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Deixa!

Deixa os bichos do mar
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(Bichos do Mar, Lenine)



RESUMO

As tartarugas marinhas pertencem a mais antiga linhagem de répteis vivos e sdo componentes
essenciais dos ecossistemas marinhos. Sdo reconhecidas sete linhagens vivas de tartarugas
marinhas no mundo, sendo que cinco delas ocorrem no litoral brasileiro, as quais sao:
Dermochelys coriacea, Unica representante da familia Dermochelydae, e as outras quatro
espécies pertencem a familia Cheloniidae: Chelonia mydas, Caretta caretta, Eretmochelys
imbricata e Lepidochelys olivacea. O processo de hibridizagdo entre espécies de tartarugas
marinhas na costa brasileira € atipico, sendo a maior taxa de hibridiza¢do entre as espécies no
mundo, ocorrendo onde éareas de alimentacdo e periodos reprodutivos se sobrepdem. A
citogenética de tartarugas marinhas vem se mostrando um campo promissor que permanecia
até pouco tempo atrds inexplorado, permitindo que inferéncias evolutivas sejam feitas para o
grupo a partir do estudo da microestrutura cariotipica. O estabelecimento da estrutura
cariotipica para as espécies € o desenvolvimento de marcadores cromossdmicos espécie-
especificos permitem o reconhecimento de cariotipos hibridos e podem ser uma ferramenta
auxiliar ao reconhecimento morfoldgico e molecular de individuos hibridos. Sendo assim, esse
estudo tem como objetivo ampliar o conhecimento da organizacdo cariotipica das tartarugas
marinhas da familia Cheloniidae que ocorrem no litoral brasileiro a partir da obtengdo e
caracterizagdo de marcadores cromossdmicos para avaliar variagdes cromossomicas
microestruturais interespecificas e aplicar esses marcadores no estudo de dois individuos
hibridos (hibridas 4 e B). Utilizou-se técnicas baseadas na coloragdo convencional por Giemsa,
bandamentos C e G, e hibridagao in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNA ribossémico
(rDNA) 5S e 18S e microssatélites (CA)n, (GA)n, (CAG)n, (GATA),, (GAA)L, (CGC) e
(GACA), para as espécies puras e individuos hibridos. Foram realizadas analises morfolédgicas
e moleculares, utilizando genes de DNA mitocondrial (mtDNA) e nuclear (nucDNA), para
identificacdao das espécies envolvidas nos casos de hibridismo. O uso da sonda de rDNA 5S
permitiu a identifica¢do do segundo par de macrocromossomos metacéntrico como detentor do
sitio de rDNA para as quatro espécies puras ¢ as hibridas 4 e B, sendo que um sitio adicional
em um par de microcromossomos (mc) foi identificado para C. mydas e hibrida A. Os
resultados mostram que apenas os microssatélites (CA),, (GA)n, (CAG)s e (GATA), sdo
detectados nos cromossomos das espécies puras e hibridas, preferencialmente em regides
heterocromaticas dos mc. Variagdes na localizacdo da heterocromatina e dos microssatélites
corrobora a proposta de reposicionamento de centrdmero nas espécies de Cheloniidae. A andlise
integrada (citogenética, morfologica e molecular) mostra que a hibrida A € um provavel hibrido
de segunda geragdo (F2) entre C. caretta x E. imbricata x C. mydas e a hibrida B pode ser
resultado de um retrocruzamento entre C. caretta x L. olivacea, porém o conjunto
cromossomico dos hibridos continua balanceado. Esses achados sdo tteis no entendimento da
diversificacao cariotipica das espécies e podem ser aplicados no estudo de cariotipos hibridos.
Futuramente, a hibridizac¢do entre tartarugas marinhas no Brasil deve continuar a ser estudada
utilizando analises integradas para compreender e determinar as consequéncias desse fendmeno
para os individuos hibridos e para as espécies puras, visando estratégias de manejo e
conservacao.

Palavras-chave: analises morfologicas; Cheloniidae; conjuntos cromossdmicos balanceados;
DNA s repetitivos; hibridos; marcadores mitocondriais; marcadores nucleares.



ABSTRACT

Sea turtles belong to the oldest lineage of living reptiles, being an essential part of marine
ecosystems. Seven sea turtle living lineages are recognized in the world, five of which occur
on the Brazilian coast, they are: Dermochelys coriacea, the only representative of
Dermochelydae, and the other four species belong to Cheloniidae: Chelonia mydas, Caretta
caretta, Eretmochelys imbricata and Lepidochelys olivacea. Hybridization process among sea
turtles species on the Brazilian coast is atypical with the highest rate of hybridization among
the species in the world, occurring where feeding and nesting areas overlap. The cytogenetic of
sea turtles is proving to be a promising field that remained unexplored until recently, allowing
evolutionary inferences to be made for the group from the study of karyotypic microstructure.
The establishment of the karyotypic structure for the species and the development of species-
specific chromosome markers allow hybrids karyotypes recognition and can be an auxiliary
tool for morphological and molecular recognition of hybrids individuals. Therefore, this study
aims to increase the knowledge of the Cheloniidae sea turtles karyotypic organization that occur
on the Brazilian coast by obtaining and characterizing chromosomic markers to evaluate
interspecific microstructural chromosomal variations and apply these markers in the study of
two hybrid individuals (hybrids 4 and B). We used techniques such as conventional Giemsa
staining, C and G-banding, and fluorescence in situ hybridization (FISH) using 5S and 18S
ribosomal DNA (rDNA) and (CA)n, (GA)n, (CAG)n, (GATA)n, (GAA)L, (CGC), and (GACA),
microsatellites probes for pure and hybrid species. Morphological and molecular analyses were
made using mitochondrial (mtDNA) and nuclear (nucDNA) DNA sequences in order to identify
the species involved in these cases of hybridism. The 5S rDNA site was identified in the second
pair of metacentric macrochromosomes on the four pure species and hybrids 4 and B, in
addition one extra site was identified in a microchromosome (mc) pair on C. mydas and hybrid
A. The results show that only (CA)n, (GA)n, (CAG), and (GATA), are detected on the
chromosomes of pure and hybrid species, preferentially in heterochromatic regions of mc.
Variation in the heterochromatin and microsatellites localization corroborates the proposal of
centromere repositioning occurrence in Cheloniidae species. The integrated analyses
(morphological, molecular, and cytogenetics) shows that hybrid A is probably an F2 hybrid
among C. caretta X E. imbricata x C. mydas while hybrid B could be the result of backcross
among C. caretta X L. olivacea, however the chromosome sets are still balanced. These findings
are useful in understanding the karyotypic diversification of the species and can be applied in
hybrid karyotypes studies. In the further, sea turtles hybridization in Brazil should continue to
be studied using integrated analyses to comprehend and determine the consequences of this
phenomenon for hybrid individuals and for pure species, in order to develop conservation and
management strategies.

