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ABSTRACT:

Accessing sea turtles' mating patterns and behavior is challenging, as they are difficult to
observe due to their coastal and oceanic habitats. Molecular biology techniques, such as
microsatellite marker genotyping, have been useful in filling some of these observational
gaps. Microsatellite markers have been used in population genetics studies due to their
high variability and high mutation rate. Because of this characteristic, these markers are
applicable in paternity studies as there is a low probability that individuals share the same
alleles at different loci. This methodology has been widely explored to investigate
multiple paternity in sea turtles, analyzing the possibility of more than one male
contributing to each clutch. The present study investigated the level of multiple paternity
and the sex ratio of the reproductive population of the leatherback turtle Dermochelys
coriacea, a “critically endangered” species, at beaches close to the river Doce mouth, in
Linhares, Espirito Santo State, Brazil. This was the first study of multiple paternity in a
Brazilian leatherback turtle population. Fifteen clutches from two consecutive seasons
(2019/20 and 2020/21) were examined using six microsatellite markers. The results
revealed multiple paternity in 60% of the clutches, and 41% of polygyny, with 1 to 6
males per clutch, and a sex ratio of 1.42 males for each female. This study provides a
basis for future comparisons with other populations in Brazil to estimate the reproductive
sex ratio of the species on the Brazilian coast, providing scientific support to understand

male gene flow better and to prioritize conservation measures for leatherback sea turtles.

Keywords: Leatherback turtle, microsatellite markers, polyandry, polygyny, genetic

diversity, conservation genetics.
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RESUMO:

Acessar 0s padrdes de acasalamento e 0 comportamento de tartarugas marinhas é um
desafio, pois s@o animais de dificil observacdo devido aos habitats costeiros e oceanicos.
Técnicas de biologia molecular, como genotipagem de marcadores microssatélites, tém
sido Uteis em preencher algumas dessas lacunas observacionais. Marcadores
microssatélites tém sido utilizados em estudos de genética de populacGes devido a alta
variabilidade e alta taxa de mutacdo. Por possuirem essa caracteristica, esses marcadores
sdo aplicaveis em estudos de paternidade, uma vez que a probabilidade de que os
individuos compartilhem o mesmo conjunto de alelos em diferentes loci é baixa. Essa
metodologia tem sido amplamente explorada para investigar a multipla paternidade de
tartarugas marinhas, analisando a possibilidade de contribuicdo de mais de um macho por
ninhada. O presente estudo teve como objetivo investigar o nivel de maltipla paternidade
e a razdo sexual da populacgdo reprodutiva da tartaruga-de-couro Dermochelys coriacea,
uma espécie “criticamente ameacada de extingdo”, em praias da Foz do Rio Doce, em
Linhares, Espirito Santo, Brasil. Este foi o primeiro trabalho dessa natureza para uma
populacdo brasileira da espécie. Foram examinados 15 ninhos de duas temporadas
consecutivas (2019/20 e 2020/21), utilizando seis marcadores microssatélites. Os
resultados obtidos revelaram maultipla paternidade em 60% dos ninhos, 41% de poliginia,
com 1 a 6 machos por ninho, e uma razdo sexual de 1,42 machos para cada fémea. O
estudo oferece uma base para futuras comparacdes com outras populagdes do Brasil para
estimar a razdo sexual reprodutiva da espécie na costa brasileira, fornecendo subsidios
cientificos para entender melhor o fluxo génico dos machos e para priorizar as medidas

de conservacao da espécie.

Palavras-chave: Tartaruga-de-couro, marcadores microssatélites, poliandria, poliginia,

diversidade genética, genetica da conservacao.
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INTRODUCAO

A tartaruga-de-couro

A espécie Dermochelys coriacea, conhecida popularmente como tartaruga-de-
couro € a maior das tartarugas marinhas e a Unica representante viva da familia
Dermochelyidae, que se divergiu de outras tartarugas entre os periodos Cretaceo e
Jurassico, cerca de 100 a 150 milhdes de anos atras (Zangerl, 1980; Bowen et al., 1996).
A espécie destaca-se por suas caracteristicas bioldgicas distintas das demais tartarugas
marinhas podendo medir dois metros de comprimento e pesar até 912 quilogramas (Zug
& Parham, 1996), o que torna esses animais um dos maiores répteis, e certamente, as
maiores tartarugas do mundo (Spotila, 2004). Os organismos da espécie possuem
carapaca notavelmente diferente, composta por uma pele espessa e resistente, sobre uma
estrutura dssea, ao contrario da carapaca dura observada em outras espécies (Dutton et
al., 1999., Spotila, 2004).

Um outro aspecto importante desses animais é a biologia reprodutiva. Os machos
de tartaruga-de-couro se deslocam para areas proximas as praias de nidificacdo pouco
antes do inicio da temporada reprodutiva e buscam acasalar com o maior nimero possivel
de fémeas e tendem a retornar as mesmas praias onde tiveram sucesso reprodutivo no ano
anterior (James et al., 2005). As fémeas da espécie podem atingir a maturidade sexual
entre 5,4 e 13 anos (Girondot et al., 2021). A tartaruga-de-couro, assim como outras
espécies de tartarugas marinhas, sdo promiscuas e as fémeas sdo capazes de armazenar
espermatozoides em seus ovidutos e utiliz&-los em fertilizacBes posteriores (Crim et al.,
2002; Spotila, 2004). Os acasalamentos costumam ocorrer perto das areas de nidificacéo
das fémeas, que desovam entre 70 e 120 ovos, sendo que parte desse quantitativo sdo de

ovos sdo inviaveis e ndo desenvolvem filhotes (Spotila, 2004)

Essas tartarugas sao carnivoras e se alimentam basicamente de agua-viva (Hays
et al., 2018). Sdo altamente migratdrias, sua distribuicdo geografica é ampla, sendo
encontradas em aguas tropicais e subtropicais ao redor do mundo, podendo atravessar
oceanos inteiros em busca de alimento, areas de reproducéo e locais de desova (Pritchard,
1976; Dutton et al., 1999; Eckert et al., 2012). A tartaruga-de-couro é parcialmente

endotérmica, capaz de tolerar aguas mais frias do que outras tartarugas marinhas (Dutton
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et al., 1999, Spotila, 2004). Caracteristicas bioldgicas como o fluxo sanguineo e uma
espessa camada de 6leos e gorduras na pele sdo capazes de manter a temperatura corporal
mais alta do que o ambiente ao seu redor (Spotila, 2004). Sendo assim, esses animais
possuem a mais ampla distribuicdo geografica entre as tartarugas, considerando que o
habitat tropical (com temperaturas mais elevadas) parece ser um fator-chave na limitacao
dos movimentos dos organismos da familia Cheloniidae (Dutton et al., 1999, Bowen et
al., 1994).

