova e alimentacdo, apesar dos valores de diversidade terem sido baixos em ambas
as areas (ho = 0,53). Comparando a diversidade com outras populacdes da espécie no mundo,
foi possivel notar menor diversidade para os animais do Brasil, quando comparado com outras
populacdes do Atlantico e principalmente do Indo-Pacifico. JA comparando com outras espécies
de tartarugas marinhas brasileiras, a diversidade genética encontrada para a populacdo de
desova das tartarugas-oliva foi a mais baixa, inclusive menor que das tartarugas-de-couro que
desovam somente no litoral do Espirito Santo e sdo consideradas Criticamente em Perigo de
extincdo. Apesar de haver um indicio de estrutura genética entre as localidades de desova do
Brasil, ndo houve uma separacédo clara entre as areas de desova e alimentacdo, nem entre as
localidades de alimentacdo. Embora ndo tenha sido possivel determinar a origem dos individuos
nas areas de alimentacéo, conseguimos inferir dados valiosos sobre o fluxo génico ao longo da
costa brasileira. Esse estudo € um passo importante para entendermos a dinamica genética
dessas tartarugas e abre caminho para explorar ainda mais as populagdes ao longo de todo o
Atlantico Sudoeste e contribuir com estratégias de manejo adequadas aos padrdes de

movimento da espécie.

Palavra-chaves: Lepidochelys olivacea, microssatélites, areas de alimentag&o, areas de desova,

atlantico sudoeste.



ABSTRACT

The olive ridley sea turtle (Lepidochelys olivacea) is a marine species with a broad circumglobal
distribution, considered one of the most abundant worldwide and classified as "Vulnerable" by
both the IUCN and National Species Red List. In Brazil, its reproduction is primarily
concentrated between the states of Sergipe, Bahia, and Espirito Santo, while foraging areas are
utilized along the entire coast. The present study investigated the connectivity and genetic
diversity of olive ridley turtle populations in nesting areas and feeding aggregations in the
Southwest Atlantic. Through the analysis of seven microsatellite markers, we identified
significant patterns of genetic differentiation between the breeding and feeding areas despite the
low and similar genetic diversity values observed. Comparison with other populations of the
species globally revealed lower genetic diversity in Brazilian olive ridley turtles compared to
other Atlantic and, particularly, Indo-Pacific populations. Additionally, the genetic diversity of
the Brazilian nesting population was the lowest, even lower than that found in leatherback turtles
(Dermochelys coriacea) that nest on the coast of Espirito Santo and are classified as Critically
Endangered. Although we detected evidence of subtle genetic structuring among the different
nesting sites in Brazil, we did not observe a clear genetic separation between nesting and feeding
areas, nor between the different feeding areas sampled. Despite the difficulty in determining the
origin of individuals in the foraging areas, this study allowed us to infer valuable information
about gene flow along the Brazilian coast. In summary, this research represents a significant
advancement in understanding the genetic dynamics of olive ridley turtle populations in the
Southwest Atlantic, providing a foundation for future investigations on a broader scale and for
the development of more effective management and conservation strategies aligned with the

species' movement patterns.

Keywords: Lepidochelys olivacea, microsatellites, feeding areas, nesting areas, southwest

atlantic.



1. Introdugéo

1.1. Tartarugas Marinhas

As tartarugas marinhas desempenham um papel fundamental na biota oceanica, atuando
como bioindicadoras da satde dos ecossistemas marinhos (Tavares et al. 2019). Além disso, séo
espécies-bandeiras, possuindo grande importancia cultural para diversas comunidades costeiras
ao redor do mundo, pois sua caricatura carismatica atrai atencdo e incentiva esforcos de
conservacao para esses locais (Aguirre et al. 2004; Hancock, 2011). As tartarugas marinhas séo
extremamente suscetiveis as mudancas ambientais e, devido ao agravamento dos efeitos do
desenvolvimento costeiro e atividades pesqueiras, todas as espécies de tartarugas marinhas estao
classificadas como Vulneraveis, Em perigo, Criticamente em perigo ou com Dados insuficientes
(IUCN, 2024).

Atualmente, sete espécies de tartarugas marinhas habitam os oceanos: Caretta caretta
(Linnaeus, 1758), Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), Dermochelys coriacea (Vandelli, 1761),
Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766), Lepidochelys kempii (Garman, 1980), Lepidochelys
olivacea (Eschscholtz, 1829) e Natator depressus (Garman, 1980). Elas pertencem a duas
familias distintas: Dermochelyidae, com uma Unica espécie (Dermochelys coriacea), e
Cheloniidae, com as outras seis espécies classificadas em cinco géneros (Meylan e Meylan,
1999). Destas espécies, cinco ocorrem na costa brasileira, incluindo Caretta caretta (Tartaruga-
Cabecuda), Chelonia mydas (Tartaruga-verde), Dermochelys coriacea (Tartaruga-de-Couro),
Eretmochelys imbricata (Tartaruga-de-Pente) e Lepidochelys olivacea (Tartaruga-Oliva)
(Figura 1).

Dentre as espécies que ocorrem na costa brasileira, a tartaruga-oliva € a mais
abundante, e enfrenta grandes pressdes antropogénicas, como pesca acidental, coleta de ovos e
perda de habitat, sendo ainda pouco estudada geneticamente (Wallace et al. 2011). No entanto,
o0 uso de ferramentas moleculares possibilita identificar niveis de diversidade, conectividade,
padrdes migratorios e estrutura populacional (Bowen e Karl, 2007). Sendo uma ferramenta
essencial para definir estratégias de conservacao, nomeadamente a identificacdo de unidades de
manejo (UMDs) (Palsbgll et al. 2007). Assim, os estudos genéticos voltados para a tartaruga-
oliva poderdo ndo sé fornecer informagdes essenciais sobre a espécie, como também auxiliar na
criacdo de planos de manejo desta espécie. Esses planos de manejo podem beneficiar outras
especies de tartaruga-marinha com historia de vida semelhante, contribuindo para estratégias

globais de conservacao e protecdo da biodiversidade marinha (Lopez-Barrera et al. 2016).
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Figura 1- llustragdo das cinco espécies de tartarugas-marinhas que ocorrem no Brasil. (1) Tartaruga-de-
couro, (2) tartaruga-oliva, (3) tartaruga-cabeguda, (4) tartaruga-verde e (5) tartaruga-de-pente (5). lustracéo:
Gabriel L. Gomes.

1.2. Identificacdo e Morfologia da Tartaruga-oliva

Lepidochelys olivacea é popularmente conhecida como tartaruga-oliva por possuir uma
carapaca com coloracdo verde-acinzentada e ventre amarelo-claro, em adultos. Os juvenis
apresentam coloracdo da carapaca cinza e no ventre branca, enquanto os filhotes possuem
tonalidade marrom-acinzentada (Figura 2) (Pritchard e Mortimer, 1999). Sua carapaca é curta e
larga, possui textura lisa com bordas posteriores levemente serrilnadas nos juvenis, que se
tornam mais regulares conforme a maturacéo (Wyneken, 2001). As tartarugas-oliva do Pacifico
Leste possuem a peculiaridade da carapaca ser elevada em formato tectiforme (Pritchard e
Mortimer, 1999).

A tartaruga-oliva possui comprimento curvilineo da carapaca (CCC) maximo de 72 cm
em populacdes dos oceanos Pacifico, indico e Atlantico Sul (América do Sul e Africa
Ocidental). Seu peso pode variar entre 35 e 50 kg, sendo que as fémeas do Atlantico Sul (Brasil
= 41,3kg, Suriname = 35,7 kg - Pritchard, 1969; Castilhos e Tiwari, 2006) e do Pacifico Leste
(México = 39,3 kg - Castilhos e Tiwari, 2006) possuem peso médio menor em comparagao as
fémeas do indico (india = 49,5 kg - Marquez, 1990).
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Figura 2 - Fotografia de uma tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea) adulta a esquerda e de um filhote da mesma
espécie a direita. Fonte: Fotografia de Bernard Gagnon e Projeto Tamar, respectivamente.

Morfologicamente, a tartaruga-oliva se diferencia das demais espécies por apresentar
seis ou mais pares de placas costais, geralmente entre seis e oito, frequentemente dispostas de
maneira assimétrica (Figura 3). Nos juvenis, os escudos sdo ligeiramente sobrepostos, enquanto
nos adultos ndo apresentam sobreposicdo. Sua cabeca é relativamente grande e triangular, com
largura de até 13 cm, possui dois pares de escamas pré-frontais e duas garras em cada nadadeira,
em alguns adultos pode ter a auséncia de uma garra na nadadeira dianteira. O plastrdo possui

quatro placas com poros infra marginais (Pritchard e Mortimer, 1999).

4 placas
inframarginais
com poros

2 ou mais pares
de placas pré-
frontais

Figura 3 - llustracdo destacando as caracteristicas morfolégicas da tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea).
Fonte: Modificado de Pritchard e Mortimer (1999).
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1.3. Histéria Natural da Tartaruga-oliva

A tartaruga-oliva € uma espécie carnivora, altamente migratoria, com um ciclo de vida
complexo e longo. Elas utilizam diversas areas ao longo da vida, podendo se deslocar cerca de
4000 km para forragear e copular (Silva et al. 2011). Permanecem quase toda a vida em aguas
oceanicas quentes, entre 23 a 28 °C, permanecendo 20% do tempo na superficie oceanica e 60%
em profundidades acima de 40 metros, aproximando-se da costa apenas para a reprodugéo
(Bolten, 2003; Polovina et al. 2004). Dessa forma, os aspectos da historia de vida sdo pouco
conhecidos, dificultando estudos comportamentais e ecologicos (Miller, 1997).

Os adultos se encontram em alto mar para copular e apds o acasalamento, possivelmente,
0s machos migram aos sitios de alimentacdo e as fémeas para o0s sitios de desova, retornando
aos locais onde nasceram para desovar, comportamento denominado filopatria (Carr, 1975;
Almeida, 2001). As fémeas sdo marinhas e utilizam o ambiente terrestre apenas para a desova,
garantindo um local seguro e adequado para a incubacao dos ovos (Musick e Limpus, 2017).

As populacdes de L. olivacea apresentam adaptacdo reprodutiva influenciada pelas
condicBes climaticas de suas areas de ocorréncia. No Suriname, por exemplo, a temporada de
desova ocorre entre maio e julho, enquanto no Brasil ocorre entre outubro e margo (Schulz,
1975; Godfrey e Chevalier, 2004). Essa diferenca temporal sugere a auséncia de sobreposicao
na época de desova entre populacdes geograficamente proximas.

As fémeas possuem intervalo internidal (periodo entre as desovas) entre 14 e 75 dias,
sendo influenciado por fatores ambientais (Pritchard, 1969; Schulz, 1975; Castilhos e Tiwari,
2006). No Brasil, as fémeas podem desovar até trés vezes, com intervalo internidial de 7 a 22
dias (Silva et al. 2007). Os deslocamentos poOs-reprodutivos sdo costeiros e oceanicos, sendo
que durante o periodo internidal a maioria das fémeas permanece em &guas neriticas (regido que
atinge, aproximadamente, 200 metros de profundidade e cerca de 50 a 60 km da margem
litoranea) (Silva et al. 2011).

O sexo dos filhotes das tartarugas marinhas é determinado durante a incubagdo, sendo
influenciado pela temperatura do ambiente (Ferreira Junior, 2009). Para as tartarugas-oliva do
Brasil, quando a temperatura dos ninhos esta acima da temperatura pivotal (31,2°C), hd uma
maior producdo de fémeas e, quando esta abaixo (29,9°C), predominam o0s machos
(Vasconcelos, 2017). Entretanto, temperaturas muito extremas podem atrapalhar o
desenvolvimento embrionario (abaixo de 24°C e acima de 35°C) (Miller, 1997). O diametro

dos ovos da tartaruga-oliva normalmente varia entre 37 e 42 mm, enquanto o tamanho médio
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da ninhada varia de 105 a 120 ovos (Pritchard e Mortimer, 1999). Apo6s a eclosdo dos ovos, 0s
filhotes emergem do ninho e rastejam até o mar. Embora o habitat dos filhotes ndo seja
conhecido, € possivel que permanecam na fase pelagica, flutuando e acompanhando as correntes
marinhas (Kopitsky et al. 2000). No Atlantico Norte, os filhotes migram até zonas que possuem
grandes aglomerados de algas e matéria orgénica flutuante, essenciais para protecdo e
alimentacdo do filhote nos primeiros anos de vida (Kopitsky et al. 2000). Os juvenis
compartilham algumas areas utilizadas pelos adultos até atingirem a maturidade sexual, que
ocorre por volta dos 16 anos de vida, porém, ainda ha pouco conhecimento sobre essa fase do

desenvolvimento (Petitet et al. 2015; Musick e Limpus, 2017) (Figura 4).