Key-words: balanced chromosome sets; Cheloniidae; hybrids; mitochondrial markers;
morphological analysis; nuclear markers; repetitive DNAs.
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1 INTRODUCAO

As tartarugas marinhas nadam pelos oceanos desde o Cretaceo, ha cerca de 200 milhdes
de anos, sendo parte essencial dos ecossistemas marinhos (PRITCHARD, 1997) e espécies
consideradas bandeira para a conservacao da biodiversidade. Atualmente, sdo encontradas sete
espécies de tartarugas marinhas no mundo, migrando pelos oceanos desde o Artico até a
Tasmania, sdo elas: Dermochelys coriacea, Chelonia mydas, Caretta caretta, Eretmochelys
imbricata, Lepidochelys olivacea, Lepidochelys kempii e Natator depressus, apenas as duas
ultimas ndo sdo encontradas em aguas brasileiras (PRITCHARD, 1997; BAPTISTOTTE et al.,
2003; SANTOS et al., 2011a).

Hibridizacao entre tartarugas marinhas sao registradas ao redor do mundo, porém na
costa brasileira encontra-se a maior taxa de hibridizacdo entre as espécies (LARA-RUIZ et al.,
2006). Devido a sobreposicao de temporadas reprodutivas e a superexploragao das espécies no
passado, no estado da Bahia hibridos entre E. imbricata e C. caretta sio comumente
encontrados (ALLENDOREF et al., 2001; LARA-RUIZ et al. 2006; VILACA et al., 2012;
PROIETTT et al., 2014). Ainda ndo se compreende completamente o efeito a longo prazo da
hibridizagao para essas espécies (LARA-RUIZ et al., 2006; REIS et al. 2010a, 2010b; VILACA
et al., 2012; VILACA e SANTOS, 2013; PROIETTI et al., 2014; SOARES et al., 2017, 2018;
ARANTES et al., 2020a, 2020b). Sendo assim, estudos genéticos sdo necessarios € podem
combinar o uso de marcadores moleculares herdados biparentalmente (VILACA et al., 2012;
VILACA e SANTOS, 2013) com a citogenética. O entendimento dos mecanismos meioticos da
hibridagao propiciado pela citogenética ¢ de extrema importancia tendo em vista que conjuntos
cromossOomicos diferentes sdo um dos fatores que podem gerar gametas desbalanceados e
prevenir a introgressao genética (NAVARRO e BARTON, 2003; FARIA e NAVARRO, 2010).

A citogenética de tartarugas marinhas vem se mostrando um campo de estudos
promissor e que ainda deve ser muito explorado. Estudos de citogenética molecular se
mostraram promissores quando utilizando diferentes marcadores cromossomicos, permitindo a
identificacdo de variacdo da distribuicdo de marcadores genéticos entre os caridtipos,
demonstrando que os cariotipos ndo estao conservados como se pensava até entaio (MACHADO
et al., 2020). Esses resultados mostram a importancia de estudos citogenéticos para o grupo
envolvendo marcadores cromossomicos de DNAs repetitivos, sabendo que estes podem ser
especificos ou compartilhados entre as espécies, o que permite o reconhecimento

microestrutural dos cromossomos e podem ser aplicados na identificacdo de cariétipos hibridos.
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1 Tartarugas marinhas

As tartarugas marinhas sdo répteis pertencentes a grande classe Reptilia, subclasse
Anapsida (caracterizada por animais que possuem cranio sem aberturas temporais), se
encontram dentro da ordem Testudines e da subordem Cryptodira (HICKMAN, 2004).
Representam um componente primitivo e singular da diversidade bioldgica, pertencendo a mais
antiga linhagem de répteis vivos (PRITCHARD, 1997). Habitam os oceanos desde o Cretaceo,
hé aproximadamente 100 milhdes de anos, onde estavam presentes quatro familias de tartarugas
marinhas: Toxochelydae, Protostegidae, Cheloniidae e Dermochelyidae, sendo que apenas as
duas ultimas permaneceram até os dias de hoje. Todos os géneros e espécies existentes
atualmente surgiram no periodo Eocénico e Pleistocénico, entre 60 milhdes e 10 milhdes de
anos atras (HIRAYAMA, 1998; NARO-MACIEL et al., 2008; SANTOS et al., 2011a).