O conhecimento sobre a distribuicdo, os movimentos e as rotas migratdrias dessa
espécie pelégica foi, por muito empo, baseado principalmente em observacGes pontuais,
dados de capturas acidentais na pesca, recaptura de individuos (fémeas) marcados ou
levantamentos aéreos costeiros (Eckert et al., 2006). Os avancos na telemetria por satélite
possibilitaram uma investigacdo mais acurada dos movimentos e da utilizacdo do habitat
oceénico pelas tartarugas-de-couro (Morreale et al., 1996). Por mais que esses animais
sejam capazes de atingir &guas muito profundas, 0 monitoramento por satélite se torna
eficiente, pois as tartarugas precisam atingir a superficie para respirar, e nesse momento,
o sinal do transmissor chega ao satélite que calcula a localizacdo do individuo (Morreale
et al., 1996; Eckert et al., 2006).

As tartarugas-de-couro no Brasil

Apesar da tartaruga-de-couro ser uma espécie altamente migratoria e ocupar
varias areas ao longo da costa brasileira em rotas migratorias e para se alimentar (Almeida
et al., 2011; Fossete et al., 2014), no Brasil existem apenas duas areas com registros de
desovas regulares, e a maior populacdo regularmente monitorada ocorre no litoral do
Espirito Santo (ES) (Thomé et al., 2007; Colman et al., 2019). Embora considerada a
maior populagdo de desova do Brasil, ela apresenta um baixo quantitativo de individuos
quando comparada a populacdes que desovam nas ilhas indonésias, por exemplo, onde
foram registrados cerca de 3601 ninhos registrados em 2003 na praia de Jamursba Medi
(Hitipeuw et al., 2007). Enquanto que para o ES foram registrados apenas 172 fémeas
desovando entre 1999 e 2020 (Vargas et al., 2022) e registro de 1316 ninhos entre 1988
e 2017 (Colman et al., 2019). Os dados reprodutivos da populagdo do ES mostram que a
temporada reprodutiva ocorre entre setembro e margo, o intervalo entre as desovas dentro

da mesma temporada é de 8 a 15 dias, com média de 5 a 6 desovas por fémeas por
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temporada e com razdo sexual de filhotes ligeiramente enviesada, tendendo a maior
producdo de fémeas (média de 64,1% fémeas) (Colman 2018, Colman et al. 2019). O
intervalo de remigracdo mais comum para as fémeas de desova registrado é de 2 anos,
mas intervalos de 3, 4, 6 e 8 também foram registrados (Colman et al. 2019). A outra
populacédo de desova monitorada da espécie no Brasil € encontrada no litoral do Piaui e
ocorre entre maio e julho. Ela possui 8 fémeas registradas entre 2014 e 2019 e apenas 50
de ninhos, aproximadamente, registrados entre 2008 e 2019 (Magalh&es et al. 2022).
Alguns eventos esporadicos de desova ja foram registrados em outros estados do Brasil
como Rio de Janeiro (Barate et al., 2002), Parana e Santa Catarina (Soto et al., 1997),
mas as razdes sao desconhecidas, visto que os filhotes n&o se desenvolvem em praias com

temperatura de areia muito baixas (Barata et al. 2002).

As Unicas areas de desova regular reconhecidas para espécie no Brasil ocorrem
no ES (Thomé et al. 2007, Colman et al. 2019) e Pl (Magalhdes et al. 2022), mas ha
registros de individuos se alimentando ao longo da costa do Brasil como em Arraial do
Cabo, no Rio de Janeiro (Mello-Fonseca et al., 2023), registro de encalhes, de is6topos
estaveis e de telemetria que indicam o uso das dguas do sul do Atlantico Sudoeste (sul do
Brasil, Argentina e Uruguai) como areas de alimentacdo (Almeida et al., 2011; Colman,
2018; Monteiro et al., 2016). Além de ocuparem essas areas com frequéncia, as
tartarugas-de-couro que desovam no ES também se movimentam para a costa do Africa
com certa frequéncia e vice-versa (Almeida et al., 2011; Fossete et al., 2014). As aguas
do sul do Atlantico Sudoeste também sdo usadas como area de alimentagdo para as
populacdes de desova das populaces da Africa (Fossete et al., 2014) e constituem
estoques mistos que agregam animais de varias areas de desova diferentes (Vargas et al.,

2019), permitindo o encontro de machos e fémeas e possibilitando a cépula.
Ameacas

O status de conservacdo mundial da Dermochelys coriacea, é preocupante sendo
classificado como "Vulneravel™ pela Uni&o Internacional para Conservacao da Natureza
(IUCN) (Wallace et al. 2013). No Brasil a populacao ¢ classificada como “Criticamente
Ameagada” e incluida no registro de espécies ameagadas do governo brasileiro (Brasil,

2022).
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Espécies ameacadas, geralmente apresentam populacdes reduzidas, o que pode
levar a um vértex de extincdo, onde as pequenas populacfes se tornam ainda mais
vulneraveis a diversos fatores negativos que aceleram a diminuicdo do tamanho
populacional (Gilpin & Soulé, 1986). Além disso, densidades populacionais baixas
também podem produzir comportamentos reprodutivos alterados, como poliginia ou
poliandria, que potencialmente pode compensar o nimero reduzido de parceiros (Gilpin
& Soulé, 1986).