CICLO DE VIDA DAS
TARTARUGAS MARINHAS

Atingem a fase reprodutiva entre
os 20 e os 30 anos

Machos e fEmeas
migram para dreas de
reprodugio

costelra, Individuos
Imaturos e adultos

Machos retornam Area de reproduggo. A
Migragio durante o para drea de fémes pode copular
desenvolvimento. allmentagfio com vérios machos e

Amblente pelaglco™ vioe-versa

Prala de desova, onde as
3 fémeas reallzam de 3a 7
postiras com Intervalos de NA PRAIA
“Ambientede mar aproximadamente 14 dias
abertn, onde os seres
vivos ndo dependem ek

diretamente do
fundo marinho

Figura 4 - Esquema com o ciclo de vida de tartarugas marinhas. Fonte: Fundacdo Projeto TAMAR.
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1.4.  Distribuicdo Geografica

A tartaruga-oliva, provavelmente, é a espécie mais abundante do mundo e possui uma
distribuicédo circunglobal entre todas as espécies de tartaruga-marinha viventes (Abreu-Grobois
e Plotkin, 2008). Ocorre em mais de 60 paises de regides tropicais e subtropicais nos oceanos
Pacifico, Atlantico e indico (Figura 5) (Wallace et al. 2023). A tartaruga-oliva néo se sobrepde
geograficamente com L. kempii, sua espécie irmd, cuja ocorréncia esta restrita ao Golfo do
México e ao Mar do Caribe (Pritchard, 1969). A distribuicdo da espécie no Atlantico Oeste se
estende desde a Florida, nos Estados Unidos, até Montevidéu, no Uruguai. No entanto, sua
ocorréncia no Uruguai é considerada rara, com registros esporadicos ao longo das Gltimas
décadas (Foley et al. 2003; Gonzalez-Paredes et al. 2017). No Atlantico Leste, sua distribuicdo

ocorre desde o norte do Senegal até a costa da Angola (Fretey et al. 2012; Metcalfe et al. 2015).

Figura 5 - Mapa de distribuicdo global da tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea). Em tracejado: Antiga area de
distribuicdo. Em verde: nova area de distribuicdo da espécie. Fonte: Wallace et al. (2023).

De acordo com analises de telemetria satelital, a espécie utiliza a regido costeira, desde
0 Rio Grande do Sul até a Guiana Francesa, com deslocamentos para dguas internacionais,
chegando a regido equatorial da Africa (Silva et al. 2011). Esses dados indicam um uso amplo
tanto da zona costeira (durante os deslocamentos entre desovas) quanto do oceano aberto
(durante deslocamentos pos-reprodutivos). Os adultos exploram uma grande variedade de
habitats para forrageamento, incluindo ambientes peldgicos e zonas costeiras relativamente

rasas, alimentando-se principalmente de peixes, moluscos, crustaceos e algas (Reis e Goldberg,
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2017). No entanto, as areas de alimentacdo desses animais ainda sdo pouco conhecidas, devido
a dificuldade de coletar dados em areas oceénicas (Vargas et al. 2019).

No Atlantico Sudoeste, areas de alimentagdo foram identificadas em diversos pontos da
costa brasileira, incluindo Para, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas, Espirito Santo
(Maruyama et al. 2023). Além dessas areas, sugerem-se regifes de alimentacdo ao longo da
porcéo sul da plataforma continental, desde o Rio de Janeiro e S&o Paulo até o norte de Santa
Catarina. Fora da jurisdicdo brasileira, areas de alimentacdo da tartaruga-oliva foram
identificadas proximas a Mauritania, Cabo Verde, Senegal, Gambia, Guiné-Bissau, Serra Leoa
(Silva et al. 2011).

As principais areas de desova estdo concentradas em regides de clima tropical no
Pacifico Leste (Baja Califérnia e Sinaloa, do México a Colémbia), Atlantico (Guiana ao Brasil
e Africa Ocidental), norte do Oceano Indico (especialmente Orissa, na india) e Pacifico Oeste
(Malésia e Tailandia) (Pritchard e Mortimer, 1999). As fémeas de tartaruga-oliva podem
emergir do oceano para desovar de forma solitaria ou em massa e sincronizadamente, onde
centenas a milhares de fémeas emergem juntas, comportamento reprodutivo conhecido como
“arribada”. A arribada é uma estratégia adaptativa de algumas populagdes de L. olivacea que
aumentam as chances de sobrevivéncia da espécie, funcionando como uma forma de saturacao
de predadores, pois reduz o risco de predagé@o e aumenta as chances de sobrevivéncia dos ovos
e das tartarugas recém-nascidas (Eckrich e Owens, 1995; Honarvar, 2007). A desova em massa
ocorre em poucas praias do mundo no Pacifico e Indico, principalmente na india, México e
Costa Rica (Figura 6) (Shanker et al. 2004; Fonseca et al. 2009; Ocafia, 2010).

Figura 6 - Fotografia documentando a desova em massa de fémeas de tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea) na
praia de Ostional, na Costa Rica. Foto: Thomas P. Peschak, National Geographic Image Collection.

16



A desova solitaria das tartarugas-oliva possui uma ampla distribuicéo e ocorre em todos
0s oceanos (Castilhos et al. 2011; Reis e Goldberg, 2017). No Atlantico, a principal area de
desova solitéria ocorre na Angola (cerca de 80.000 desovas/ano — Morais e Tiwari, 2022) e a
segunda &rea com maior densidade ocorre no Brasil (12.000 a 13.000 desovas/ano - Castilhos
et al. 2022). No Gabao ocorre a segunda maior densidade de desova do Atlantico Oriental e a
terceira maior densidade de desova do mundo, logo atras do Brasil (2.370 a 9.814 desovas/ano)
(Metcalfe et al. 2015). A desova solitaria ocorre também no Suriname e na Guiana Francesa,
mas em menor densidade (Hoeckert et al. 1996; Marcovaldi, 1999; Metcalfe et al. 2015). Nos
ultimos 40 anos, o numero de desovas solitarias declinou significativamente no Suriname,
passando de 1.000-3.000 desovas/ano para 150-200 desovas/ano (Hoeckert et al. 1996;
Marcovaldi, 1999; Hilterman et al. 2008). A Guiana Francesa mantém o nimero de desova
estavel ha mais de 24 anos (1.716 a 3.257 desovas/ano) (Marcovaldi, 1999; Kelle et al. 2009).

No Brasil, a principal area de desova esta localizada no Nordeste, abrangendo o litoral
sul de Alagoas até o litoral norte da Bahia, com maior nimero de desovas em Sergipe.
Ocorréncias de desovas em menor nimero ocorrem no Espirito Santo, e desovas ocasionais ja
foram registradas no Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte e Ceara (Lima et al. 2003; Castilhos
et al. 2011) (Figura 7). Embora as praias de reproducdo do Brasil sejam consideradas areas de
desovas solitérias, os locais de desova prioritarios localizados em Sergipe e norte da Bahia,
registram um comportamento sincronizado de desova em varios dias consecutivos com cerca de
900 ocorréncias de desova (Silva et al. 2007; Santos et al. 2023).

17



B 60'W A5"W aow

® Registros de ocorréncias reprodutivas
Area de distrbuicao
] Limites estaduais

Zona econlmica exclusiva

N

A

0 250 500 750 1.000 km

1:22.500.000
Sistema de Coordenadas Gecgraficas
Datum: SIRGAS 2000
Elaboragao: Centro TAMAR/ICMBio
Dala: Ago. 2022

5w 60w AW oW

Figura 7 - Mapa do Brasil contendo as areas de desova (prioritéria e ocasional) e distribui¢do da tartaruga-oliva
(Lepidochelys olivecea) na costa brasileira. Fonte: Santos et al. 2023

1.5. Ameacas e Conservacao

Atualmente, a tartaruga-oliva ¢ classificada como “Vulneravel” pela Lista Vermelha das
Espécies Ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (Abreu-Grobois
e Plotkin, 2008). Anteriormente listada como “Em Perigo”, em 2022 a espécie mudou Seu status
e esta sendo considerada como “Vulneravel” no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada
de Extingdo do Ministério do Meio Ambiente com atualiza¢do da Portaria MMA n.° 148, de 7
de junho de 2022 (Brasil MMA, 2022). Além disso, a tartaruga-oliva esta incluida no Apéndice
I da Convencdo sobre o Comércio Internacional de Espécies Ameacadas da Fauna e Flora
Selvagem (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Flora and Fauna
— CITES, 2019).

O atual status da tartaruga-oliva deve-se a diversos fatores, como atividades de pesca e
desenvolvimento costeiro desenfreado. A captura incidental é a maior causa de encalhes de
adultos e juvenis de tartarugas marinhas que sofrem constantemente com pesca de arrasto e

espinhel pelagico nos oceanos em aguas nacionais e internacionais (Castilhos, 2018). No Brasil,
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h& sobreposicdo das areas de uso da tartaruga-oliva (principalmente em movimentos poés-
reprodutivos) com as areas utilizadas para pesca de arrasto de camardo, deixando a espécie ainda
mais suscetivel a impactos causados pelas capturas incidentais a este tipo de pesca (Silva et al.
2011; Guimardes et al. 2018). Outras acOes antropogénicas causadas pelo desenvolvimento
costeiro desordenado afetam as tartarugas marinhas, como a ocupacgéo das areas de preservacao,
enfermidades, poluicdo dos oceanos e caca de individuos para consumo da carne, 0vos e uso da
carapaca para decoracdo (ICMBIo, 2011). Os maiores responsaveis pela predacédo de ninhos e
fémeas nidificantes séo as raposas (Cerdocyon thous) e os cdes domésticos (Canis familiaris),
devido aos desequilibrios antropogénicos que afetam os habitats desses animais (Longo et al.
2014; Melo et al. 2017; Fundagdo Mamiferos Aquaticos, 2019).

Ha décadas, diversas iniciativas vém sendo colocadas em pratica para tentar reduzir os
impactos sofridos pelas tartarugas-marinhas. Entre elas, estdo a protecdo das areas onde elas
desovam e leis que proibem sua captura e comércio. Gracas a esses esfor¢os, hoje ja é possivel
observar sinais positivos na recuperacao dessas espécies. Para conservar e proteger as espécies
de tartarugas-marinhas, incluindo a tartaruga-oliva no Brasil, vemos diversas Unidades de
Conservacao no ambito Federal, Estadual e Municipal, que englobam tanto areas costeiras como
oceanicas, em diversos estados costeiros: Alagoas — Area de Protecdo Ambiental (APA) de
Piacabucu, APA da Costa dos Corais (entre o litoral sul pernambucano e norte alagoano); Bahia
— Parque Nacional (PARNA) Marinho de Abrolhos, Reserva Extrativista (RESEX) Marinha
de Corumbau, APA Lagoas de Guarajuba, APA Litoral Norte, APA Plataforma Continental do
Litoral Norte, APA Mangue Seco, APA Ponta da Baleia/Abrolhos, APA Rio Capivara; Espirito
Santo — Reserva Bioldgica (REBIO) de Comboio, APA Costa das Algas, Reflgio de Vida
Silvestre (RVS) de Santa Cruz, APA Trindade e Martim Vaz e Monte Columbia, Monumento
Natural do Arquipélago (MONA) de Trindade e Martim Vaz e Monte Columbia, Parque
Estadual de Itaunas, APA Praia de Guanabara, APA das Tartarugas; Pernambuco — PARNA
Marinho de Fernando de Noronha, APA S&o Pedro e S&o Paulo, APA Fernando de Noronha,
MONA Sé&o Pedro e Séo Paulo; Rio Grande do Norte — REBIO do Atol das Rocas, APA dos
Recifes de Coral, APA Bonfim-Guarairas; Sergipe — REBIO de Santa Isabel, APA Estadual
do litoral Norte e Litoral Sul; Bahia — APA Estadual Litoral Norte e Sul; Sio Paulo — Area
de Relevante Interesse Ecologico (ARIE) Queimada Grande e Queimada Pequena, Estacdo
Ecologica (ESEC) Tupinambés; Santa Catarina — REBIO Ilha do Arvoredo; Maranhdo —
Parque estadual Marinho do Parcel do Manuel Luis (ICMBio-Portaria n.° 287, de 26 de abril de

2017). Além das Unidades de Conservacdo, a Fundacéo Projeto Tamar desempenha o papel de
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protecdo e estudo das tartarugas marinhas ha décadas, e possui 22 bases em mais de oito estados
brasileiros, responsaveis por realizar pesquisa, protecdo e monitoramento em mais de 1.100

quildmetros de praias.