Neste momento evolutivo sdo reconhecidas sete espécies de tartarugas marinhas no
mundo, divididas em duas familias: Dermochelyidae e Cheloniidae (MEYLAN e MEYLAN
1999). A tartaruga-de-couro, Dermochelys coriacea (Vandelli, 1971) € a tnica espécie atual de
Dermochelyidea, enquanto em Cheloniidae sdo reconhecidas seis espécies classificadas em
cinco géneros: a tartaruga-verde, Chelonia mydas (Linnaeus, 1758); a tartaruga-cabecuda,
Caretta caretta (Linnaeus, 1958); a tartaruga-de-pente, Eretmochelys imbricata (Linnaeus,
1766); a tartaruga-oliva, Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829); a tartaruga-de-kempii,
Lepidochelys kempii (Garman, 1880) e a tartaruga-australiana, Natator depressus (Garman,
1880) (PRITCHARD, 1997). As tartarugas-de-couro, verde, cabecuda, de-pente e oliva
ocorrem em daguas brasileiras (BAPTISTOTTE et al., 2003), as outras duas espécies sao
endémicas de diferentes partes do mundo, a tartaruga-de-kempii se distribui entre o noroeste do
oceano Atlantico, Golfo do México e Caribe, ¢ a tartaruga-australiana esté restrita a plataforma
continental da Australia, sul da Indonésia e Papua Nova Guiné¢ (PRITCHARD, 1997).

Andlises filogenéticas demonstram que Dermochelyidae e Cheloniidae divergiram da
linhagem ancestral de Americhelydia durante o Cretaceo e Dermochelys aparece como grupo
basal e irmdo da familia Cheloniidae (Figura 1) (IVERSON et al., 2007; NARO-MACIEL et
al., 2008; VALENZUELA e ADAMS, 2011; MONTIEL et al., 2016; PEREIRA et al., 2017).
Dentro de Cheloniidae sdo reconhecidas duas tribos: Chelonini, que apresenta a espécie M.
depressus como grupo irmao do género Chelonia e Carettini, formada por E. imbricata C.
caretta, L. kempii e L. olivacea, sendo o relacionamento entre as duas ultimas espécies bem
sustentado (BOWEN, 1993; BOWEN e KARL, 2007; IVERSON et al., 2007; NARO-MACIEL
et al., 2008).



21

Figura 1. Cladograma representativo das relagdes filogenéticas entre as espécies de tartarugas marinhas.

Dermochelyidae
Dermochelys coriacea
Chelonini Chelonia mydas
AMERICHELYDIA
Natator depressus
Eretmochelys imbricata
Cheloniidae
Carettini Caretta caretta

Lepidochelys kempii

Lepidochelys olivacea

Fonte: Adaptado de Naro-Maciel et al. (2008) e Pereira et al. (2017).

As tartarugas marinhas s3o animais considerados altamente derivados
morfologicamente por possuirem diversas adaptacdes para a vida no mar, tais como membros
em forma de nadadeiras, glandulas lacrimais grandes e modificadas para remover o excesso de
sal do corpo e carapaca com quantidade reduzida de ossos (nimero de vértebras reduzido e
fusionadas com as costelas) e hidrodinamica facilitando seu deslocamento (MEYLAN e
MEYLAN, 1999). Sdo animais que possuem um complexo ciclo de vida, passando sua vida
migrando por centenas a milhares de quilometros entre as 4reas de alimentagdo e desova
(BOWEN et al., 1995). Tanto os individuos adultos quantos os filhotes e juvenis, parecem
utilizar o campo magnético terrestre para guiarem-se durante essas migracdes (LOHMANN,
2007).

A maior parte das ocorréncias reprodutivas estd concentrada em regides tropicais e
subtropicais (SANTOS et al., 2011a). Nas areas reprodutivas os filhotes eclodem dos ovos
simultaneamente, emergem dos ninhos e correm em dire¢do ao oceano dando inicio a um
frenesi de natagao, utilizando correntes maritimas, em dire¢@o a ambientes pelagicos (BOWEN
e KARL, 2007). Durante o percurso ninho-mar, caracteristicas quimicas e fisicas da praia natal
sdo registradas pelos filhotes, fendmeno conhecido como “imprinting” e, possivelmente tais
sinais sejam responsaveis pelo retorno, anos mais tarde, como adultos em idade reprodutiva,
para acasalar na mesma praia em que nasceram (LOHMANN et al., 1997, 2001). Durante a fase

de vida oceanica, conhecida como “anos perdidos” (CARR et al., 1978), os filhotes
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permanecem boiando passivamente nos maiores sistemas de correntes (giros oceanicos), que
servem como areas de desenvolvimento em mar aberto, e sabe-se muito pouco a respeito dos
héabitos alimentares, comportamento e desenvolvimento destes animais durante esta etapa do
ciclo de vida (BOWEN et al., 1995; LAHANAS et al., 1998). Apds este periodo sdo recrutados
para areas neriticas de desenvolvimento, como juvenis (LAHANAS et al., 1998). Ao longo do
seu desenvolvimento, durante um periodo de aproximadamente 20 anos, ocupam a zona
pelagica neritica ou oceédnica e quando adultos, entre 20-50 anos, migram para as areas de
reproducdo onde, apds um intervalo de duas semanas, as fémeas migram para as areas de
nidificacdo e os machos retornam as areas de alimentacao (LUTZ, 1997).

Apresentam maturagdo tardia e ciclo de vida longo, demorando de 10 a 40 anos para
atingirem a maturidade sexual (MEYLAN e DONNELLY, 1999). O periodo de postura dos
ovos varia de acordo com a regido e a espécie, no Brasil a temporada de desovas vai de setembro
a abril nas praias do continente ¢ de dezembro a junho nas ilhas oceanicas (SANTOS et al.,
2011a). Os ninhos sdo escavados pela fémea, com as nadadeiras traseiras, e sdo depositados
entre 100 e 120 ovos em cada um deles (MILLER, 1997; SANTOS et al., 2011a). Apos a
deposi¢ao, a fémea recobre de areia o ninho e retorna a 4gua, onde permanece até a maturacao
dos outros ovos para entdo retornar a areia e construir um novo ninho, sendo que o ntimero de
ninhos a cada temporada reprodutiva varia entre trés e sete, dependendo da regido e de cada
individuo (FORMIA et al., 2006). Porém, a mortalidade de filhotes e juvenis ¢ alta, sendo que
a cada 1.000 ovos aproximadamente um filhote sobrevive até a fase adulta (FRAZER e
LADNER, 1986).