Em geral, espécies de tartarugas marinhas enfrentam ameacas constantes, devido
as acdes humanas (Hamann et al., 2010). A poluicdo quimica, fisica, bioldgica e a
fotopoluigdo afetam diretamente esses organismos (ICMBIO, 2018). O acelerado
desenvolvimento costeiro, atividades pesqueiras desenfreadas, o consumo de carne e
ovos, enfermidades e mudancas climaticas sdo exemplos claros dos riscos que esses
animais enfrentam (ICMBIO, 2011). Considerando todos esses fatores de risco, é
essencial desenvolver estratégias de manejo e conservacdo das espécies de tartaruga
marinha, tendo em vista que o sexo desses organismos € definido pela temperatura, o que
significa que a temperatura de incubacdo do ninho influencia diretamente o sexo do
embrido (Marcovaldi et al., 1997). Temperaturas acima da média pivotal (onde ha
formagéo igual de ambos os sexos) geralmente resultam em mais fémeas, enquanto

temperaturas abaixo dessa média tendem a gerar mais machos (Hawkes et al., 2009).
Estudos genéticos e sua aplicacdo na conservacgao

Estudos usando o DNA mitocondrial (DNAmt) indicam que populacéo do Brasil
é geneticamente distinta das outras populacdes do Atlantico (Dutton et al., 2013, Vargas
et al., 2019) e do Indo-Pacifico (Walace et al. 2023). Estas distintas populacGes séo
conhecidas também como estoques genéticos (Vargas et al., 2019; Wallace et al., 2023)
(Figura 1A). Atualmente as tartarugas-de-couro que ocupam as aguas do oceano Atlantico
sdo divididas em quatro Unidades Regionais de Manejo (URMs - Noroeste Atlantico,
Sudoeste do Atlantico, Sudeste do Atlantico e Sudoeste do indico) as quais se sobrepdem
em diversas partes do oceano principalmente em areas de alimentacdo (Wallace et al.,
2023 — Figura 1B). Essas URMs indicam entidades regionais as quais grupos de
individuos compartilham trajetérias geograficas e ambientes similares, e sdo usadas para

delimitar areas de interesse para conservacgédo (Wallace et al., 2023).
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Além de ajudar na delimitacdo dos estoques genéticos e das URMSs, os dados
genéticos também sdo usados para calcular a diversidade genética das populagdes (Vargas
et al., 2022, Dutton et al., 2013) e para entender a origem de animais nas areas de

K = W : Dermochelys coriacea
S P hgtttecay

i
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Dermochelys coriacea
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Figura 1: A. Estoques genéticos da tartaruga-de-couro no mundo (N = 9, 2 ndo definidos). B. As sete
Unidades Regionais de Manejo para a tartaruga-de-couro no mundo, sendo 22: Noroeste Atlantico, 23:
Sudoeste do Atlantico, 24:Sudeste do Atlantico, 25 Sudoeste do indico, 26: Nordeste do indico, 27: Oeste
do Pacifico e 28: Leste do Pacifico. B. Modificado de Wallace et al., (2023).

alimentacdo e de animais encalhados (estoques mistos) (Vargas et al., 2008, 2019). A
populacdo de desova do ES, por exemplo, possui um dos menores valores de diversidade
para marcadores nucleares quando comparada a outras populac¢des de desova ja estudadas
do mundo. Apesar de apresentar diversidade relativamente baixa, o trabalho ndo mostrou

sinais de endogamia para essa populacéo (Vargas et al., 2022).

Acessar 0s padrdes de acasalamento e 0 comportamento de organismos marinhos,
por exemplo, é um desafio, pois eles sdo de dificil observacdo devido aos habitats
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costeiros e oceanicos. Sendo assim, muitos aspectos naturais ndo sdo conhecidos devido,
justamente, a dificuldade de monitoramento desses animais (Moore et al., 2002). As
fémeas de tartarugas marinhas, quando adultas, exibem o comportamento de retornar a
praia onde nasceram para nidificar, demonstrando o habito conhecido como filopatria. Os
machos, em contraste, passam o ciclo de vida nos oceanos, o que dificulta o estudo e a
observacao do acasalamento das tartarugas marinhas (Hays et al., 2010). Assim, presume-
se que o acasalamento ocorra durante os periodos de migracao (Fitzsimmons et al., 1997).

Uma forma de preencher algumas dessas lacunas observacionais é o uso de marcadores
nucleares (Karl, 2008). Trabalhos usando apenas o DNAmt oferecem uma boa base com
relagédo a estrutura populacional e a diversidade, mas para a inferéncia de outros aspectos
reprodutivos, como a identificacdo de parentesco, por exemplo, esses marcadores ndo sao
aplicaveis devido a forma de transmissdo do DNAmt, que ndo recupera os dados paternos
(Sato & Sato, 2013). Ja os marcadores nucleares fornecem informagdes importantes para
a inferéncia de comportamentos relacionados a reproducdo, identificacdo de individuos e
também de dinamica populacional (Karl, 2008; Stewart & Dutton 2011; Figgener et al.,
2016).

A técnica de genotipagem de marcadores microssatélites (regides repetitivas em
tandem de 1 a 6 nucleotideos no DNA nuclear) é utilizada em estudos de genética de
populacdes devido a variabilidade dos microssatélites, que apresentam alta taxa de
mutacdo (Ellegren, 2004). Por possuirem essas caracteristicas, esses marcadores s&o
aplicaveis em estudos de paternidade, uma vez que a probabilidade de que os individuos
compartilhem o mesmo conjunto de alelos em diferentes loci € baixa (Ellegren, 2004,
Selkoe & Toonen, 2006). Essa metodologia tem sido amplamente explorada para
investigar a multipla paternidade, que se refere a contribuicdo de mais de um macho por
ninhada (Rieder et al. 1998; Dutton & Davis, 1998; Stewart & Dutton, 2011, 2014;
Figgener et al., 2016; Lee et al., 2018). A mdltipla paternidade, teoricamente, pode trazer
beneficios evolutivos para as tartarugas marinhas, favorecendo a variabilidade genética,
e assim aumentar o valor adaptativo, ou fitness, da espéecie, 0 que seria uma estratégia
interessante para populacdes em declinio (Stewart & Dutton, 2011; Pearse & Avise,
2001).