1.6. Genética da Conservacao da Tartaruga-oliva

Estudos genéticos estdo sendo cada vez mais aplicados as tartarugas marinhas pela
dificuldade de entender a historia de vida destas especies em grande parte nos oceanos. Estas
ferramentas nos permitem compreender, por exemplo, padrbes de migracgéo e dispersao espacial
entre areas de alimentacdo e desova, diversidade e estrutura genética populacional que auxiliam
a desvendar diferentes tipos de ameacas que devem ser abordadas em um plano de conservagéo
para 0 manejo das espécies (Bowen et al. 1998; Hanh, 2011; Ferrera et al. 2021; Cunha et al.
2022; Vilaga, et al. 2022).

Uma dessas ferramentas é o DNA mitocondrial (DNAmt), que sendo herdado
maternalmente, ajuda a desvendar a histdria evolutiva da linhagem materna dos individuos, a
diversidade genética, a estrutura populacional espacial e temporal e a origem de animais
encalhados e flagrados em areas de alimentacédo (Vargas et al. 2008; Vargas et al. 2019). Como
0 uso exclusivo do DNAmt ndo inclui os padrdes genéticos dos machos, os dados obtidos através
do DNA nuclear (DNAN) podem complementar as informac6es obtidas por ele. Assim, 0 DNAn
fornece uma visdo mais aprofundada da estrutura de populacdes de tartarugas marinhas, ja que
possui a informacdo genética herdada de machos e fémeas, e assim ajudam a entender padrdes
de conectividade, diversidade genética para aplicacbes de manejo e conservacdo, além de
também serem utilizados para origem de animais flagrados em area de alimentacdo (Vilaca et
al. 2022).

Os microssateélites (SSRs, do inglés Simple Sequence Repeat, ou STRs, do inglés Single
Tandem Repeat) sdo um exemplo de marcador molecular nuclear amplamente utilizado (Silver-
Gorges et al. 2020, Vargas et al. 2022, Vilaca et al. 2022, Ludwig et al. 2023, Amorim et al.
2025). S8o unidades curtas (de dois a seis pares de bases) e repetidas uma apds a outra,
extremamente Uteis para estudos populacionais em diferentes niveis por serem altamente
polimoérficos e amplamente distribuidos no genoma do eucarioto. Eles podem fornecer
informacdes como o grau de mistura genetica entre populagdes, bem como diferentes niveis de

parentesco e fluxo génico (Turchetto-Zolet et al. 2013).
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O uso desses marcadores moleculares nos mostra como as populagdes de espécies
ameacadas de extin¢do estdo organizadas e se comportam, possibilitando a identificacdo de
diferentes niveis de organizacdo, como Unidades Evolutivamente Significativas (Evolutionarily
Significant Units — ESUs), Popula¢gdes Demograficamente Independentes (Demographic
Independent Populations — DIPs), Unidades de Manejo (Management Units — MUs) e
Unidades Regionais de Manejo (Regional Management Units — RMUSs) (Moritz, 1994; Bowen
e Carlos, 2007; Komoroske et al. 2017; Wallace et al. 2023). As ESUs foram descritas para
incluir a diversidade genética para reter o potencial evolutivo e, assim, abordar questdes de
conservagdo de longo prazo, bem como tendéncias populacionais historicas, ao contrario das
MUs (Moritz, 1994). As MUs séo grupos que apresentam diferencas significativas na frequéncia
dos alelos em loci nucleares ou mitocondriais, independentemente de sua separagdo
filogenética, sendo consideradas mais adequadas para a implementacao de a¢6es de conservacéo
a curto prazo. Ja as DIPs sdo grupos de individuos com baixo grau de diferenciacdo genética
dentro de MUs e séo geralmente definidas com o uso de marcadores microssatelites (Dutton et
al. 2013). A delimitacdo dessas unidades é fundamental para a criacdo de estratégias flexiveis e
dindmicas de manejo, permitindo identificar ameacas, lacunas de conhecimento e o estado de
conservacao das espécies ameacadas (Wallace et al. 2010).

Em ambientes marinhos, pode ser desafiador determinar populagdes prioritarias para
conservacao apenas com o uso dos marcadores genéticos devido as peculiaridades dos oceanos
e a complexidade dos padrées de dispersao das tartarugas marinhas. Para superar essa limitacgéo,
Wallace et al. (2010) prop6s as RMUs, que permite identificar populacdes geneticamente
distintas e ecologicamente significativas, facilitando a priorizacao de a¢Ges de conservagao com
base nas ameacas regionais e nas caracteristicas populacionais.

As RMUs séo estabelecidas a partir de diversas ferramentas e metodologias baseadas
em resultados de estudos genéticos de populacGes reprodutivas e de alimentacdo, marcacédo e
recaptura dos animais, telemetria satelital e aspectos da historia natural e biogeografia dos
animais (Wallace et al. 2010). Dessa forma, as RMUs delimitam populagdes funcionalmente
independentes, com dindmicas demograficas proprias, oferecendo um referencial essencial para
estratégias de manejo e conservagdo (Abreu-Grobois et al. 2008; Wallace et al. 2023). Essa
estrutura contribui diretamente para a mitigacdo de ameacas como a pesca incidental, a
degradacéo de habitats e os impactos das mudancas climaticas, promovendo a protecdo eficaz
das tartarugas marinhas em uma escala global. Atualmente sdo reconhecidas 58 RMUs

distribuidas entre as sete espécies, sendo seis RMUSs para as tartarugas-olivas do mundo, que
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contemplam as &reas de desova solitérias e arribadas em sobreposicdo (Figura 8A). Dentre todas
as espécies de tartaruga marinha (exceto Lepidochelys kempii, que possui 1 RMU), a tartaruga
oliva € a que possui 0 menor numero de RMUs estabelecidas (Wallace et al. 2023).

Geralmente, espécies com ampla distribuicdo tém o fluxo génico limitado por barreiras
que dificultam a migracao entre as populagdes, apresentando subdivisdo populacional, como é
0 caso das tartarugas-marinhas (Frankham et al. 2002). A tartaruga-oliva apresenta uma
estrutura genética complexa, com diferentes padrbes de diversidade genética e genotipos em
suas populacBes distribuidas nas trés grandes bacias oceanicas: Atlantico, indico e Pacifico
(Wallace et al. 2023). Atualmente sdo conhecidos 18 estoques genéticos distintos para a espécie,
localizados em seis Unidades Regionais de Manejo (RMUs), refletindo variagbes genéticas
dentro dessas areas (Figura 8B) (Wallace et al. 2023). A diversidade genética em cada um dos
estoques pode influenciar a adaptacdo das populacGes a diferentes ambientes marinhos e
costeiros, além de permitir que as espécies se ajustem as mudancas ambientais e a outros
desafios (Shamblin et al. 2014).
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Figura 8 - (A) Delimitacdo das seis Unidades Regionais de Manejo de Lepidochelys olivacea. (B) Localizacéo de
18 estoques genéticos para tartarugas-oliva no mundo, sendo 2 estoques no Atlantico Oriental, 2 no Atlantico
Ocidental, 1 na india Ocidental, 1 Oman, 1 no Sri Lanka, 2 no pacifico Ocidental, 7 na Indonésia, 1 na Australia
Oriental e 1 na Australia Ocidental. Fonte: Wallace et al. (2023).

A conectividade entre os estoques genéticos da L. olivacea desempenha um papel
fundamental na manutencdo da diversidade genética global da espécie. Quando as tartarugas
migram entre suas areas de alimentacdo e desova, elas podem compartilhar alelos genes entre
as populages, garantindo que a espécie se mantenha adaptavel as mudancas do ambiente ao
longo do tempo (Dutton et al., 2008). No entanto, as ameacas enfrentadas por essas populagdes,
como a pesca incidental e a destruicdo de habitats de desova, tém impactos diretos sobre a
diversidade genética (Bowen et al. 1998).

No Atlantico, as subpopulacdes exibem baixa diversidade genética e alta conectividade,
0 que é evidenciado pela presenca de nove haplétipos, dos quais, quatro sdo encontrados ao
longo da costa brasileira (F, F1, F2 e E) (Reid et al., 2019). O haplétipo F é o mais comum,
sendo compartilhado entre as diversas subpopulagbes da regido, refletindo uma forte
conectividade genética entre as areas de desova e alimentacdo do Atlantico. Dois haplétipos séo
exclusivos do Brasil (F1 e F2), sugerindo um componente local na diversidade genética. O

haplétipo E, identificado em uma area de alimentagdo no Parand, também ocorre em outras
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regides como Suriname, Guiana Francesa e Gabdo, indicando uma possivel rota migratoria entre
essas regides (Puertas et al. 2025). A localidade do Gabé&o é caracterizada por cinco haplétipos
exclusivos, mas também compartilha os haplotipos F e E com outras populacfes do Atlantico,
reforcando a interligacdo genética entre as populacdes da regido (Bowen et al. 1998; Hahn,
2011; Ferrera et al. 2021; Vilaga et al. 2022).

A comparacéo entre as trés bacias oceanicas revela que as populac6es do Atlantico sdo
geneticamente mais homogéneas, interconectadas e com uma diversidade genética reduzida. Por
outro lado, as populacdes do Pacifico apresentam uma maior diversidade genética, com um
namero consideravel de haplotipos exclusivos, devido ao isolamento geogréfico e as barreiras
oceénicas, como correntes marinhas, que limitam a troca de individuos entre essas populagdes.
Esse isolamento reflete a uma maior diversidade de haplotipos, sugerindo um fluxo génico
reduzido entre essas populacdes do pacifico (Bowen et al. 1998).

No Oceano indico, as populag@es de L. olivacea apresentam uma diversidade genética
intermediaria, com evidéncias de algum grau de conectividade com o Atlantico. No entanto, as
populacdes do indico exibem haplétipos exclusivos, sugerindo um nivel de isolamento genético.
As areas de nidificacdo na india e no Sri Lanka possuem haplétipos distintos, enquanto as
populacdes de Madagascar e da india compartilham hapl6tipos com as populagdes do Atlantico
e do Pacifico, indicando um fluxo génico restrito entre as bacias (Vilaca et al. 2022; Frazier et
al. 2007).

Esses padrdes genéticos tém implicacGes importantes para a conservacdo da espécie,
pois a manutencdo da diversidade genética dentro das populacdes de cada bacia é crucial para a
conservacao da espécie a longo prazo (Bowen et al. 1998). Dessa forma, o presente estudo é
essencial para a formulacdo de estratégias conservacionistas mais eficazes, assegurando a
manutencdo da variabilidade genética e a adaptagdo da espécie frente as mudangas
antropogénicas (Castilhos et al. 2011). Assim, este trabalho contribuiu significativamente para
a compreensdo da diversidade e estrutura genética da tartaruga-oliva, permitindo a identificagdo
de areas prioritarias para conservacao e orientando a¢cdes de manejo que garantam sua protecado

a longo prazo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais
Avaliar a diversidade genética e estrutura populacional da Lepidochelys olivacea em
areas de desova e alimentacdo ao longo da costa brasileira utilizando marcadores

microssatélites, além de determinar a possivel origem natal de animais encalhados e em areas

de alimentacéo.