Os ovos sdo incubados pelo calor do sol nas areias durante um periodo que varia entre
45 ¢ 60 dias (MILLER, 1997). E durante esse periodo que o sexo dos embrides ¢ determinado,
pois as tartarugas marinhas apresentam determinacdo sexual dependente da temperatura de
incubacdo (TSD - temperature-dependent sex determination), nao havendo cromossomos
sexuais heteromorficos nestas espécies (BICKHAM et al., 1980; MORREALE et al., 1982;
YNTEMA ¢ MROSOVSKY, 1982; MROSOVSKY et al., 1984, 1992; VALENZUELA e
ADAMS, 2011; MONTIEL et al., 2016). Nesse caso, a expressao de genes como o Dmrtl
(Doublesex and mab-3-related transcription factor 1) aumenta durante o periodo termo-
sensitivo (segundo terco do desenvolvimento embrionario) em machos e permanece baixo em
fémeas atuando na sintese de enzimas envolvidas na diferenciagdo das gonadas (BULL e
VOGT, 1979; PIEAU, 1996; KETTLEWELL et al., 2000; MURDOCK ¢ WIBBELS, 2003;
MIZOGUCHI e VALENZUELA, 2020). Nas tartarugas marinhas, temperaturas mais altas

produzem fémeas e mais baixas machos, sendo que a temperatura limite para a defini¢ao do
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sexo, conhecida como temperatura pivotal, varia de acordo com a espécie (MARCOVALDI et
al., 1997; FERREIRA JUNIOR, 2009). No entanto, animais com TSD sofrem influéncia direta
do aquecimento global, o que pode gerar consequéncias fatais para a manuten¢do destas
espécies decorrentes do desequilibrio na razao sexual por conta da alteracdo da temperatura nas
areas de desova (WEISHAMPELL et al., 2004; HAWKES et al., 2007).

Estudos de marcacgdo e recaptura mostraram que as fémeas maduras retornam com alta
fidelidade @ mesma praia de desova em sucessivas estagoes reprodutivas (ALLARD et al., 1994;
KARL etal., 1995; BOWEN e KARL, 2007). Da fidelidade ao sitio de desova surgiu a hipotese
de natal homing, onde as fémeas de tartarugas marinhas sempre retornariam a praia de
nascimento para desovar (CARR e HIRTH, 1961). Outra hipdtese ¢ de que as fémeas menos
experientes seguiriam as fémeas maduras até uma praia de nidificag@o e entdo se fixariam neste
local para futuras desovas (hipotese da facilitacao social) (OWENS et al, 1982). A hipdtese de
natal homing ficou comprovada pela alta filopatria das fémeas revelada através de padrdes de
estruturacao populacional para 0o DNA mitocondrial (mtDNA) nas praias de desova (MEYLAN
etal., 1990; ALLARD et al., 1994; JENSEN et al., 2013). No entanto, dados recentes mostram
que as fémeas ndo sao sempre fi¢is ao sitio de nascenga como se pensava anteriormente, pois
existe uma mistura genética entre linhagens maternas com origens distintas, mostrando que nem
sempre todas as fémeas voltam as praias que nasceram para desovar ou ndo surgiriam novos
locais de nidificacdo (VARGAS et al., 2016).

As populagdes de tartarugas marinhas tém sofrido redugdes drasticas nas ultimas
décadas e todas as espécies encontram-se ameagadas de extingdo em diferentes niveis (IUCN,
2021). Infelizmente, isso se deve principalmente a acdo antropogénica, a qual inclui sua
predacdo direta para o consumo de carne, ovos e carapaga, que ¢ utilizada na fabricacdo de
diversos artefatos como bercos, joias, enfeites, entre outros (SANTOS et al., 2011a). Além
disso, ameagas indiretas agravam essa situagdo, como a perda de habitats costeiro e marinho,
causada pela poluicdo e a degradacdo ambiental, onde restos de linhas e redes de pesca, plastico
e isopor afetam esses animais em todas as fases de seu ciclo de vida (DERRAIK, 2002). A
poluicdo marinha ¢ uma grave ameacga, pois as tartarugas marinhas podem se enrolar em
materiais descartados de pesca ou ingerirem material plastico, o que pode gerar asfixia,
fecalomas (endurecimento de fezes no intestino € colon) e uma falsa sensacao de saciedade,
podendo levar o animal a 6bito (SCHUYLER et al., 2014).

O desenvolvimento costeiro afeta diretamente esses animais, através da iluminagao a
beira mar que desorienta fémeas em desova e filhotes, a extracdo de areia que altera as

caracteristicas de incubagao impedindo desenvolvimento dos filhotes e o trafego de veiculos
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que causa a compactacao da areia, atropelamentos e destruicdo de ninhos (LUTCAVAGE et
al., 1997; SANTOS et al., 2011a). Atualmente, a captura incidental pela pesca ¢ responsavel
pelos maiores indices de mortalidade de tartarugas marinhas em todo o mundo (HAMANN et

al., 2010).