Muitos trabalhos tém investigado a presenca da mdltipla paternidade em

tartarugas marinhas e encontrado evidéncias dessa caracteristica reprodutiva tanto na
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familia Cheloniidae (Moore et al., 2002, Lasala, 2011, Tedeschi et al., 2015, Turkozan et
al., 2019), quanto para a espécie Dermochelys coriacea, onde alguns autores, como
Rieder e colaboradores (1998) e Dutton & Davis (1998) ndo encontraram evidéncia de
multipla paternidade em ninhos da espécie localizados na Costa Rica (Figgener et al.,
2016). Ja em estudos mais recentes, foram detectados até trés pais para a prole em ninhos
da espécie nailha de St. Croix (llhas Virgens Americanas, EUA - Stewart e Dutton, 2014)
e em Playa Gandoca, Costa Rica (Figgener et al., 2016). Ao contrario do comportamento
poliandrico, a poliginia, que envolve machos contribuindo para mais de um ninho, tem
sido raramente documentada em tartarugas marinhas (Gaos et al., 2018; Turkozan et al.,
2019). Para tartaruga de couro, esse comportamento parece fazer parte do seu sistema de
acasalamento (Crim et al., 2002).

Por ser um componente singular da biodiversidade marinha, compreender os
padrdes reprodutivos da espécie é fundamental ndo apenas para explicar sua persisténcia
ao longo de milhares de anos, mas também para embasar discussdes sobre sua
conservacdo (Moore et al., 2002). Entender como a tartaruga-de-couro se reproduz,
incluindo seus locais de desova e comportamentos associados, fornece dados valiosos
para o desenvolvimento de estratégias para manejo e protecdo da espécie (Moore et al.,
2002).

O presente trabalho teve como objetivo estimar o nivel de multipla paternidade
em uma populacdo brasileira da espécie Dermochelys coriacea através de amostras
oriundas das praias de Povoacdo e Regéncia, litoral norte do estado do Espirito Santo,
Brasil, e estimar a razdo sexual da populacdo reprodutiva, ja que os padrdes de reproducéo
masculina e a participacdo paterna nos ninhos afeta diretamente a diversidade genética
das populacdes (Moore et al., 2002).
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Amostragem
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As amostras de tecidos bioldgicos das fémeas e filhotes foram coletadas durante

as temporadas de reproducdo de 2019/2020 e 2020/2021, em parceria com a Fundagéo

Projeto TAMAR, que monitora as praias, desde a porcdo sul do rio Doce (base de

Comboios) e ao norte (base de Povoacgdo), buscando os rastros das fémeas e os ninhos

depositados nas praias adjacentes a foz do Rio Doce, no distrito de Linhares, Norte do

estado do Espirito Santo (Figural).
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Figura 2: Mapa de localizagéo da &rea de amostragem. Pontos em vermelho representam o local do primeiro

flagrante das 12 fémeas amostradas para o presente estudo.

A coleta de tecido das fémeas ocorreu entre 0s meses de outubro e dezembro,

durante as duas temporadas de nidificacdo, no periodo de monitoramento noturno, quando
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eram flagradas durante o processo de desova (Licenca de coleta # 71630-1 e acesso
SisGen #A7D39D1). Apo6s a oviposicdo e cobertura do ninho, foram coletadas amostras
bioldgicas da regido proximal da nadadeira anterior das fémeas adultas com o auxilio de
punchs de 6 mm, sendo posteriormente armazenadas em tubos criogénicos identificados,
contendo alcool a 95%. Todas as fémeas foram marcadas com tags fornecidas pela
Fundacéo Projeto TAMAR, garantindo que cada fémea fosse amostrada apenas uma vez
em cada temporada reprodutiva. Os ninhos foram devidamente marcados e protegidos

com telas contra acdo de predadores naturais.

O material biolégico dos neonatos, natimortos e dos corddes umbilicais foi
coletado no periodo (dezembro a margo), apds a eclosdo dos ovos, que costuma ocorrer
entre 70 e 80 dias depois da postura, com o auxilio de punchs de 3mm para os filhotes
vivos ou bisturi para natimortos e corddes umbilicais e armazenado individualmente em

tubos criogénicos identificados contendo alcool 95%.

Os tecidos coletados estdo armazenados e identificados de acordo com
procedimento padrdo da colecdo de tecidos do Laboratério de Genética e Evolugdo
Molecular (LGEM/UFES).

Protocolos laboratoriais

O DNA das amostras de tecido epitelial das fémeas e dos filhotes, e de cordéao
umbilical dos filhotes foi extraido utilizando o protocolo de extracdo salina de Bruford et
al., (1992). As extracdes foram verificadas por meio de eletroforese em gel de agarose
1%, coradas com corante GelRed™ (BIOTIUM) e visualizadas por transluminador UV
L-PIX Touch (Loccus©). As amostras foram quantificadas através do espectrofotdmetro
NanoDropND-100 (Thermo Scientific) e posteriormente diluidas para 50 ng/uL. AS
amostras com boa qualidade (ndo fragmentado ou contaminado) e quantidade de DNA

foram utilizadas para as analises subsequentes.

Os seis microssatélites escolhidos para genotipagem (Tabela 1) foram todos
isolados para a espécie estudada e amplificados através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) a qual foi realizada utilizando para cada amostra 1x Tampé&o, 1,5 mM MgCI2
(Invitrogen®), 0,2 mM DNTP’s, 0,16 uM para cada primer (foward e reverse), 0,16 uM
fluorescéncia, 0,5 U Taq Platinum (Invitrogen®) ¢ 1 uL DNA (50 ng/uL). Todas as PCRs
foram realizadas em termociclador Veriti TM (Applied Biosystems). Os controles,
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positivo e negativo, foram aplicados a cada reacdo de PCR para assegurar a ndo
contaminacéo dos reagentes. O material amplificado foi aplicado a um multiplex, em que
0 mix continha 7,0 ul de formamida altamente deionizada (Hi-Di Formamide, Applied
Biosystems), 0,5 ul de GeneScan 500 LIZ® size standard e 0,5 uL dos produtos
amplificados de cada um dos seis marcadores moleculares. O material foi genotipado em
Analisador Automatico de DNA ABI Prism 3500 (Thermo Fisher Scientific). Todos estes
procedimentos ocorreram no Nucleo de Biodiversidade Genética Luiz Paulo de Souza
Pinto (NuBiGen) da UFES.