2.2. Objetivos Especificos

° Caracterizar geneticamente as populacdes de desova e de agregados de alimentacédo de

tartarugas-oliva com o uso de marcadores microssatélites;

° Calcular a diversidade genética das populacfes de desova e dos agregados de
alimentacéo;
° Verificar se ha estrutura populacional entre a localidade das areas de desova e entre 0s

agregados de alimentacéo;
° Determinar, quando possivel, a origem dos individuos em &reas de alimentagdo com o

uso de marcadores microssatélites.

3. Materiais e Métodos
3.1. Amostragem e Area de Estudo

Um total de 386 amostras de tecido de pele e muscular de individuos de Lepidochelys
olivacea foram coletadas entre 2005 e 2023 em varias localidades da costa brasileira, incluindo
sitios de desova e agregados de alimentagdo (Figura 9 e tabela suplementar 1). O material
biologico utilizado foi disponibilizado pelas seguintes instituicGes: Universidade Federal do
Parana (UFPR), Universidade da Regido de Joinville (UNIVILLE), Fundagéo Projeto TAMAR,
Braco Social, Ambipar e Universidade Federal do Rio Grande (FURG). As amostras foram
devidamente armazenadas no Laboratorio de Genética e Evolugdo Molecular (LGEM) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Campus Goiabeiras, para analises

subsequentes.
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Figura 9 - Mapa indicando a amostragem dos individuos da tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea) em sitios de
nidificacdo e agregados de alimentacéo na costa brasileira. Abreviacfes: AL = Alagoas; BA = Bahia; CE =
Ceara; ES = Espirito Santo; PR = Parana; RJ = Rio de Janeiro; RS = Rio Grande do Sul; SC = Santa Catarina e
SE = Sergipe. Mapa elaborado no programa Qgis

Para os locais de desova foram obtidas 96 amostras de fémeas nidificantes de L. olivacea
durante os periodos reprodutivos de 2005 a 2022, provenientes do litoral norte de Sergipe
(especificamente nas praias de Pirambu e Ponta dos Mangues), norte da Bahia (entre as praias
de Sitio do Conde e Arembepe) e no Espirito Santo (especificamente nas praias de Presidente
Kennedy, Guriri, Povoacdo, Comboios e Monsaras) (Tabela 1).

Para os agregados de alimentacdo, foram coletadas 293 amostras de individuos da
tartaruga-oliva para nove localidades da costa brasileira entre 2013 a 2023. No Nordeste do
Brasil, no Ceard, foram coletados individuos capturados incidentalmente nos acudes de pesca
de Almofala durante o monitoramento de pesca pela Fundag@o Projeto Tamar. Em Alagoas,
individuos encalhados entre as praias de Maragogi e Feliz Deserto foram coletados por
monitoramento em praias pelo Instituto Biota de Conservacdo. No Sudeste, no Espirito Santo,
foram encontrados animais encalhados nas praias de Guriri e Pontal do Ipiranga durante o
monitoramento de praias realizado pela equipe da Ambipar. No Rio de Janeiro, tartarugas-oliva

encalhadas foram coletadas entre as praias de Iquipari e o Farol de S&o Thome pela equipe da
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Ambipar. Por fim, na regido Sul foram coletados individuos encalhados no Parang, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul pela Universidade Federal do Parand (UFPR), Universidade da
Regido de Joinville (UNIVILLE) e Nucleo de Educacao e Monitoramento Ambiental (NEMA),
respectivamente (Tabela 1).

Para amostras de tartarugas marinhas encalhadas, pesquisadores utilizaram o cédigo de
decomposic¢do de carcacas adaptado da classificacdo do estagio de decomposi¢do das carcagas
de mamiferos marinhos, dividido em cinco graus, sendo G1 representando 0 menor grau e G5
0 grau maximo: 1. Animais vivos. 2. Carcacas frescas. 3. Razoavel: Carcaga apresentando
evidente inchago, com érgdos ainda intactos, odor moderado e podendo apresentar algumas
placas dérmicas soltas. 4. Estagio de decomposicdo avancado: apresentando odor forte,
musculos e visceras disformes ou quase liquefeitos, e danos graves a carcaca, podendo estar
aberta em varios pontos. 5. Animal mumificado ou restos do esqueleto: tegumento pode estar
aderido ao resto do esqueleto ou ossos totalmente limpos com auséncia de tecidos (Geraci e
Lounsbury, 2005).

Tabela 1 - Sumario dos dados das amostras de Lepidochelys olivacea analisadas neste estudo, incluindo o local e
ano de coleta, e 0 nimero de amostras coletadas por sexo.
Abreviacdo: Fémea = @, macho = & e Indeterminado = 1.

Local Ano de coleta N° de amostras (&, @ e l)
Sergipe (SE) 2014 a 2016 39 (39 Q)
Avreas de desova Bahia (BA) 2005 a 2010, 2012 e 2016 28 (28 9)
Espirito Santo (ES) 2011 a 2022 29 (29 9)
Ceara (CE) 2013 a 2017 48(73,19e401)
Alagoas (AL) 2018 a 2020 26(78,32¢e161)
Espirito Santo (ES) 2018 e 2019 17 (83,3 2¢e6 1)
Avreas de alimentacio Rio de Janeiro (RJ) 2022 e 2023 34(173,82¢e91)
Parana (PR) 2015, 2017 a 2021 62 (10 4,22 2e301)
Santa Catarina (SC) 2017 a 2019 40(5J3,122e231)
Rio Grande do Sul (RS) 2013 a 2021 45(2Qed431)
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3.2. Extracdo do DNA

Inicialmente, a extracdo do DNA gendmico das amostras foi conduzida utilizando a
técnica de extracdo salina, conforme proposto por Bruford et al. (1992) e desenvolvido por
David Vieites na U.C. Berkeley, com composicdo de: solucdo tampdo de extracdo, ddH20
estéril, TE, SDS 10%, proteinase K 20 mg/mL, isopropanol e etanol 80%. As amostras
altamente degradadas, devido ao seu avangado estado de decomposicdo, foram submetidas ao
método de extracdo com CTAB 2%, que possui a composi¢do: buffer CTAB 2%, ddH-O estéril,
TE, 20 mg/mL, isopropanol e etanol 70%, visando aprimorar a qualidade do DNA extraido
(Doyle e Doyle, 1987). A qualidade, tanto em quantidade quanto em pureza, foi avaliada
utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop ND-100 (Thermo Scientific) e gel de extracdo 1%.

As amostras de DNA foram diluidas para a concentracdo 50 ng/pL, quando necessario.

3.3. Amplificacéo e Genotipagem

Os fragmentos de DNA gendmico de dez marcadores microssatélites do DNA nuclear,
nove especificos para Lepidochelys olivacea — OR1, OR2, OR3, OR4, OR7, OR9, OR11,
OR18, OR22 (Aggarwal et al. 2004; Aggarwal et al. 2008) e um locus especifico para Chelonia
mydas — Cm84 (Fitzsimmons et al. 1995), foram amplificados para cada individuo por meio de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o termociclador Veriti ™ (Applied
Biosystems).

Foi adotado o padrdo estabelecido pelo Nucleo de Biodiversidade Genética Luiz Paulo
de Souza Pinto (NuBiGen) — CCHN/UFES, que utiliza o protocolo econémico proposto por
Schuelke (2000). Para seguir este protocolo, foram necessarios trés primers com as seguintes
especificacdes: I. Primer de ida especifico (Forward): Sequéncia original publicada + Sequéncia
universal M13 (-21) incorporada a extremidade 5° (TGT AAA ACG ACG GCC AGT) (18pb).
Il. Primer Reverso (Reverse): sem modificacdes, sequéncia original publicada. Ill. Primer
universal M13 (-21) TGT AAA ACG ACG GCC AGT (18pb): marcado com uma das 4
fluorescéncias compativeis com o sequenciador ABI 3500 — (PET) TGT AAA ACG ACG
GCC AGT, (NED) TGT AAA ACG ACG GCC AGT, (VIC) TGT AAA ACG ACG GCC AGT,
(6-FAM) TGT AAA ACG ACG GCC AGT.

As PCRs para fins de genotipagem foram realizadas com um volume total de 12,5 pL

com as seguintes condi¢des: tampao de PCR 1X (Invitrogen®), MgCl: [1,5 mM], dNTPs [0,1
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mM], primer forward [0,1 uM], primer reverse [0,2 uM], iniciador fluorescente M13 [0,16 uM],
1 U taq DNA polimerase (Invitrogen®) ¢ DNA gendémico [50 ng/uL]. As condi¢des para a
amplificacdo dos marcadores microssatélites foram: desnaturacdo inicial de 94 °C por 4
minutos, seguido de 29 ciclos que se repetem a: 94 °C por 30 segundos, anelamento do primer
especifico por 40 segundos (Tabela 2), extensdo de 72 °C por 1 minuto e 30 segundos,
incorporagdo da M13 em 8 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 53 °C por 30 segundos, 72 °C por
30 segundos com extensao final de 72 °C por 30 minutos (Hahn, 2011).

Todos os produtos de PCR, incluindo controle positivo e negativo, foram verificados
quanto a amplificacdo em gel de agarose a 1% por eletroforese e, apds verificado sucesso da
amplificacdo, as amostras seguiram para 0 procedimento da genotipagem. Os produtos
amplificados foram reunidos em dois multiplex com cinco loci cada. Os multiplex foram
escolhidos para evitar sobreposi¢do de comprimento dos gendtipos. A fluorescéncia PET, usada
em dois marcadores, apresentou muitos ruidos, o que dificultou a leitura correta dos alelos. Com
isso, houve alteracdo de fluorescéncia para esses dois marcadores, sendo feita novas PCRs com
a fluorescéncia 6-FAM e VIC, que possuem menos ruidos.

A genotipagem dos individuos resultou de uma eletroforese capilar realizada no
analisador genético modelo 3500 da Applied Biosystems®, onde ha a separac¢do dos fragmentos
conforme seu tamanho, com posterior analise e identificacdo dos alelos encontrados. Para a
reacdo de genotipagem, foi preparado um mix que inclui os produtos amplificados para 0s
marcadores multiplexados, formamida e padrdo de peso molecular GeneScan 600 LIZ Size
Standard (L1Z®). Para avaliar as taxas de erro geradas na genotipagem, foi realizada uma

repeticdo de 10% do material amplificado para cada marcador estudado.
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Tabela 2 - Detalhamento dos loci de microssatélites utilizados no presente estudo.

Lo Fluorescéncia  Ta (°C) Intervalo de alelos Intervalo de alelos
cus & esperado pela literatura (pb) observado neste trabalho (pb)
R1 © PET/ 6-FAM* 55 150-202 154-206
R? © PET/ VIC* 55 153-189 186-200
R3 © VIC 55 142-164 160-162

OR4 6-FAM 55 124-168 146-188
OR7 VIC 55 187-223 202-214
OR9 NED 55 148-192 174-188
OR11 6-FAM 55 194-250 236-258
OR18 NED 55 112-135 132-134
OR22 6-FAM 57 219-263 232-248
Cm84 VIC 58 322-352 336-352

Ta = temperatura de anelamento especifica de cada locus. *Fluorescéncias secundarias utilizadas.