1.1.1.1 Chelonia mydas

A tartaruga-verde, também conhecida como aruand, ¢ classificada como espécie
vulneravel (VU) no Brasil (ALMEIDA et al., 2011). Esse nome nao se deve a coloragao exibida
por seu corpo ou carapaga, mas sim pela tonalidade esverdeada apresentada por sua gordura
(WYNEKEN, 2001). Sua carapaca exibe tons de verde, oliva e marrom apresentando manchas
ou padrdes rajados, seu plastrdo ¢ branco ou amarelo claro e a pele usualmente ¢ cinza ou
marrom (WYNEKEN, 2001; FORMIA et al., 2006). Algumas das caracteristicas utilizadas para
identificacdo morfoldgica dessa espécie sdo a presenga de quatro pares de placas laterais e cinco
placas vertebrais na carapaga, e na cabega um unico par de placas pré-frontais e quatro placas
pos-orbitais (Figura 2) (PRITCHARD e MORTIMER, 1999; WYNEKEN, 2001). Sao onivoras
nos primeiros anos de vida e depois adotam dieta exclusivamente herbivora (ALMEIDA et al.,
2011). Quando adultas chegam a alcangar 230 kg e até¢ 1,50 m de comprimento curvilineo da
carapaca, sendo a maior espécie entre as tartarugas de carapaga d6ssea (PRITCHARD e
MORTIMER, 1999). Chelonia mydas atinge a maturidade sexual entre 26 e 40 anos e no Brasil
as areas prioritarias de desova estdo localizadas em ilhas oceanicas: Ilha da Trindade (Estado
do Espirito Santo), Atol das Rocas (Estado do Rio Grande do Norte) e Fernando de Noronha
(Estado de Pernambuco) (ALMEIDA et al., 2011). A principal ameaga a C. mydas ¢ o aumento
da atividade pesqueira que atinge diretamente a populagdo de juvenis, principalmente as
atividades de pesca costeira (ALMEIDA et al., 2011). Além disso, essa espécie € atingida pela
fibropapilomatose, uma doenca de origem infecciosa que pode levar a morte e se caracteriza
por multiplas massas de tumores cutaneos, internos ou externos, que pode estar associada a
fatores como poluicdo e aquecimento das dguas (AGUIRRE, 1998; FOLEY et al., 2005;
ALMEIDA et al., 2011).
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Figura 2. Fotos de espécimes de Chelonia mydas e esquema de identificagdo morfologica da espécie focando nas

placas da cabeca, carapaga e plastro.

1 par de escamas
pre-frontais 4 escudos laterais

W escudo
#' . pre-central -

T e
N
i J 4 escamas

pos-orbitais
~-D

Fonte: Almeida et al. (2011), Pritchard e Mortimer (1999) e Marquéz (1990).

1.1.1.2 Caretta caretta

A tartaruga-cabecuda ou avo-de-aruana € considerada como em perigo (EN) no Brasil
(SANTOS et al., 2011b). Possui esse nome por conta do tamanho da cabeca, que ¢ grande e
relativamente desproporcional ao corpo, sua coloragdo ¢ marrom-amarelada e o ventre ¢
amarelo claro (MARQUEZ, 1990). A carapaga possui cinco pares de placas laterais, sendo que
as placas sdo justapostas e a cabega possui dois pares de placas pré-frontais e trés pares de
placas pos-orbitais (Figura 3) (PRITCHARD e MORTIMER, 1999; WYNEKEN, 2001). Essa
espécie apresenta uma dieta carnivora durante toda a sua vida (BIORNDAL, 1997). Caretta
caretta atinge a maturidade sexual entre 25 e 35 anos e no Brasil as dreas prioritarias de desova
estdo localizadas no norte da Bahia, Espirito Santo, norte do Rio de Janeiro e Sergipe (SANTOS
et al., 2011b). No passado essa espécie foi muito ameagada pela coleta de ovos e o abate de
fémeas, o que felizmente ndo acontece mais nas areas prioritarias de reproducdo devido a
estratégias de conservagao (SANTOS et al., 2011b). Atualmente, a principal ameaga ¢ o

aumento da atividade pesqueira que atinge as populagdes (SANTOS et al., 2011Db).
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Figura 3. Fotos de espécimes de Caretta caretta ¢ esquema de identificacdo morfologica da espécie focando nas

placas da cabega, carapaga e plastrao.
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Fonte: O autor (2017), Santos et al. (2011), Pritchard e Mortimer (1999) ¢ Marquéz (1990).

1.1.1.3 Eretmochelys imbricata

A tartaruga-de-pente ou tartaruga-verdadeira ¢ classificada como criticamente em
perigo (CR) no Brasil (MARCOVALDI et al., 2011). Recebe esse nome porque antigamente
faziam pente com sua carapaga, a qual ¢ de coloracdo marrom com margens serrilhadas e seu
ventre é amarelo claro (MARQUEZ, 1990; ICMBio, 2021). E reconhecida por apresentar em
sua carapaca quatro pares de placas laterais, sendo que estas sdo sobrepostas (imbricadas) e a
cabega possui dois pares de placas pré-frontais e trés pos-orbitais (Figura 4) (PRITCHARD e
MORTIMER, 1999; WYNEKEN, 2001). Essa espécie se alimenta principalmente em locais
com substratos duros, como recifes, sendo suas presas crustdceos, moluscos, briozoarios,
celenterados, ourigos, esponjas e algas (SANCHES e BELLINI, 1999). Eretmochelys imbricata
atinge a maturidade sexual entre 25 e 35 anos e no Brasil as areas de desova distribuem-se desde
o Espirito Santo ao Ceard, sendo que desovas regulares se encontram no litoral norte da Bahia
e Sergipe, e no litoral sul do Rio Grande do Norte (MARCOVALDI et al., 2011). A principal
ameaca para E. imbricata no passado foi a coleta de ovos e o abate de fémeas, principalmente

para exploragdo e comércio da carapaga para, por exemplo, confec¢ao de joias (SANTOS et al.,

2011a). Atualmente essa espécie ¢ ameagada pela captura incidental em atividades de pesca
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costeira, principalmente redes de emalhe (MARCOVALDI et al., 2011).

Figura 4. Fotos de espécimes de Eretmochelys imbricata ¢ esquema de identificagdo morfologica da espécie

focando nas placas da cabega, carapaca e plastrdo.
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Fonte: Marcovaldi et al. (2011), Pritchard e Mortimer (1999) e Marquéz (1990).