Tabela 1: Descri¢do das condigdes da PCR e das fluorescéncias utilizadas para a amplificacdo dos seis marcadores
microssatélites utilizados no estudo

Locus Condicao da PCR Fluorescéncia Referéncia

1x (94°C, 2Y), 50x (94°C, 10"; 55°C, 20"; 72°C, 20",

LB145 8x (94°C, 30", 53°C, 30", 72°C, 30"), 1x (72°C, 30') FAM Roden & Dutton, 2010
10°C o
DERM 05 PET
DERM 11 NED
1x (95°C, 5'), 20x (95°C, 30", 60°C -0,5°C/ciclo,
DERM 22 30" 72°C, 1'), 24x (95°C, 30", 50°C, 30", 72°C, 1) NED Alstad et al., 2011
DERM 48 EAM

Analise de dados

As andlises de multipla paternidade foram realizadas utilizando um namero
méaximo de 20 e um minimo de 6 filhotes por ninho. Os picos dos alelos obtidos foram
analisados no Programa Geneious (Kearse et al., 2012). Uma porcentagem dos filhotes
estudados (10%) foi genotipada em duplicada para os seis marcadores para o calculo da
taxa de erro da genotipagem. Os alelos visualizados no programa foram registrados tanto
manualmente, quanto automaticamente. Para a leitura dos alelos, foi feita uma
padronizacdo alélica com todas as fémeas de Dermochelys coriacea presentes no banco
de dados do LGEM.

Os dados de heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He),
desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), probabilidades de identidade (PI -

medida estatistica utilizada para determinar a probabilidade de dois individuos,
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escolhidos ao acaso, terem exatamente 0 mesmo genotipo em um ldcus especifico - Waits
& Paetkau (2005)) e de excluséo (PE - probabilidade de que um individuo que néo € o
pai bioldgico seja excluido como tal com base em seu gendtipo — Chakraborty & Stivers
(1996)) foram gerados utilizando o software GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012)
considerando apenas as fémeas amostradas. A analise dos genotipos para verificar a
presenca de alelos nulos foi realizada com o programa R (lhaka & Gentleman, 1996),
utilizando o pacote PopGenReport e o equilibrio de ligacdo entre todos os pares de loci

foi testado com o pacote Poppr do programa R (Kamvar, 2014).

Os alelos maternos foram determinados diretamente por meio da genotipagem
das amostras das fémeas e apenas os descendentes com pelo menos um alelo materno
para cada marcador estudado foi considerado para as analises posteriores. Os alelos
paternos foram inferidos a partir de gen6tipos dos descendentes uma vez contabilizados
os alelos maternos nos descendentes. A presenca de um alelo paterno extra, indicando um
pai adicional em apenas um descendente na progénie de uma mae, foi classificado como
uma mutacdo (Zbinden et al., 2007).

O programa COLONY 2.0 (Jones, 2010) foi utilizado para a identificagdo de
parentesco e obtencdo dos gendtipos paternos, onde as fémeas e suas respectivas proles
foram analisados juntas, utilizando os seguintes parametros: sistema de acasalamento
poligdmico, consanguinidade, clones, espécies diodicas e diploides. Foi determinado o
método de analise Full-Likelihood (FL), sendo este considerado o mais preciso segundo
Wang (2012), no parametro alta preciséo de probabilidade. As corridas foram executadas
assumindo a taxa de erro de exclusdo alélica de 0.0000 e taxa de erro de genotipagem de
0.0001. A razdo sexual foi estimada atraves da divisdo do namero total de machos

evidenciados pelo numero total de fémeas amostradas.

RESULTADOS

Foram coletadas amostras de duas fémeas entre as seis flagradas na temporada
2019/20 e 10 entre as 15 flagradas na temporada 2020/21 (Figura 2). Além das amostras
das fémeas, foram coletadas amostras de 46 filhotes dos dois ninhos (21 e 25 de cada
ninho) das duas fémeas amostradas na temporada 2019/20 e 181 filhotes (entre 6 e 25 de
cada ninho) de 13 ninhos das 10 fémeas amostradas, pois trés fémeas tiveram dois ninhos

amostrados na temporada 2020/21.



23

Dentre as 227 amostras de filhotes coletadas, foram genotipadas com sucesso 201
amostras de filhotes (90, 9%) dos 15 ninhos, sendo que para alguns filhotes no maximo
um locus foi aceito como missing data (Tabela C — Material Suplementar). Vinte e seis
filhotes genotipados foram excluidos das analises por uma das trés razdes a seguir: (1)
quando nenhum dos alelos maternos eram encontrados nos filhotes de determinado ninho,
evidenciando potenciais mutagdes nos alelos maternos, (2) quando houve evidéncia de
potenciais mutacGes nos alelos paternos (ver metodologia) e (3) quando o individuo
genotipado apresentou missing data para mais de um loci. O ndmero de filhotes
analisados por ninho variou de 5 a 20, com média de 13,4 filhotes por ninho (Tabela 3).
Dessa forma, no total, foram analisadas amostras de 12 fémeas, 15 ninhos e 201 filhotes
para seis loci de marcadores microssatélites, sendo 36 filhotes de dois ninhos da
temporada 2019/20 e 165 de 13 ninhos da temporada de 2020/2021 (Tabelas 2 e 3).

As 12 fémeas tiveram os alelos definidos sem nenhum missing data para os seis
loci analisados (Tabela B — Material Suplementar) e seus genotipos foram utilizadas para
determinar as frequéncias alélicas na populagéo reprodutiva (Figura 2) e para os calculos
de numero de alelos, heterozigosidades e Equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 2). O
namero de alelos por loci dos marcadores microssatélites utilizados variou de 5 a 9
(Tabela 2) e ndo houve evidéncia de desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg para
nenhum loci apds correcdo de Bonferroni. As heterozigosidades observadas e esperadas
por loci para o conjunto de dados das fémeas variou de 0.58 a 1.00 e 0.69 a 0.86,
respectivamente (Tabela 2). A taxa de erro foi zero para os seis marcadores utilizados e
ndo houve evidéncia de desequilibrio de ligacdo entre os pares de loci analisados.