3.4. Andlise dos Dados

Os gendtipos de cada amostra para os dez loci microssatélites foram analisados e
verificados no Programa Geneious 11.1.5 (Kearse et al. 2012). Foram selecionadas para as
andlises de diversidade e estrutura genética as amostras com 80% ou mais de sucesso nos 10
loci, e o restante das amostras foi removido para ndo enviesar os resultados. Os loci
microssatélites foram avaliados para presenca de desequilibrio de ligacdo (LD) e alelos nulos
no pacote PopPr (Kamvar et al. 2014 e 2015) e PopGenReport (Adamack e Guber, 2014; Gruber
e Adamack, 2015) do programa R (R Core Team, 2020). Estatisticas de diversidade genética,
como o nimero médio de alelos (Na), o niamero de alelos efetivos (Ne), alelos privados (Pa),
indice de fixacdo (F) apenas para as populagdes de desova e as heterozigosidades observadas
(Ho) e esperadas (He) sob equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), foram estimadas usando
GenAlEx (Peakall e Smouse, 2012). Os testes para desvio do HWE foram calculados usando o
pacote PopGenReport, ajustado com o método de Bonferroni o = (0,05/ 63)=7,9 x 104 ep =
0,05 (Rice, 1989).
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A diferenciacdo genética populacional das seis areas de alimentacdo e das trés areas de
desova foram avaliadas em comparagOes pareadas de Fst (Weir e Cockerham, 1984). Os valores
de diferenciacdo genética foram avaliados segundo os valores propostos por Wright (1978): <
0,05 — pequena diferenciacdo genética; de 0,05 a 0,15 — moderada; de 0,15 a 0,25 — alta; e >
0,25 — muito alta. A Anéalise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) foi
realizada para observar o grau de diferenciagdo dentro dos individuos, entre os individuos e
entre as populagdes. Os valores de Fst pareados foram plotados em dois eixos apds uma Analise
de Ordenacédo de Coordenadas Principais (PCoA) para visualizar padrdes espaciais emergentes.
Todas as analises de diferenciacdo genética populacional foram geradas no GenAlEX.

A estrutura genética populacional também foi avaliada usando o método de agrupamento
baseado em modelo bayesiano implementado no STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000),
utilizando o procedimento de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para estimar a probabilidade
nas quais os dados se ajustam a hipdtese do nimero de clusters (K). Devido a amostragem
desbalanceada entre as populagdes, foram implementados os parametros sugeridos por Wang
(2017), onde um valor de ALFA ndo padréo de 0,1 (cerca de 1/K) e o0 modelo de frequéncia de
alelos ndo correlacionados foram incluidos para que o STRUCTURE forneca uma inferéncia
precisa para 0 numero de K seguindo os mesmos parametros de Vilaga et al. (2022). O nimero
de clusters foi testado realizando 20 réplicas para cada cluster de 1 a 10 com 1.000.000 de
iteracbes MCMC e 10% de burn-in (Vilaca et al. 2022). As execugdes foram realizadas com e
sem a informacdo do local de amostragem. Utilizamos a ferramenta online CLUMPAK
(Kopelman et al. 2015) para alinhar os maultiplos resultados gerados pelo STRUCTURE e
determinar o nimero de K ideal, que foi graficamente exibido por DISTRUCT (Rosenberg,
2004).

A Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) (Jombart et al. 2010) foi
realizada no pacote Adegenet v. 2.1.3 (Jombart, 2008; Jombart e Ahmed, 2011) para explorar
0s padrdes geneticos espaciais entre as populagdes estudadas. O numero de clusters ideal foi
previsto usando o menor valor de Critério de Informacdo Bayesiano (BIC) e foi mantido o

namero de componentes principais que mostraram 90% de variancia acumulada.
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4, Resultados

4.1. Amplificacdo de microssatélites

Todas as amostras de tartaruga-oliva provenientes da area de alimentacdo, exceto do
Ceara, eram individuos de encalhe com grau de decomposicdo 3 a 5, sendo 11 amostras
classificadas como grau 3, 105 amostras de grau 4, 12 amostras com o grau de decomposicao 5
e 96 individuos ndo tiveram seu grau de decomposicdo registrado (NR). Dos 384 individuos
genotipados para os 10 loci de microssatélites, 123 (31,54%) apresentaram genotipagem de boa
qualidade para oito ou mais loci e restantes 267 individuos (68,46%) apresentaram dados
faltantes em trés ou mais loci e por isso foram excluidos das analises. O estado de Alagoas foi
excluido das analises, pois somente um individuo foi genotipado com sucesso (Figura 10). Isto
resultou em uma base de dados final de 122 individuos analisados para nove localidades: trés
para desova (Sergipe, Bahia e Espirito Santo) e seis agregados de alimentacao (Ceard, Espirito

Santo, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) (Figura 10).
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Figura 10 - Gréfico evidenciando a quantidade de amostras extraidas (azul) e genotipadas com sucesso (verde)

para Lepidochelys olivacea neste estudo. Abreviagdes: AL = Alagoas; BA = Bahia; CE = Cear4; ES = Espirito

Santo; PR = Parang; RJ = Rio de Janeiro; RS = Rio Grande do Sul; SC = Santa Catarina e SE = Sergipe. *areas
de desova
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Trés marcadores microssatélites foram retirados no presente estudo: o locus OR3, que
se apresentou monomorfico; o locus OR2, que apresentou uma frequéncia significativa de alelos
nulos (28,2%); e o locus OR7, que apresentou ligacdo de 70% com o loci OR22. Como o locus
ORY apresentou maior diferenca (8,967%) entre as heterozigosidade esperada e observada, ele
foi excluido das analises. Todas as popula¢es se mostraram em equilibrio de Hardy-Weinberg
(P > 0,05 em todos os casos). Apds a retirada dos loci probleméticos (OR2, OR3 e OR7), sete
loci (OR1, OR4, OR9, OR11, OR18, OR22 e Cm84) foram usados para as analises subsequentes
de diversidade e estrutura genético-populacional. A organizacdo das analises em diferentes
grupos — localidade total da costa brasileira (n = 122), areas de desova (n = 43), agregados de
alimentacédo (n = 79) e comparacgéo entre localidade nidificante e de forrageio (n =43 en=79)
— permitiu uma avaliacdo mais detalhada da estrutura genética da tartaruga-oliva em diferentes

contextos ecolégicos.

4.2. Diversidade Genética

O agregado de individuos de tartarugas-oliva da costa brasileira apresentou 60 alelos
com médias de 8,429 alelos por locus, 3,192 alelos efetivos e heterozigosidades observada e
esperada de 0,529 e 0,606, respectivamente (Tabela 3). A diversidade por locus variou de 2 a
15 alelos, com 1,361 a 5,270 alelos efetivos, sendo OR1 o locus mais diverso e, OR18, 0 menos
diverso (Tabela 3). Todos os sete loci foram polimdrficos. Entre os loci, a heterozigosidade
observada variou de 0,280 a 0,815, e a heterozigosidade esperada variou de 0,265 a 0,817. Os
loci OR4 e OR9 apresentaram excesso de heterozigosidade observada (Ho > He) e

consequentemente indice de fixa¢do negativo.
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Tabela 3 - Estatisticas resumidas para cada um dos sete loci microssatélites, considerando todas as
localidades de Lepidochelys olivacea do Brasil analisadas neste estudo. N = nimero de amostras genotipadas,
Na = nimero de alelos, Ne = nimero efetivo de alelos, Ho = heterozigosidade observada, He =
heterozigosidade esperada e F = indice de fixagdo.

Locus N Na Ne Ho He F

OR1 101 15 3,569 0,554 0,720 0,230
OR4 119 13 4,774 0,815 0,791 -0,031
OR9 118 6 1,361 0,280 0,265 -0,054
OR11 95 11 5,463 0,653 0,817 0,201
OR18 121 2 1,668 0,372 0,400 0,071
OR22 121 5 2,166 0,537 0,538 0,002
Cms4 112 8 3,536 0,536 0,717 0,253
Média - 60 3,220 0,535 0,607 0,096

A diversidade genética das localidades de desova analisadas variou entre as regides
estudadas (Tabela 4). A area de desova do Sergipe, apresentou 0 maior nimero médio de alelos
por loci (Na = 4,857), o maior nimero efetivo de alelos (Ne = 2,954) e 0 maior numero de alelos
privados (Pa = 7). A heterozigosidade observada (Ho = 0,576) manteve-se proxima a esperada
(He = 0,591), e o coeficiente de endogamia negativo (-0,008) indicando leve excesso de
heterozigotos. Na Bahia, a diversidade genética foi ligeiramente inferior a encontrada em
Sergipe, com Na = 4,143, Ne = 2,816 e Pa = 2. No entanto, a area de desova da Bahia apresentou
0 maior indice de heterozigosidade, com heterozigosidade observada (Ho = 0,622) e esperada
(He = 0,569), resultando em um coeficiente de endogamia negativo (-0,085). A area de desova
do Espirito Santo apresentou os menores valores de variabilidade genética, apesar de possuir
mais individuos que as outras subpopulagdes, com Na = 4,0 e Ne = 2,606. A heterozigosidade
observada (Ho = 0,441) foi inferior a esperada (He = 0,541), levando a um coeficiente de
endogamia positivo (F = 0,126), indicativo de déficit de heterozigotos.

Os agregados de alimentacdo do Atlantico Sudoeste apresentaram maior nimero médio
de alelos por locus (Na = 7,857) em comparagdo com a localidade de desova (Na = 6,143). O
namero de alelos privados (Pa) também foi superior para os agregados de alimentacdo (17
alelos, sendo 12 considerando todas as populagdes) em relacdo a localidade de desova (quatro
alelos, sendo dois para toda a populagéo), sugerindo a existéncia de variacdo genetica e potencial
fluxo génico diferenciado entre os grupos de alimentacdo. O numero efetivo de alelos (Ne) foi
similar entre as duas populagdes, com valores de 3,154 para alimentacgéo e 3,049 para desova,
indicando que, apesar da diferenca no nimero total de alelos, a diversidade entre 0s grupos ndo

é tdo discrepante. A heterozigosidade observada (Ho) foi 0,535 para desova e 0,532 para a
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localidade de alimentacdo, enquanto a heterozigosidade esperada (He) apresentou valores de
0,592 e 0,604, respectivamente.

A analise genética dos diferentes agregados de alimentacdo da tartaruga-oliva ao longo
da costa brasileira revelou varia¢@es na diversidade genética entre os locais amostrados (Tabela
4). O nimero médio de alelos por locus (Na) variou entre 3,714 a 4,741 e o nimero de alelos
efetivos variou de 2,566 a 3,146, indicando diferencas na variabilidade genética entre os
agregados. A heterozigosidade observada apresentou variacoes entre os agregados, sendo a mais
baixa no Ceara (Ho = 0,452) e a mais alta no Rio Grande do Sul (Ho = 0,643), enquanto a
heterozigosidade esperada seguiu um padrdo semelhante, variando entre 0,531 e 0,619. No
geral, os valores de Ho e He indicam uma diversidade genética moderada e relativamente
equilibrada entre os diferentes agregados, sem sinais evidentes de reducdo significativa na
variabilidade genética. Apesar de Ceara e Rio de Janeiro serem as areas de alimentacdo com
maior tamanho amostral, eles apresentaram os menores valores de diversidade (Ho = 0,452 e
Ho = 0,476, respectivamente). J& as areas do Sul com um pequeno tamanho amostral (Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul) apresentaram diversidades superiores as demais areas de
alimentacdo (Ho = 0,599, Ho = 0,632, e Ho = 0,643, respectivamente). Rio de Janeiro apresentou

mais alelos privados e o Rio Grande do Sul apresentou menos alelos (Tabela 4).
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Tabela 4 - indices de diversidade genética por areas de desova, areas de forrageio, populagéo nidificante
(conjunto de sitios de desova), agregados de forrageio (conjunto de areas de alimentagao), populacéo brasileira
(conjunto total de amostras), para os 7 loci microssatélites da Lepidochelys olivacea. N = nimero de amostras

genotipadas, Na = nimero médio de alelos, Ne = nimero de alelos efetivos, Pa = Namero de alelos privados, Ho
= heterozigosidade observada, He = heterozigosidade esperada e F = indice de fixagéo.

Localidades N Na Ne Pa Ho He F
Populacdo nidificante 43 6,14 3,05 4* 0,53 0,59 0,061
] Sergipe 13 4,85 2,95 7(1*%) 0,58 0,59 -0,01
Areas Bahia 13 4,14 2,82 2 (1**) 0,62 0,57 -0,08
de ..
desova Espirito Santo 17 4,00 2,61 3(0) 0,44 0,54 0,13
Agregado de forrageio 79 7,86 3,15 17* 0,53 0,60 -
Ceara 22 4,57 2,57 3(0) 0,45 0,54 -
Espirito Santo 12 4,00 2,56 3(3**) 0,53 0,53 -
Rio de Janeiro 15 4,57 2,86 5(4**) 048 0,56 -
Agregados
de Parana 11 4,74 2,86 3(33**) 0,60 0,59 -
alimentagdo  ganta Catarina 9 3,71 2,60 2(2x) 063 0,56 -
e Gragjle o 19 400 315 1(0) 064 062 :
Populacgdo brasileira 122 8,57 3,22 - 0,53 0,61 -

*Alelos privados considerando todas as localidades de desova x todas as localidades de alimentacéo,
**Alelos privados considerando as nove localidades estudadas separadamente.