1.1.1.4 Lepidochelys olivacea

A tartaruga-oliva ou tartaruga-pequena ¢ considerada como em perigo (EN) no Brasil
(CASTILHOS et al., 2011). E a menor das espécies que ocorrem na costa brasileira e recebe
esse nome pela coloracdo da sua carapaga que ¢ verde oliva e seu ventre ¢ amarelo claro
(MARQUEZ, 1990; SANTOS et al., 2011a). E identificada morfologicamente por apresentar
na carapaga de cinco a nove pares (normalmente seis) de placas laterais e na cabega dois pares
de placas pré-frontais e trés pares pos-orbitais (Figura 5) (PRITCHARD e MORTIMER, 1999;
WYNEKEN, 2001). Essa espécie ¢ carnivora e se alimenta de salpas, peixes, moluscos,
crustaceos, briozoarios, tunicados, aguas-vivas, ovos de peixe e eventualmente algas (SANTOS
et al., 2011a). Lepidochelys olivacea atinge a maturidade sexual entre 10 ¢ 18 anos e no Brasil
a area prioritaria de desova estd localizada entre o litoral sul do Alagoas e o litoral norte da
Bahia, com maior densidade de desovas no estado de Sergipe (CASTILHOS et al., 2011).
Algumas populagdes de L. olivacea apresentam comportamento reprodutivo distinto, onde as

fémeas podem emergir em massa e de forma sincronizada para desovar, comportamento
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denominado de arribada, as quais ocorrem em praias da India, México e Costa Rica (KALB,
1999). A captura incidental representa uma das principais ameacas a essa espécie,

especialmente redes de arrasto utilizadas na pesca do camardo (CASTILHOS et al., 2011).

Figura 5. Fotos de espécimes de Lepidochelys olivacea e esquema de identificacdo morfologica da espécie

focando nas placas da cabega, carapaca e plastrao.

6 ou mais
escudos
laterais

escutos
marginais

vista dorsal da cabega plastriio

Fonte: Castilhos et al. (2011), Pritchard e Mortimer (1999) e Marquéz (1990).

1.1.2 Hibridacdes entre espécies da familia Cheloniidae

O processo de hibridiza¢do pode ser definido como o acasalamento entre individuos
geneticamente distintos, ou seja, entre espécies ou até mesmo subespécies diferentes,
acarretando a mistura de genes que até entdo estavam isolados nessas populagdes (HARRISON,
1993; RHYMER e SIMBERLOFF, 1996; HARRISON ¢ LARSON, 2014; PIETT et al., 2015;
BERUBE e PALSBOOL, 2018). O sucesso do acasalamento entre duas espécies diferentes pode
resultar em hibridos de primeira geragao (F1), os quais podem acasalar e produzir hibridos de
segunda geragdo (F2) e ainda, os hibridos podem acasalar com as espécies parentais puras,
resultando em retrocruzamentos (PURVES et al., 2001; PIETT et al., 2015). Por conta da
mistura de conjuntos génicos diferentes, o processo de hibridizagao pode levar a introgressao,
quando alelos de uma espécie sdao incorporados ao conjunto genético de uma espécie diferente

(RHYMER e SIMBERLOFF, 1996; VILACA et al., 2012).
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E comum que hibridos sejam inviaveis ou inférteis, quando as espécies parentais
costumam nao acasalar (MAYR, 1963), porém espécies que comumente hibridizam podem
produzir hibridos vidveis e até mesmo férteis, podendo levar a perda do isolamento reprodutivo
das espécies parentais (LEHMAN et al., 1991; RHYMER e SIMBERLOFF, 1996;
ALLENDOREF et al., 2001; ABBOTT et al., 2013; BERUBE ¢ PALSBOLL, 2018). Sendo
assim, o processo de hibridizagdo pode ser considerado tanto negativo, quando contribui para a
perda da diversidade genética e até mesmo extingdo de espécies, e positivo, quando contribui
para a adaptacdo das espécies, recupera populagdes ameagadas e preserva a biodiversidade
(PEKKALA et al., 2012; PIETT et al., 2015).

A ocorréncia de hibridacdo natural entre espécies de tartarugas marinhas da familia
Cheloniidae tém sido relatada em varias areas do mundo, entre E. imbricata e C. caretta
(CONCEICAO etal., 1990; KARL et al., 1995; LARA-RUIZ et al., 2006; VILACA et al., 2012;
VILACA e SANTOS, 2013), C. mydas e C. caretta (KARL et al., 1995; JAMES et al., 2004),
E. imbricata e L. olivacea (LARA-RUIZ et al., 2006; VILACA et al., 2012, VILACA ¢
SANTOS, 2013), C. caretta e L. kempii (KARL et al., 1995; BARBER et al., 2003), C. mydas
e E. imbricata (Figura 6) (WOOD et al., 1983; KARL et al., 1995; SEMINOFF et al., 2003;
VILACA e SANTOS, 2013), C. caretta e L. olivacea (Figura 6) (REIS et al., 2010a, 2010b;
VILACA et al., 2012; VILACA e SANTOS, 2013), e até mesmo entre mais de duas espécies:
C. mydas x E. imbricata x C. caretta (VILACA et al., 2012; VILACA e SANTOS, 2013).
Anteriormente, a identificacdo e descricdo desses hibridos era baseada somente em
caracteristicas morfoldgicas intermediarias de duas espécies (WOOD et al., 1983). No entanto,
com o avango dos estudos e desenvolvimento de novas técnicas, esses hibridos passaram a ser
identificados através de marcadores moleculares (mtDNA, microssatélites e nucDNA), que
permitem confirmar as espécies envolvidas e avaliar a extensao desses eventos de hibridiza¢ao
(LARA-RUIZ et al., 2006, VILACA et al., 2012; VILACA e SANTOS, 2013; ARANTES et
al., 2020a, 2020D).