Tabela 2: Relagdo dos marcadores nucleares microssatélites, sequéncia dos primers, tamanho dos alelos e dados
de diversidade genética para as 12 fémeas analisadas

Locus Primer (5' - 3" Range (pb) Na Ho He pEHW
Eperado  Observado

Ib145  GGCCTCCACACAAATAAATAAA 121 197 139 175 9 1,00 0,83 1,00
CATTCACCTTACGCAGAAGAA

derm48 GTTTCTAAAAGAAGAGACGCAAGAT 354 380 354 38 5 0,75 0,69 1,00
AGACGGAGCACATACAAGATA

derm38 CCTAATGTCGACAGGCAACC 180 234 177 209 6 058 0,78 0,17
GTTTCCCACCCAGTCTAGAAGGTC

derm22 GCTTCCTAAACAGAATGCCAAG 225 285 229 269 5 092 0,75 0,97
GTTTGAGAGAAATTCAGCCCAGCA

derm1l TACTACATTAACTTTCCAGCAG 348 400 340 38 8 1,00 0,86 1,00
GTTTGCCGTCTTAAATTCTTTATGT

derm05 TGTCTCAGTGTTGGGCTCTA 228 280 230 272 7 092 0,79 0,77

GTTTCTAACTTGACCTTTGGGAATC
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Na= Numero de alelos, He: Heterozigosidade esperada, Ho: heterozigosidade observada e p-valor do desvio do
Equilibrio de Hardy-Weinberg apés a corregdo de Bonferroni.
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Figura 3: Frequéncia alélica para os seis marcadores utilizando as 12 fémeas analisadas

A probabilidade de identidade (PI) e a probabilidade de exclusdo (PE), para o
conjunto de dados das fémeas em fase reprodutiva do Espirito Santo (Vargas et al. 2022

— N=29), considerando os seis marcadores foi de 5,7 x 10 e 0,97, respectivamente.

O teste de alelos nulos utilizando todo o conjunto amostral (N=201) apresentou
resultados satisfatorios para cinco dos seis marcadores utilizados e uma taxa um pouco
mais elevada (8%) para 0 marcador Lb145.

A poliandria, ou MP, ocorreu em 9 de 15 ninhos, ou seja, em 60% dos ninhos
estudados. O numero total de machos inferidos foi de 17 (Tabela A, Material
suplementar), o nimero de machos por ninho variou de dois a cinco e a média de machos
por ninho foi de 1,133 (Tabela 3).
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A razdo sexual reprodutiva dentro da populacéo foi de uma fémea para cada 1,417

machos. Esse valor foi calculado dividindo-se o nimero total de machos identificados

(N=17) pelo de nimero de fémeas amostradas nas duas temporadas (N=12).

Dos 17 machos inferidos, sete apresentaram poliginia, ou seja, 41,17% do total

contribuiu geneticamente para prole de mais de uma fémea na mesma temporada. Nove

dos 17 pais encontrados contribuiram para os dois ninhos de fémeas coletados

consecutivamente (1 macho contribuiu para os 2 ninhos da fémea 2704, 3 machos para

0s 2 ninhos da 2706 e 6 para 0s 2 ninhos da 2709), mas apenas trés dos seis ninhos

apresentaram multipla paternidade (Figura 4). Trés dos sete machos que apresentaram

comportamento de poliginia contribuiram também para mais de um ninho da mesma

fémea (Pai 7, Pai 8 e Pai 13 - Figura 4).

ID Fémea Temporada colelz\il:;iilgsolir:\ei;ho N filhotes genotipados/ninho N macho(s) MP
SMV0682  2019/20 21 19 1 Néo
SMV0689  2019/20 25 17 2 Sim
SMV2699 2020/21 22 20 2 Sim
SMV2700 2020/21 20 19 2 Sim
SMV2702 2020/21 16 14 2 Sim
SMV2703 2020/21 6 5 1 Né&o
SMV2704*  2020/21 12 10 12 10 11 N&o/Néo
SMV2706*  2020/21 12 8 11 8 12 N&o/Sim
SMV2708 2020/21 20 19 1 Né&o
SMV2709*  2020/21 18 21 15 17 45 Sim/Sim
SMV2710 2020/21 6 5 2 Sim
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SMV2711  2020/21 10 10 3 Sim

N de pais
=17
Tabela 3- Informagdes dos 15 ninhos analisados nesse estudo, incluindo: nimero de filhotes amostrados, nimero
de filhotes genotipados, 0 nimero estimado de machos contribuindo em cada ninho (Colony) e presenca ou
auséncia de MP.

Total=12 Total= 15 ninhos 60%

* Fémeas com dois ninhos amostrados.

Grau de contribuicio paterna por ninho
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Figura 4: Contribuicao relativa dos 17 machos estimados pelo Colony (cada macho esta representado por uma cor) para
os filhotes genotipados dos 15 ninhos estudados. As barras representam as descendéncias geradas pelos 17 pais em

porcentagem. Os asteriscos indicam 0s 7 machos que apresentaram comportamento de poliginia.

DISCUSSAO

Poliandria e Poliginia

O estudo demonstrou que existe um alto nivel de multipla paternidade (60%) para
a populacdo da espécie Dermochelys coriacea que desova em praias proximas a foz do
Rio Doce, 0 que sugere que o sistema de acasalamento seja bastante poliandrico em

comparacao a estudos realizados em outras populacfes (Tabela 4). Para a espécie, a taxa
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de multipla paternidade do presente estudo torna-se a mais alta ja registrada, tendo em
vista que a taxa mais elevada ja reportada foi de 41,7 % para a populacdo de St. Croix no
Atlantico Norte (Stewart e Dutton, 2011). Este foi o primeiro estudo sobre esse
comportamento para a populacdo da espécie no Brasil, que possui poucas fémeas em

estagio reprodutivo (Colman et al. 2019; Vargas et al., 2022).

Tabela 4- Taxa de poliandria e poliginia encontrada em estudos posteriores utilizando a espécie Dermochelys coriacea

N fémeas
Populacdo % Poliandria % Poliginia N° de loci analisadas Referéncia
St. Croix N&o observado N&o observado 6 4 Dutton et al., 1998
Playa Grande 10% (sem dados) 3 20 Crim et al.,2002
Stewart & Dutton,
St. Croix 41.7% N&o observado 7 12 2011
Stewart & Dutton,
St. Croix 23.6% N&o observado 7 58 2014
Playa Gandoca 22.22% N&o observado 3 18 Figgener et al.,2016
Foz do rio Doce (ES) 60% 41,17% 6 12 Presente estudo

* Cita um baixo nivel de poliginia, mas n&o expde os dados de forma clara.