4.3. Estrutura Populacional

As comparacOes das localidades de desova revelam uma moderada diferenciacao
genética entre Espirito Santo e Bahia (Fst = 0,081 e p =0,001). J& as comparacles entre Espirito
Santo e Sergipe mostraram diferenciacdo genética baixa (Fst = 0,043 e p = 0,002) e Sergipe e
Bahia ndo apresentaram diferencas genéticas significativas (Fst = 0,013 e p = 0,157) (Tabela
5).

Entre as localidades dos agregados de alimentacéo, a divergéncia foi significativa para
12 de 15 comparacdes de pares (p < 0,05). Os pares que apresentaram as maiores diferencas
genéticas foram Ceara x Santa Catarina e Rio de Janeiro x Santa Catarina (Fst = 0,102 e 0,100,
p < 0,05, respectivamente). A maioria das outras comparacgdes dos agregados de alimentacédo
também apresentaram valores de Fst moderados, exceto as comparagdes Rio de Janeiro X
Parana, Ceara x Rio Grande do Sul e Parana x Ceara, mostram uma diferenciacdo genética
menor em relagdo a outros estados, com Fsr variando entre 0,043 e 0,032. Os pares que nao
apresentaram diferenga significativa (p > 0,05) foram Rio de Janeiro x Parand, Ceara x Parana
e Ceara x Rio Grande do Sul (Tabela 5).
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Sergipe apresentou uma diferenca genética moderada com as localidades de alimentagéo
de Espirito Santo e Rio de Janeiro (Fst = 0,072 e 0,055, p < 0,05, respectivamente), uma baixa
diferenga com Ceara e Rio Grande do Sul (Fst = 0,043 e 0,033, p < 0,05, respectivamente), e
nenhuma diferenca com Santa Catarina e Parana (p > 0,05). A localidade de desova da Bahia
apresentou as maiores taxas de diferenca genética entre os agregados de alimentacéo, variando
de 0,105 a 0,093 (p < 0,05), e ndo mostrou diferenca significativa com Santa Catarina e Parana
(p > 0,05). Enquanto a localidade de desova do Espirito Santo teve uma baixa diferenca genética
em relacdo ao Espirito Santo encalhe e Parana (Fst = 0,044 e 0,031, p < 0,05, respectivamente),
uma diferenca moderada com os individuos do agregado de Ceara (Fst = 0,102, p < 0,05) e ndo
apresentou diferenga significativa com o Rio de Janeiro (p > 0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 - Estimativas Fsr pareadas para loci microssatélites para populagdes de areas de desova e agregados de
alimentacdo da Lepidochelys olivacea na costa brasileira. O quadrante esquerdo superior se refere as
comparacgOes de Fst dos agregados de alimentacdo (ESe = Espirito Santo encalhes, RJ = Rio de Janeiro, SC =
Santa Catarina, PR = Parand, CE = Ceard e RS = Rio Grande do Sul). O quadrante inferior direito se refere as

comparacOes de Fsr das &reas de desova (ESd = Espirito Santo desova, SE = Sergipe e BA = Bahia). Abaixo da
diagonal estdo os valores Fsr acima da diagonal estdo os valores p. Em negrito estdo os valores significativos (p <

0,05).

CE ESe RJ PR sC RS SE BA ESd
CE 0001 0001 0017 0001 0011 | 0002 0001 0,001
ESe 0,086 0001 0083 0002 0003 | 0001 0001 0,007
RJ 0071 0,072 0006 0001 0003 | 0001 0001 0,007
PR 0032 0020 0,043 0072 0098 | 0436 0052 0,016
sC 0102 0099 000 0,029 0002 | 0325 0317 0,001
RS 0038 0077 008 0024 0,091 0038 0001 0,001
SE 0043 0072 0,055 0 0,006 0,033 0,155 0,002
BA 01 0105 0094 0028 0006 0,093 | 0,013 0,001
ESd 0102 0044 0014 0031 0068 0062 | 0044 0,081

A diferenciagdo genética global foi moderada e estatisticamente significativa, tanto
considerando a costa brasileira como um todo, quanto apenas para as areas de desova. (Tabela
6). Os resultados da AMOVA mostram que a maior parte da variacdo genética estd dentro dos
individuos, depois entre os individuos dentro das populac¢des e por ultimo entre as localidades
(Tabela 6). Esses resultados indicam que, independentemente da escala analisada (populacéo
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brasileira, rea de desova ou agregados de alimentacdo), a maior parte da diversidade genética
estd no nivel individual, e a diferenciacdo genética entre as localidades variam de néo

significativas, a significativas baixas ou moderadas.

Tabela 6 - Resultados da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para Lepidochelys olivacea.

Fer (valor de p) Entre Entre individuos Dentro do
ST P populacées dentro das populacées individuo
Costa do Brasil 0,060 (0,001) 6% 18% 76%
Sitios de desova 0,049 (0,001) 5% 20% 75%
Agregados de 0,066 (0,001) 7% 16% 77%
alimentacéo

A variacdo genética foi distribuida ao longo dos dois primeiros eixos principais nos
gréficos de PCoA (Figuras 11 a 13). Para as areas de desova, o primeiro eixo (PCol) explicou
15,08% da variacdo genética, enquanto o segundo (PCo2) explicou 11,54% (Figura 11). Ja para
0s agregados de alimentacdo, o PCol explicou 12,99% da variagdo genética, e o0 PCo2, 9,72%
(Figura 12). Ao comparar os individuos de L. olivacea entre agregados de alimentagdo e
localidades de desova, 0 PCol explicou 10,96% da variacdo genética, e o PCo2, 9,49% (Figura
13).

Nas localidades de desova, os individuos de diferentes &reas se agruparam de maneira
distinta, indicando uma leve diferenciacdo genética entre elas, a area de desova do Nordeste
(Sergipe e Bahia) e alguns individuos da area de desova do Espirito Santo, mostraram-se mais
préximas, sugerindo uma similaridade genética significativa entre esses grupos, por outro lado,
as localidades de desova do Espirito Santo e Bahia exibiram uma maior separacéo no gréfico,
indicando maior diferenciacdo genética (Figura 11). Enquanto que para as localidades de
alimentacdo, a dispersdo dos individuos no grafico indica que ndo ha uma separagdo clara entre
eles (Figura 12). J& a figura 13, apresentou uma sobreposi¢cdo dos pontos indicando a
conectividade genética entre alimentacéo e desova, resultado corroborado pelo Fst (Fst = 0,015
e p = 0,01), que indica baixa, mas significativa diferenciacdo genética observada entre as

localidades de desova e alimentagé&o.
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Figura 11 - Anélise de coordenadas principais para areas de desova da tartaruga-oliva.
Abreviacdes: ES = Espirito Santo; SE = Sergipe; BA = Bahia.
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Figura 12 - Anélise de coordenadas principais para os agregados de alimentacdo da tartaruga-oliva.

Abreviagdes: ES = Espirito Santo; RJ = Rio de Janeiro; SC = Santa Catarina; PR = Parand; RS = Rio Grande
do Sul.
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Figura 13- Analise de coordenadas principais para os agregados de alimentacao e area de desova da
tartaruga-oliva.

A andlise de delta indica K=3 como o niumero mais provavel de agrupamentos (Figuras
142 eC), no entanto, isso ndo representa uma estruturacéo populacional, pois todos os individuos
compartilham uma ancestralidade semelhante, representado pelo grafico de likelihood, que

aponta K=1 como o nimero mais adequado de agrupamentos (Figura 14B).
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Delta K

Figura 14 - Resultados da analise de Structure para Lepidochelys olivacea com o uso de 7 loci. (A)
Gréfico Delta, indicando o nimero provavel de clusters. (B) Grafico de Likelihood indicando o nimero provavel
de agrupamentos. (C) Grafico de barras para K=3, onde cada individuo é representado por uma barra vertical e

comprimento de cada barra indica a probabilidade de associagdo em cada cluster.
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Os resultados da analise DAPC mantiveram 100 componentes principais como
preditores para a analise discriminante, com 98-99% da varidncia conservada. Esta anélise
revelou uma distribuicdo genética complexa entre as localidades da costa do Brasil, com
multiplos agrupamentos sobrepostos (Figura 15a). Quando analisadas de forma independente,
as areas de desova (Sergipe, Bahia e Espirito Santo) das tartarugas-olivas aparecem como trés
agrupamentos genéticos distintos (Figura 15b). O DAPC dos individuos de agregados de

alimentacdo evidenciou a uma menor escala, uma sutil estrutura genética entre algumas
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localidades analisadas, reforgando a distingdo entre alguns grupos (Rio Grande do Sul e Santa

Catarina) e a semelhanca de outros grupos (Parana e Ceard) (Figura 15c).

DA eigenvalues

PCA eigenv‘ ‘.

DA eigenvalues

(c)

PCA eigenvalues

Figura 15 - Gréficos de dispersdo da analise discriminante de gendtipos de tartaruga-oliva para a Costa do
Brasil (A), Sitios de desova (B), Sitios de alimentacéo (C). O nimero de autovalores da analise discriminante

usados para plotagem é mostrado no encarte inferior esquerdo. O nimero de autovalores de PCA retidos

como preditores para analise discriminante linear e a proporcéo da variagao genética conservada (eixos x e y,

respectivamente) sdo mostrados na insercdo inferior direita.
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5. Discussao

Este é o primeiro estudo de tartaruga-oliva no Atlantico Sul, a conduzir um amplo
esforgo amostral em nove localidades da costa brasileira, abrangendo areas de alimentagéo e
desova. Com o uso de ferramentas moleculares, em especial a analise de microssatélites —
marcadores nucleares altamente informativos — foi possivel mapear os padrGes genético-
populacionais das tartarugas-oliva que utilizam areas de nidificacdo e alimentacdo ao longo da
costa brasileira. A partir dessa analise, foi possivel entender melhor a diversidade genética e a
estrutura das populagdes dessas tartarugas, comparando-as com outras populacdes de
Lepidochelys olivacea encontradas em diferentes regides de nidificacdo e forrageamento nos
oceanos Atlantico, Pacifico e Indico, bem como outras espécies de tartarugas marinhas. Para
expandir e aprofundar os estudos ja realizados, é essencial que novos projetos sejam
desenvolvidos, abordando toda a vasta area oceénica do Atlantico Sudoeste, regido onde se

encontra a costa brasileira.

5.1. Diversidade Genética da Tartaruga-oliva

Esse estudo foi o primeiro a alcancar uma analise populacional com o uso de marcadores
microssatélites para areas de desova e sitios de alimentacdo de Lepidochelys olivacea da costa
brasileira. No geral, os dados evidenciaram uma diversidade genética baixa quando comparado
ao de outras espécies de tartarugas marinhas brasileiras e para a L. olivacea de outras regides
oceanicas, bem como auséncia de estrutura genética, tanto para as populagdes de desova quanto
para os agregados de alimentacéo.