Na costa brasileira, especificamente no litoral do estado da Bahia, observa-se uma
frequéncia excepcionalmente alta (42%) de hibridos entre E. imbricata e C. caretta, onde as
tartarugas hibridas apresentam morfologia de tartarugas-de-pente, mas andlises genéticas
revelaram mtDNA de tartarugas-cabecudas (LARA-RUIZ et al., 2006). Como o mtDNA ¢
herdado maternalmente, isso significa que a prole ¢ resultado do cruzamento de uma fémea
cabeguda com um macho de-pente (LARA-RUIZ et al., 2006). Ainda, foi observado que esses
hibridos apesar de serem mais proéximos morfologicamente de E. imbricata apresentaram

comportamento semelhante a C. caretta, inclusive utilizando dareas de alimentagdo
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caracteristicas da espécie (PROIETTI et al., 2014). Na Bahia, existe uma sobreposi¢do da
temporada de reproducgdo dessas duas espécies fazendo com que estas se encontrem nas areas
de desova, o que possibilita o acasalamento (LARA-RUIZ et al. 2006; VILACA et al., 2012;
PROIETTI et al., 2014). As causas desta elevada taxa de hibridizac¢do ainda ndo sdo claras, mas
podem estar relacionadas aos declinios populacionais devido as agdes antropicas que resultam
em redugdes populacionais e perda de habitats (ALLENDOREF et al., 2001; LARA-RUIZ et al.,
2006, VILACA et al., 2012).

O fendmeno de hibridizacdo foi descrito pela primeira vez no Brasil em 1990 e desde
entdo vem sendo cada vez mais estudado, por estar ocorrendo em uma taxa atipica quando
comparado ao resto do mundo e por ter suas consequéncias ainda pouco conhecidas
(CONCEICAO et al., 1990; LARA-RUIZ et al., 2006; VILACA et al., 2012; VILACA e
SANTOS, 2013; ARANTES et al.,, 2020a, 2020b). Sabe-se que as fémeas hibridas sdo
reprodutivamente vidveis e produzem filhotes devido a provavel inexisténcia de barreiras
reprodutivas e as estruturas cariotipicas praticamente idénticas das espécies (BICKHAM, 1981;
KARL et al., 1995; SEMINOFF et al., 2003; LARA-RUIZ et al., 2006; FUKUDA et al., 2013).
Estudos tém demonstrado que a maioria dos hibridos sdo F1 e somente filhotes foram
identificados como hibridos F2, sugerindo que ou F2 pode nao sobreviver até a idade adulta ou
que o evento de hibridiza¢ao no Brasil ainda ¢ recente, tendo iniciado hé cerca de 20 anos atrés
(VILACA et al., 2012; ARANTES et al., 2020a).

No caso das tartarugas marinhas, ainda nao se sabe o quanto este processo pode afetar
sua aptidao reprodutiva e sobrevivéncia (LARA-RUIZ et al., 2006; REIS et al. 2010a, 2010b;
VILACA et al., 2012; VILACA e SANTOS, 2013; PROIETTI et al., 2014; SOARES et al.,
2017, 2018; ARANTES et al., 2020a, 2020b). No entanto, o estabelecimento das tartarugas
marinhas como espécies independentes ocorreu por milhdes de anos apesar da sobreposi¢ao
entre seus habitats (BOWEN et al., 1993). Acredita-se que as tartarugas marinhas sejam a mais
antiga linhagem de vertebrados a hibridizar na natureza (KARL et al., 1995). Portanto, a
aquisi¢do de informacgdes genéticas basicas, como os caridtipos, € extremamente importante no
entendimento dos mecanismos meidticos da hibridagdo. A estrutura € o numero dos
cromossomos diferentes entre espécies sao fatores que restringem o crossing-over no segmento
rearranjado. Estes segmentos assinapticos podem falhar durante a segregacdo meiotica gerando
gametas desbalanceados e, como resultado, podem evitar a introgressao genética (NAVARRO
e BARTON, 2003; FARIA e NAVARRO, 2010).

Estudos genéticos sdao necessarios € devem combinar o uso de mtDNA com marcadores

herdados biparentalmente, como os nucDNA, para um melhor entendimento da distribuigao,
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identificacdao das espécies parentais e geracoes (VILACA et al., 2012; VILACA e SANTOS,
2013). A presenca destes hibridos pode ter implicacdes negativas na conservacao das espécies
e deve ser levado em consideracdo no desenvolvimento e implementagdo de estratégias de
manejo apropriadas para estas espécies (LARA-RUIZ et al., 2006; VILACA et al., 2012;
VILACA e SANTOS, 2013; PROIETTI et al., 2014; ARANTES et al., 2020a, 2020b).

Figura 6. Espécimes hibridas utilizadas no presente estudo. A esquerda hibrido A (provéavel F2 entre C. caretta x

E. imbricata x C. mydas) e a direita hibrido B (provavel retrocruzamento entre C. caretta X L. olivacea).

Fonte das imagens: Hibrido A — Fundacao Projeto Tamar (2020) e Hibrido B — Laboratdrio de Ecologia e
Conservagao (2020).

1.1.3  Estudos genéticos aplicados a tartarugas marinhas

Os estudos genéticos sdo de grande importincia para caracterizar a estrutura
populacional de tartarugas marinhas e sua dinamica, tendo em vista que o estudo do
comportamento reprodutivo e dos padrdes migratorios e de uso do habitat ¢ muito dificil devido
ao ciclo de vida desses animais (LARA-RUIZ et al., 2006). Grande parte da informagao
conhecida sobre a historia natural das tartarugas marinhas foi produzida por estudos que
utilizaram marcadores genéticos, principalmente marcadores mitocondriais, nucleares e de
microssatélites (NORMAN et al., 1994; BOWEN e WITZELL, 1995; BOWEN ¢ KARL, 1997;
BOWEN, 2003).