Os dados genéticos obtidos para o conjunto dos seis marcadores utilizados
fornecem robustez aos dados de paternidade obtidos, uma vez que os seis loci atendem as
premissas do equilibrio de Hardy-Weinberg, possuem quantidade de alelos e frequéncias
alélicas que demostram a diversidade destes marcadores (Figura 3), o que é um fator-
chave para identificacdo de individuos e estudos de parentesco. Ademais, os loci
combinados apresentaram uma PI de 5,7 x 108, um valor baixo, indicando que os alelos
sdo bem distribuidos na populacdo. A PE também se mostrou satisfatoria para o conjunto

de dados, pois os loci combinados apresentaram um bom poder de excluséo (0,97).

Apesar de um marcador (Lb145) apresentar um valor um pouco mais alto para a
taxa de alelos nulos, combinado com os demais marcadores, esse pareceu nao alterar de
forma significativa os resultados, uma vez que, um teste feito sem esse marcador gerou
apenas mais um gendtipo paterno diferente, levando a inferéncia de um pai a mais para o
conjunto de dados. Além disso, muitos trabalhos publicados ndo apresentam uma
estimativa segura para a taxa de alelos nulos (Dakin & Avise, 2004). Para 0 presente
trabalho, a quantidade de homozigotos para 0 marcador ndo se mostrou prejudicial na

identificacdo de parentesco.
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A multipla paternidade, do ponto de vista populacional, € um comportamento que
pode favorecer a garantia de fertilizacdo, aumento da viabilidade da prole e,
consequentemente, gerando maior diversidade genética (Lee & Hays, 2004). Para 0s
machos, a poliginia confere uma estratégia eficiente para maximizar a propagacéo de seus
genes com um custo relativamente baixo em termos de energia e risco (Jennions & Petrie,
2000; Lee & Hays, 2004), potencialmente aumentando o nimero de descendentes, o que
contribuiria diretamente para a sua maior aptidao evolutiva (Lee & Hays, 2004; Jensen et
al., 2006). O comportamento de acasalamento da fémea com mais de um macho envolve
um custo maior, pois aumenta o risco de mortalidade devido a exposicdo a predacao,
doencas transmitidas e perda de energia através do assédio intenso dos machos (Jennions
& Petrie, 2000; Lee & Hays, 2004).

As tartarugas marinhas sdo animais solitarios que ndo possuem cuidado parental
ou comportamentos sociais complexos. Um unico acasalamento geralmente é suficiente
para fertilizar todos os ovos de uma fémea durante uma temporada de nidificacdo (Lee &
Hays, 2004). Portanto, ndo ha beneficios diretos aparentes, como cuidados parentais ou
presentes nupciais, associados a poliandria para as fémeas (Figgener et al., 2016). Sendo
assim, esse comportamento parece favorecer a espécie como um todo, em vez de apenas
o individuo, pois aumentam, potencialmente, a sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo do
grupo ou dos parentes proximos, mesmo que possam ser custosos para o individuo (Lee
& Hays, 2004, Figgener et al. 2016).

Os dados obtidos no presente estudo ndo apontam a contribuicdo de um mesmo
macho entre as duas temporadas, ou seja, os machos que fertilizaram as fémeas na
temporada 2019/20 parecem ndo ter contribuido geneticamente para a prole da temporada
2020/21, apesar de alguns estudos, com dados de telemetria, indicarem que 0os machos
retornam para os breeding grounds (areas de reproducao) anualmente (James et al. 2005
e Hays et al. 2014), as fémeas retornam com um tempo maior (de 2 em 2 anos ou mais —
Colman et al. 2019). Sendo assim, a analise de apenas dois ninhos na primeira temporada
estudada pode néo ter sido suficiente para indicar a contribui¢cdo de um mesmo macho em
temporadas consecutivas. Dentro da temporada 2020/21, 7 machos copularam com mais
de uma fémea, gerando um indice de 41,17% de poliginia (Figura 4 e Tabela D), mas a
contribuicdo de cada macho para geracéao dos filhotes dos diferentes ninhos com mdltipla
paternidade variou muito (o pai 3 gerou apenas 2 filhotes de um ninho e o pai 4 gerou 26
filhotes de 2 ninhos). Além disso 0s ninhos 689, 2699 e 2711 apresentam mudltipla

paternidade, porém ha uma porcentagem muito maior de um macho sobre os outros. Esses
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dados podem sugerir que as fémeas realizam copulas subsequentes, com machos
diferentes antes da temporada de nidificacdo e quando atingem a fase reprodutiva do
ciclo, os espermatozoides vidveis fecundam os dvulos em proporcdes variadas. Além
disso, é possivel que exista algum mecanismo de competicdo espermatica, que afete o
resultado da fertilizacdo, sendo que o esperma de um macho prevaleca sobre o esperma
de outros machos gerando a maior parte da prole em uma ninhada ou ao longo de todas
as ninhadas em uma temporada de reproducgdo (FitzSimmons, 1998; Chevalier et al.,
1999). A competicdo espermatica poderia explicar a dominancia de contribuicdo de um
macho em um ninho, a auséncia de contribuicdo de machos em ninhos de uma mesma
fémea dentro de uma mesma temporada reprodutiva ou até a auséncia de multipla
paternidade, pois mesmo que ocorram Vvarias cépulas, isso ndo garantiria 0 sucesso da
fertilizacdo (FitzSimmons, 1998; Chevalier et al., 1999; Figgener et al. 2016). Essas
diferencas com relacdo a proporcéo de contribuicdo paterna por ninho podem se dar tanto
devido a competicdo espermatica, mas também devido a viabilidade dos espermatozoides
armazenados, que talvez sofram influéncia do tempo em que passam armazenados no
oviduto, sugerindo que quanto mais tempo armazenados mais chances de se tornarem
inviaveis e assim machos que copulam mais préximo ao periodo da maturacao dos évulos

trariam resultados mais dominantes sobre outros (Gist et al., 2001).