A diversidade genética das tartarugas-oliva varia conforme a area geografica e o nimero
de marcadores utilizados (Silver-Georges et al. 2020; Rodrigues-Zarate et al. 2013; Vilaca et al.
2022). No Pacifico Leste, por exemplo, a heterozigosidade observada varia entre 0,62 para a
Costa Rica, usando 6 loci microssatélites (Silver-Georges et al. 2020), e 0,76 para 0 México,
usando 10 loci microssatélites (Rodrigues-Zarate et al. 2013). No Indo-Pacifico, a
heterozigosidade observada varia entre 0,66 e 0,72, valores registrados na Malasia e na
Austrdlia, respectivamente, usando 15 loci (Jensen et al. 2013; Vilaca et al. 2022). O valor mais
alto registrado neste oceano foi de 0,85 em uma populagéo nidificante do Sri Lanka (Vilaga et
al. 2022). No Atlantico Leste, em Gana observa-se heterozigosidade de 0,58 para 7 loci

microssatélites (Ferrera et al. 2021) e em Guiné-Bissau, com 15 loci microssatélites, a
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heterozigotia é 0,66 (Vilaga et al. 2021). No Atlantico Oeste, que abrange a costa brasileira, ha
trés populacdes reconhecidas: Brasil, Suriname e Guiana Francesa. Suriname e Guiana Francesa
apresentam heterozigotia de 0,54 e 0,65, respectivamente, valores proximos aos encontrados
para a populacao brasileira (Ho = 0,63), todos baseados em 15 loci microssatélites (Vilaca et al.
2022). Esse padréo de variagdo na diversidade genética também é observado no Brasil, com
uma diversidade mais alta quando utilizados mais microssatélites, como evidenciado por Vilaga
et al. (2022), e mais baixa neste estudo, que usou um numero reduzido de marcadores (7 loci e
Ho = 0,53). A diversidade genética da costa brasileira é intermediaria dentro do Atlantico Sul,
com valores variando entre 0,54 no Suriname e 0,66 na Guiné-Bissau, sendo mais baixa que as
diversidades observadas no Pacifico Leste (até 0,76 no México) e no Indo-Pacifico (variando
entre 0,66 na Malasia e 0,85 no Sri Lanka) (Figura 15).

A menor diversidade genética observada no Brasil pode ser explicada por fatores
historicos e ecoldgicos, como o tamanho reduzido das populagdes locais e a recente colonizacdo
do Atlantico, associada a separacdo geografica e barreiras ambientais. Segundo Vilaga et al.
(2022), a diversidade genética no Atlantico Sul € limitada por processos como deriva genética,
fluxo génico restrito e 0 nimero reduzido de populagdes reprodutivas ao longo da costa. Esses
fatores contribuem para a manutencdo de uma diversidade genética relativamente baixa,
especialmente quando comparada ao Pacifico Leste e ao Indo-Pacifico. Além disso, a recente
expansdo populacional dos individuos reprodutores na costa brasileira resultou em uma reducéo
adicional da diversidade genética (Vilaca et al. 2022). Apesar disso, estudos indicam que,
mesmo com esse historico, os dados de microssatélites sugerem um cenario de recente
estabilidade demogréfica (Garza e Williamson, 2001; Hahn, 2011).
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Figura 16 - Comparacao das heterozigosidades (eixo y) com as respectivas localidades com o nimero de
loci utilizados em cada estudo dentro das barras e o N amostral entre parénteses (eixo x). *Valores obtidos
neste estudo. Abreviacfes: SUR = Suriname?, GUF = Guiana Francesat, BRA = Brasil*, BRA-ALI = Brasil

Alimentacdo, GNB = Guiné-Bissaul, GHA = Gana?, MEX = México® %, CRI = Costa Rica®, LKA = Sri
Lankal, MYS = Malésiat, AUS = Australia®. Azul = Atlantico Oeste, roxo = Atlantico Leste, verde = Pacifico
e laranja = Indo-Pacifico. ! Vilaca et al. 2022, 2 Ferrera et al. 2021, # Jensen et al. 2013, *Rodrigues-Zarate et

al. 2013, SSilver-Georges 2020.

A anélise da diversidade genética entre as areas de desova de Lepidochelys olivacea ao
longo da costa brasileira revelou diferengas marcantes entre as areas de desova de Sergipe, Bahia
e Espirito Santo. A area de desova da Bahia apresentou valores ligeiramente mais baixos de
diversidade alélica, mas com uma heterozigosidade maior que aquela observada na localidade
de desova do Sergipe. Esse excesso de heterozigotos nas localidades de desova de Sergipe e
Bahia pode indicar uma populacdo geneticamente equilibrada, sem evidéncias significativas de
endogamia (Hedrick e Kalinowski, 2000). Esse padrdo pode estar associado a intensa
movimentacdo de individuos entre areas de desova ao longo do Atléntico, favorecendo o fluxo
génico e a manutencdo de niveis elevados de variabilidade genética.

A localidade de desova do Espirito Santo apresentou a menor diversidade alélica e
heterozigotica entre as regibes de desova amostradas, apresentando um coeficiente de
endogamia positivo, ao contrario da populacdo de Sergipe e Bahia. O déficit de heterozigotos
encontrado pela localidade de desova do ES pode ser frequentemente associado a processos

como endogamia, deriva genética ou a existéncia de estrutura genética em pequenas escalas
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geogréficas (Hartl e Clark, 1989; Frankham et al. 2018). Como essa localidade é considerada
uma &rea secundéria de desova, Sergipe e Bahia sdo &reas prioritarias com densidade
populacional maior (Castilhos et al. 2011). Espera-se que a localidade do ES possua indices de
diversidade menores.

A populagdo de desova de Sergipe apresentou maior numero de alelos privados em
comparagao com as populac@es de desova da Bahia e Espirito Santo. A presenca de mais alelos
privados na populacdo, pode indicar uma maior diversidade genética e potencial adaptativo,
contribuindo para a capacidade da populacdo em responder a mudangas ambientais e reduzir o
risco de extin¢do (Frankham, 2002). Esse resultado sugere que os individuos que contribuem
geneticamente para a populacdo do Sergipe podem estar vindo de outras populagdes do
Atlantico ndo analisadas no trabalho.

A érea de alimentacdo apresentou maior quantidade de alelos e presenca de alelos
privados que a &rea de desova, porém o numero efetivo de alelos e a heterozigosidade foi
semelhante entre 0s grupos. Isto é um padrdo comum para as tartarugas marinhas (areas de
alimentacdo com maior diversidade que desova), ao indicar que ha individuos vindos de lugares
distintos durante a fase de alimentacdo se concentrando, levando ha um fluxo génico mais
complexo e consequentemente uma diversidade maior nas areas de alimentag&o (Slatkin, 1987).
Os valores de diversidade genética nas areas de alimentacdo sdo muito inferiores ao esperado
para regides com estoques mistos (Puertas et al. 2025), conforme também observado nos
microssatélites neste estudo. Por isso, embora haja a possibilidade de mistura de animais
provenientes de diferentes localidades nessas areas, as estimativas de diversidade genética
permanecem muito baixas.

Além da L. olivacea, as areas de desova de Sergipe, Bahia e Espirito Santo sdo
compartilhadas por outra espécie de tartarugas marinhas, a C. caretta. Ja a area do Espirito Santo
também é compartilhada com D. coriacea. A tartaruga-cabeguda, C. caretta, por exemplo, que
desova nessas localidades, apresenta a mais alta diversidade de microssatélites entre todas as
especies de tartarugas marinhas da costa do Brasil (Ho = 0,84, Ludwig et al. 2023). Em
contraste, a tartaruga-de-couro, D. coriacea, que apresenta desova exclusivamente no Espirito
Santo, e apresenta heterozigosidade equiparavel a tartaruga-oliva (Ho = 0,66, Vargas et al.
2022).

Em suma, neste trabalho observamos que a L. olivacea apresenta baixa diversidade
genética, tanto em areas de desova quanto em &reas de alimentacdo na costa brasileira. Essa

baixa diversidade também se mantém quando comparada a outras regies oceanicas (Figura 16).
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Esse fato pode refletir padr@es historicos de colonizagdo mais recente (Duchene et al. 2012)

e/ou menor fluxo génico entre as areas de nidificacdo e alimentag&o.

5.2. Estrutura Genética Populacional

A estrutura genética dessa espécie pode variar conforme os padrées migratorios, com
algumas populacdes ao redor do mundo mostrando um alto grau de conectividade genética,
enguanto outras apresentam um maior isolamento. Por exemplo, Bowen et al. (1997) sugeriram
que as populagdes de L. olivacea do Atlantico Norte apresentam maior conectividade devido a
migracdes longitudinais entre &reas de alimentacdo e desova. Enquanto, Jensen et al. (2019)
observaram que populacdes no Pacifico, especificamente na Australia, possuem
comportamentos migratérios mais restritos e exibem maior separacdo genética entre outras
populagdes. Esses estudos demonstram como as varia¢6es nos padrdes de dispersdo influenciam
diretamente a estrutura genética, evidenciando a importancia de considerar esses fatores para
uma compreensdo mais precisa da dinamica populacional dessa espécie.

O género Lepidochelys é mais novo de todos os outros géneros de tartaruga-marinha,
com cerca de 18 milhdes de anos atras, além disso, uma suposta espécie ancestral desse género
foi isolada ha 5 milhGes de anos pela barreira vicariante do Istmo do Panamé, dando origem a
duas espécies: L. kempii (0,066 MA), que atualmente é restrita ao mar do Caribe no Atlantico e
a L. olivacea (2.7 MA - Pacifico) (Duchene et al. 2012). Logo, a tartaruga-oliva se expandiu
para o Indico durante o Pleistoceno e colonizou o Atlantico através do Cabo da Boa Esperanca,
na Africa do Sul, ha 230 mil anos, fato que pode explicar a baixa estrutura genética da tartaruga-
oliva no Atlantico (Bowen et al. 1997; Shanker et al. 2004; Duchene et al. 2012).

De maneira geral, as areas de desova e alimentacdo de tartarugas-oliva ao longo da costa
brasileira ndo mostram uma estrutura genética clara. Tanto as analises do STRUCTURE, como
a AMOVA, mostram que os individuos da costa brasileira partilham a mesma ancestralidade e
a maioria da variagao genética observada ocorre dentro dos individuos, e ndo entre as diferentes
areas amostradas. Esse padrao corrobora a ideia de que elas fazem parte de uma Unica Unidade
de Manejo Regional (RMU) no Atlantico Sudoeste, onde existe um fluxo génico entre as
diferentes areas (Wallace et al. 2023). A RMU do Atlantico Oeste inclui as populacdes
reprodutivas do Espirito Santo, Bahia e Sergipe, juntamente com os individuos que forrageiam

ao longo da costa brasileira e até em areas do continente africano. Essas areas compartilham
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caracteristicas ambientais e biologicas semelhantes, o que pode explicar a ocupagdo comum por
tartarugas-oliva (Wallace et al. 2023).

Mesmo em populacbes geograficamente distantes no Atlantico, como Brasil, Guiana
Francesa, Suriname e Guiné-Bissau, 0s estudos apontam para uma forte conectividade genética
(Vilaca et al. 2022). Além disso, em outras regides oceénicas, como o Indo-Oeste Pacifico e 0
Leste do Pacifico, embora exista uma diferenciacdo genética entre as populagdes, dentro dessas
areas, as subpopulagdes sao geneticamente bastante conectadas (Vilaca et al. 2022).

Ao analisarmos separadamente as areas de desova e alimentacdo, percebemos uma
estrutura genética sutil nas areas de desova, enquanto as areas de alimentacdo mostram uma
maior conectividade. As andlises de Fst mostram uma diferenciacdo genética de baixa a
moderada entre as areas de desova, 0 que esta conforme os padrdes observados no DAPC e no
PCoA, reforcando que essas populacdes ndo sdao totalmente homogéneas. Ja nas areas de
alimentacdo, a distingdo é menos evidente nas analises de agrupamento, e os valores de FST,
embora significativos, sdo geralmente menores do que os observados entre as areas de desova,
sugerindo uma maior conexao genética entre esses agregados. Esses resultados também foram
corroborados pela analise de componentes principais (DAPC), que, apesar de apresentar
algumas limitagdes, reforca a ideia de uma homogeneizagao entre essas areas.

Entre as &reas de desova no Brasil verificamos a auséncia de estrutura genética entre
Sergipe e Bahia, evidenciada pela analise de PCoA. Isto sugere um fluxo génico moderado entre
essas colonias, o que é esperado, dado o comportamento filopatrico das fémeas (Bowen et al.
1998; Avise, 2000). Essa proximidade genética é provavelmente influenciada pela proximidade
geogréfica e pela dispersdo de juvenis pelas correntes marinhas (Marquez, 1990; Dutton et al.
2013). Ja a diferenciacdo genética moderada entre as subpopulacGes da Bahia e do Espirito
Santo pode refletir barreiras naturais ou até mesmo o comportamento mais restrito das fémeas
em relacéo ao local de nidificacdo (Bowen et al. 2005; Shamblin et al. 2014).

Entre as areas de alimentacdo, uma estrutura genética sutil também se verifica. Embora
0s padrbes genéticos variem, algumas localidades tém mais semelhancas entre si, enquanto
outras mostram uma diferenciacdo maior. Isso provavelmente esta relacionado ao uso de areas
de forrageio especificas, influenciadas pela disponibilidade de recursos alimentares ao longo da
costa brasileira e do Atlantico (Shamblin et al. 2014; Bezerra et al. 2020). As correntes marinhas
e outros fatores oceanograficos tambem desempenham um papel importante na distribuicdo das

tartarugas e, consequentemente, na conectividade entre as areas de alimentacéo.
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O PCoA e Fst reforcam a ideia de que, embora haja uma boa conectividade entre as
areas de alimentacdo, ainda existe alguma diferenciacdo genética entre elas. Essa diferenciacao
€ mais pronunciada entre Ceara e Santa Catarina, e Rio de Janeiro com Santa Catarina, sugerindo
que existem rotas migratdrias distintas entre essas regides, o que faz sentido considerando os
padrbes de migracao sazonal das tartarugas (Shamblin et al. 2014; Lahanas et al. 1998). Além
disso, a proximidade genética entre as populacdes de Parand e Bahia indica um intercambio
genético mais frequente, enquanto a maior divergéncia entre Rio Grande do Sul e Espirito Santo
pode estar relacionada a barreiras geograficas ou comportamentais. A baixa diferenciagdo nos
loci microssatélites podem ser explicada pelo fluxo génico mediado por machos, o que é um
padrdo comum em tartarugas marinhas, e que ajuda a manter uma diversidade genética em uma
mesma col6nia de desova (Bowen e Karl, 2007).

Esses resultados ressaltam a complexidade da estrutura genética das tartarugas marinhas
e a importancia de estratégias de conservagdo que integrem tanto a conectividade genética entre
as localidades, quanto as caracteristicas especificas de cada localidade em que a espécie ocorre.
A protecdo das areas de alimentacao e dos sitios de desova deve ser uma prioridade, pois ambas
sdo essenciais para a manutencdo da diversidade genética e a sobrevivéncia da espécie ao longo

do tempo.

5.3. Origem dos animais em areas de alimentacgéo

A falta de estruturacdo genética evidente entre as areas de desova do Brasil, observada
recorrendo a sete loci de marcadores microssatélites, limitou a determinacdo da origem dos
animais em areas de alimentacdo. Ademais, a presenca de alelos privados em 28 dos 79 animais
representantes das seis localidades de alimentacdo estudadas, pode indicar a contribuicéo
genética de individuos externos as col6nias brasileiras. Mais estudos utilizando mais amostras
das areas de desova, inclusive de regides do Norte e Leste do Atlantico, sdo necessarios para
determinar a origem das tartarugas-oliva nas areas de alimentac&o.

O aumento no numero de loci microssatélites € crucial para tentar elucidar as lacunas,
uma vez que mais loci podem melhorar a capacidade de detectar diferenciacdo genética em
populacdes com fluxo génico elevado. A inclusdo de novos loci pode aumentar a sensibilidade
da analise e permitir a deteccéo de padrbes de estruturagdo mais sutis que nao foram capturados

nos sete loci utilizados no estudo atual. Além disso, outras abordagens podem ser exploradas
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para investigar a origem dos animais. O sequenciamento de nova geracdo (NGS), por exemplo,
permitiria identificar variantes genéticas adicionais, como SNPs (polimorfismos de nucleotideo
unico), o que pode oferecer uma resolucdo maior na diferenciacéo genética entre as colénias de
desova. Também poderia ser til a anélise conjunta de marcadores mitocondriais e nucleares,
eficazes em estudos de estruturagdo populacional e complementam os dados de microssatélites
(Vilaca et al. 2022). Por fim, outras metodologias, como estudos com isdtopos estaveis como o
de Medeiros et al. (2019) para C. caretta e trabalhos de telemetria em populactes de desova do
Suriname, Guiana Francesa e paises do continente africano com altas concentragdes de animais

também poderiam ajudar a elucidar a possivel conexao entre as regides.

5.4. Limitacdes do Estudo

Apesar do amplo esforgo amostral, (N = 320), somente 38% das amostras puderam ser
genotipadas com sucesso. Este baixo sucesso na genotipagem pode ter sido ser resultado da
baixa qualidade de DNA extraido, uma vez que grande parte das amostras (176 amostras)
advém de animais em avancado estado de decomposicdo. Essa degradacdo das amostras pode
ter resultado em fragmentacdo do DNA, contaminacdo enzimatica e/ou degradacao das bases
nitrogenadas (Butler, 2005), dificultando a obtencdo de moléculas integras, e por consequéncia
afetando os processos de analise e interpretacdo genética e podendo levar a perda de alelos e a
mistura de DNA (Foran, 2006). Ademais, 0 DNA nuclear, alvo do nosso estudo, é mais
suscetivel a degradacdo do que o DNA mitocondrial tornando-se mais vulneravel a acdo de
enzimas (Li, 2008). Assim, amostras frescas e bem preservadas sdo fundamentais para a
obtencdo de DNA de alta qualidade (Neves, 2010). Estudos anteriores ja& demonstraram que a
degradacdo do DNA extraido de tecidos de individuos mortos pode comprometer sua qualidade,
resultando em falhas na genotipagem (Dutton et al. 2008; Vilaca et al. 2022).

O baixo sucesso na genotipagem, bem como a amostragem desigual entre estados
brasileiros, contribuiu para uma representatividade desigual entre as localidades, resultando em
um viés na cobertura geografica dos dados genéticos. Embora estados como Ceara, Espirito
Santo e Rio de Janeiro tenham apresentado um numero consideravel de individuos genotipados,
locais como Alagoas, com somente uma amostra, foram excluidos das analises. Essa
disparidade limita a abrangéncia das conclusdes, pois uma amostragem insuficiente em
determinadas regides pode distorcer a percepc¢édo dos padrdes de diversidade genética e estrutura

populacional das tartarugas marinhas no Brasil. Dessa forma, é essencial ampliar os esforgcos
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de amostragem ao longo da costa brasileira para garantir uma representacdo mais equilibrada
das populacgdes e evitar a exclusdo de informagdes cruciais que possam impactar negativamente
as estratégias de conservacdo (Reid et al. 2019; Vilaca et al. 2022).

Outro fator limitante deste trabalho foi o numero reduzido de microssatélites usados
para as analises e inferéncias genéticas. A decisao de excluir de trés loci microssatélites (OR2,
OR3 e ORY7), apesar de melhorar a precisdo das analises genéticas, reduziu 0 nosso nimero de
marcadores de 10 para 7. ldealmente, a utilizacdo de mais loci microssatélites,
preferencialmente mais de dez, é recomendada para aumentar a confiabilidade das inferéncias
genéticas. Embora a quantidade utilizada ainda permita analises relevantes, um ndmero
reduzido de loci pode aumentar a chance de interpretacbes menos precisas (Hahn, 2011;
Turchetto-Zolet et al. 2013).

O marcador OR2 apresentou uma frequéncia elevada de alelos nulos, o que pode
comprometer a estimativa da estrutura populacional e da diversidade genética (Paetkau e
Strobeck, 1995). No entanto, em estudos anteriores com L. olivacea do Atlantico, ndo foi
detectada a presenca de alelos nulos para esse marcador (Hahn, 2011; Vilaca et al. 2022). O
surgimento de alelos nulos no presente estudo pode ter sido causado por mutacdes nos sitios de
ancoragem dos primers, impedindo a amplificagéo de alguns alelos (Callen et al. 1993; Chapuis
e Estoup, 2007).

O locus OR3, em particular, apresentou-se monomorfico, indicando auséncia de
variabilidade genética entre os individuos amostrados. Esse padréo ja havia sido documentado
por Aggarwal et al. (2004) em L. olivacea, no entanto, estudos mais recentes para a espécie
reportaram esse marcador como polimdrfico (Hahn, 2011; Ferrera et al. 2021). Esse resultado
pode ser consequéncia da fixacdo alélica, possivelmente devido a deriva genética ou ao fato de
esse marcador ser pouco informativo para essa populagao.

Além disso, os marcadores OR7 e OR22 apresentaram ligacdo entre eles, geralmente o
desequilibrio de ligacédo surge devido a heranca correlacionada de um loci por meio de conexao
fisica em um cromossomo e seu surgimento pode ser influenciado por taxas de recombinacéo,
estrutura populacional e processos evolutivos (Weir, 1979; Oraguzie et al. 2007). Esses loci ja
apresentaram ligacdo em populacbes da Costa Rica e México, no Oceano Pacifico (Silver-
Gorges et al. 2020). Porem, no Atlantico, ainda ndo havia sido documentada a ligacao genetica
entre esses loci (Hahn, 2011; Vilaga et al. 2022).

Embora o nimero de loci de microssatélites utilizados neste estudo seja inferior ao de

algumas pesquisas (por exemplo, quinze no Sri Lanka - Vilaca et al. 2022), outros estudos
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utilizaram menos loci (por exemplo, seis na Costa Rica - Silver-Georges, 2020). Os sete loci de
microssatélites utilizados neste estudo sdo comparaveis a varios outros trabalhos, incluindo
estudos de localidades dos oceanos Pacifico, indico e Atlantico (Tabela Suplementar 1). A
nossa selecdo foi guiada pela qualidade e consisténcia da amplificacdo e pela necessidade de
minimizar erros de genotipagem. Apesar do niUmero menor, os sete loci utilizados séo altamente
polimorficos e validados em pesquisas anteriores (Fitzsimmons et al. 1995; Aggarwal et al.
2004; Aggarwal et al. 2008).

As limitacOes encontradas neste estudo, incluindo o uso de amostras em alto estagio de
decomposicdo, a necessidade de maior representatividade geogréfica e a otimizacdo da selecdo
de loci, destacam a importancia de abordagens complementares para o estudo da genética

populacional da tartaruga-oliva.

6. Concluséao

Este estudo teve como objetivo entender melhor a conectividade e diversidade das
populacdes de tartarugas-oliva nas areas de desova e nos agregados de alimentacdo no Atlantico
Sudoeste, utilizando marcadores microssatélites. Os resultados evidenciaram padrdes de
diferenciacéo genética distintos entre essas duas areas, apesar dos valores de diversidade serem
bem parecidos. Apesar de haver uma baixa estruturacdo genética entre as populac@es de desova,
ndo houve uma separacao clara entre as areas de desova e alimentagdo. Esse estudo € um passo
importante para entendermos a dindmica genética dessas tartarugas e abre caminho para
explorar ainda mais as populagdes ao longo de todo o Atlantico Sudoeste.

A baixa estrutura genética nos loci microssatélites pode ser explicada pelo fluxo génico
mediado pelos machos, um padrdo comum entre as tartarugas marinhas, que acaba suavizando
a diferenciacdo genética (Bowen e Karl, 2007). Esse fendmeno ja foi observado em outras
regides oceénicas (Aggarwal et al. 2006; Vilaga et al. 2022). Além disso, 0os microssatélites
refletem a complexidade da diversidade genética das tartarugas, que, por serem animais
migratorios, apresentam padrfes geneticos menos diferenciados entre grupos geograficamente
distintos (Jensen et al. 2013).

Os resultados obtidos destacam a importancia de pensarmos em estratégias de
conservacao que considerem tanto a conectividade das popula¢Ges em grandes escalas quanto
as particularidades locais. Embora a falta de estrutura genética clara indique a¢des coordenadas

ao longo de toda a costa brasileira, a estruturacdo observada em algumas &reas mostra que
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medidas regionais também sdo essenciais para garantir a protecdo da espécie. No futuro, seria
interessante integrar dados genéticos com modelos de dispersdo oceénica, 0 que nos ajudaria a
entender melhor o fluxo génico e a conectividade entre as populagdes. A combinacdo dessas
abordagens genéticas e ecologicas é fundamental para desenvolver estratégias de conservagédo
mais precisas e eficazes, que considerem tanto a diversidade genética quanto os movimentos

migratorios das tartarugas.
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