A contribuicdo de diferentes machos para ninhos diferentes das mesmas fémeas
sugere competicdo espermatica, como explicado anteriormente, mas outra hipotese é a
possibilidade de que ocorram acasalamentos no intervalo internidal dentro da mesma
temporada reprodutiva. Segundo dados obtidos por telemetria para a populagéo do ES, as
fémeas nadam longas distancias no intervalo entre desovas, dispersando mais de 160km
de distancia da praia de desova, 0 que possibilitaria 0 encontro com outros machos e
coépula (Almeida et al., 2011). Além da possibilidade de ocorrer competicdo espermatica
e/ou acasalamentos no periodo internidal, existe também o efeito da chance, onde, mesmo
que varios machos tenham fertilizado a mesma fémea, devido a amostragem de apenas
uma parte dos filhotes de cada ninho, nem todos os pais tenham sido evidenciados nas
nossas analises. Sendo assim, analises mais detalhadas, envolvendo um N maior de
ninhos por fémea e/ou mais filhotes por ninho, podem fornecer melhores inferéncias sobre
estoque de espermatozoides, competicdo espermatica e multiplos acasalamentos dentro

de uma temporada (Figgener et al., 2016).
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Até o momento, ndo ha muitos dados detalhados de poliginia para tartaruga-de-
couro, 0 que faz deste achado um dos primeiros registros do comportamento para a
espécie. Apenas um trabalho relatou uma baixa taxa de poliginia para a populagéo de D.
coriacea de Playa Grande, na Costa do Pacifico, (Crim et al., 2002), mas ndo deixou claro
o valor encontrado. No entanto, em outras espécies de tartaruga marinha esse aspecto
reprodutivo ja foi bem observado. Gaos et al. (2018) encontraram um alto indice de
poliginia para uma populagdo pequena de Eretmochelys imbricata (31.8%) de El
Salvador, no leste do Oceano Pacifico. Enquanto Turkozan et al. (2019) encontraram
poliginia em 4.4% dos ninhos analisados de Chelonia mydas na Turquia, Mar
Mediterraneo. Dessa forma, ndo se sabe se 0 comportamento de poliginia € comum para
as espécies ou nao, mas esses dados reforcam o comportamento promiscuo, ja conhecido,

das tartarugas marinhas (Crim et al. 2002).

Razdo sexual e sua importancia para a conservacao

A razdo sexual encontrada para a populacéo reprodutiva do ES foi de 1,41 machos
por fémea, porém ha uma tendéncia de que haja mais nascimento de filhotes fémeas do
gue machos para a populacdo da tartaruga-de-couro que desova no ES (64,1%), quando
observado dados de temperatura de incubacdo de ninhos (Colman, 2018). A discrepancia
entre esses dados pode sugerir que: (1) Apesar da nascerem mais fémeas, ha maior chance
de sobrevivéncia de filhotes machos que se desenvolvem em temperaturas mais baixas,
pois temperaturas muito altas podem ser fatais para o desenvolvimento dos embrides e
dos ovos, 0 que pode aproximar as frequéncias de machos/fémeas na populagdo adulta
(Lasala et al. 2018). (2) A razdo sexual da populacdo adulta de uma regido pode nédo
refletir exatamente a mesma razdo sexual dos filhotes nascidos naquela regido, pois as
fémeas podem copular com machos nascidos em outras localidades, em regides de
estoques mistos (Vargas et al. 2019) durante as rotas migratorias ou em areas de
alimentacdo, alem dos machos originarios da mesma regido de desova delas. Nossos
dados indicam que a segunda hipétese parece ser plausivel, pois a auséncia de endogamia
para a populacdo de fémeas de tartaruga-de-couro do ES (Vargas et al. 2022) pode ser
explicada pela fertilizacdo das fémeas do ES por machos de outros estoques genéticos.
Além de evitar endogamia, esses eventos tém potencial de aumentar a diversidade
genética das populacdes e contribuir para uma melhor saude genética dessa populacéo téo

pequena, que historicamente sofrem com pesca incidental (Monteiro et al. 2016),
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consumo de ovos e carne (Birky et al., 2021), polui¢do dos oceanos (Sousa-Guedes et al.,
2023), entre outras ameacas que implicam diretamente na reducdo do tamanho
populacional. Todas essas ameacas somadas ao aquecimento global devem ser
consideradas quando o objetivo é a conservacdo de espécies ameacadas, e estudos como
este sendo produzidos ao longo do tempo podem indicar tendéncias de aumento ou
diminuicdo da razdo sexual e das populacOes reprodutivas e ajudar nas medidas de
conservacgao ao proteger os animais, ndo apenas em seus locais de desova, mas também
em corredores migratorios e areas de alimentacdo. O banco de gendtipos gerado no
presente trabalho também podera ser usado por outros trabalhos do tipo no Brasil, como
no Piaui, e no mundo, para melhor entender os padrdes de fluxo génico em diferentes

areas reprodutivas das espécies.

CONCLUSAO

Até hoje, existem lacunas no que diz respeito aos sistemas de acasalamento das
tartarugas-de-couro, especialmente do ponto de vista dos machos. Além disso,
informacdes basicas sobre onde sdo as areas de acasalamento, comportamentos de corte
e de copula ainda sdo escassas. As evidéncias encontradas nesse estudo indicam taxa de
poliandria na faixa de 60%, poliginia em 41% e raz&o sexual da populagéo reprodutiva
de 1,42 machos para cada fémea. Esses dados enriquecem o conhecimento da biologia da
espécie no Brasil, ja que sdo as primeiras informacdes relacionadas a multipla paternidade
e razdo sexual reprodutiva para a espécie no pais. Esses novos insights sobre os padrdes
de acasalamento podem ajudar a gerenciar e avaliar a salde genética dos estoques de
Dermochelys coriacea em todo o0 mundo e podem ajudar a ajustar o foco dos esfor¢os de
conservacao, uma vez que a diversidade genética desempenha um papel importante na
sobrevivéncia futura desta espécie e na sua capacidade de se adaptar as a¢bes antropicas

e a mudancas ambientais, como o crescente aquecimento global.
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