O desenvolvimento e aplicagdo da genética molecular fez importantes contribui¢cdes
para o entendimento da dindmica populacional e evolugdo das tartarugas marinhas nas tltimas

décadas (JENSEN et al., 2013; KOMOROSKE et al., 2017). Estudos utilizando marcadores de
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mtDNA mostraram evidéncias de natal homing, um comportamento filopatrico, nas fémeas
adultas, o que permitiu estabelecer conexdes entre as areas de alimentagdo e de nidificagdo e
determinar a origem de tartarugas amostradas longe das areas de reproducao (BASS et al., 1996,
2006; BOWEN et al., 1994, 2007; JENSEN et al., 2013). Além disso, essas ferramentas também
sdo utilizadas em estudos de filogeografia, sistemas de acasalamento, analise de paternidade e
relagdes de parentesco, sucesso reprodutivo, endocruzamento, comportamento migratério e
hibridizagado (LARA-RUIZ et al., 2006; VILACA et al., 2012; JENSEN et al., 2013;
KOMOROSKE et al., 2017; ARANTES et al., 2020a, 2020b).

A taxonomia das tartarugas marinhas s6 foi bem resolvida com o uso de marcadores
nucleares e mitocondriais, 0os quais permitiram a separacao da familia Cheloniidae em duas
tribos, determinar a proximidade entre as espécies e estabelecer diferentes haplotipos para o
género Chelonia nos oceanos Atlantico em Pacifico, o que no passado chegou a ser considerado
como uma subespécie dentro do género (Chelonia agassizii) (PARHAM e ZUG, 1996; NARO-
MACIEL et al., 2008; DUCHENE et al., 2012). Ja para a delimitacio de populagdes, a aplicagdo
de mtDNA ¢ utilizada, tendo em vista que a filopatria das fémeas ¢ um elemento-chave na
determinagdo dos limites populacionais em espécies de tartarugas marinhas (JENSEN et al.,
2013; KOMOROSKE et al.,, 2017). No entanto, os marcadores de mtDNA, por serem
marcadores herdados maternalmente, s6 esclarecem a contribui¢do feminina e podem nao ter
tanto poder de resolucdo devido a alta taxa de evolugdo para genes mitocondriais nas tartarugas
marinhas (NARO-MACIEL et al., 2008). Em contrapartida, os marcadores nucleares como por
exemplo, microssatélites e polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs), mostram também a
contribuicdo masculina, que ¢ essencial para delimitar populacdes com maior precisdo
(KOMOROSKE et al., 2017). A combinag@o do uso de mtDNA e nucDNA proporcionou uma
visdo mais clara sobre o fluxo génico e os limites populacionais, porém os padrdes diferem de
acordo com a regido e a espécie, por isso estudos que integram diferentes metodologias ainda
sao necessarios (JENSEN et al., 2013; KOMOROSKE et al., 2017).

A genética das cinco espécies de tartarugas marinhas do litoral brasileiro tem se focado
basicamente no uso de marcadores moleculares para observar padrdes de migragdo e a
diversidade genética dos individuos. Para isso tem sido utilizado marcadores mtDNA visando
identificar populacdes que se reproduzem em diferentes partes do globo, bem como, para a
identificacao da linhagem materna em hibridos interespecificos (LARA-RUIZ et al., 2006;
VILACA et al., 2012; ARANTES et al., 2020a, 2020b). Atualmente esse ¢ um campo ativo na
pesquisa genética em tartarugas marinhas que busca dados que auxiliem no manejo das espécies

para a conservacao (JENSEN et al., 2013).



33

1.1.4 Citogenética de tartarugas marinhas

Estudos citogenéticos comparativos sdo escassos para espécies da ordem Testudines
(CAVALCANTE et al., 2018; IANUCCI et al., 2019; CAVALCANTE et al., 2020a, 2020b;
MACHADO et al., 2020). Poucos foram os estudos citogenéticos em espécies de tartarugas
marinhas, os quais estavam restritos a descrigao de caracteristicas de citogenética classica,
como o bandamento C, bandamento G e a localiza¢dao das regides organizadoras de nucléolo
(RONSs), ou mesmo, apenas a descricdo do caridtipo das espécies (BICKHAM et al., 1980;
MEDRANO et al., 1987; KAMEZAKI, 1989; KAMEZAKI, 1990; LOPEZ et al., 2008;
FUKUDA et al., 2012; FUKUDA et al., 2013). Porém, alguns autores destacam que quando se
estudam espécies diferentes ou espécies com genomas altamente rearranjados, apenas o uso de
marcadores citogenéticos classicos pode ndo ser suficiente para esclarecer com detalhes a
evolucdo cariotipica de um grupo (CHOWDHARY e RAUDSEPP, 2001; SCHEMBERGER et
al., 2011). Com isso, o desenvolvimento de marcadores cromossdmicos especificos, via
citogenética molecular, permitiu avangos na compreensdo de alteragdes na microestrutura
cariotipica das espécies. Afinal, embora a citogenética classica demonstre por meio de padrdes
de bandamentos uma estabilidade e conservagao cromossdmica, estes ndo sdo capazes de
demonstrar conservacdo das sequéncias de DNA dentro dos cromossomos (WIENBERG e
STANYON, 1997).

Bickham e Carr (1983) mostraram que dados cariotipicos estavam disponiveis para
cerca de 55% das espécies de tartarugas da subordem Cryptodira, o que permitiu estabelecer
relagdes evolutivas entre as familias dessa subordem e resolver alguns problemas de
classificagdo. Apontavam que as informagdes citogenéticas eram Uteis para o entendimento de
relacdes evolutivas nesse nivel devido ao alto grau de conservagdo cariotipica encontrados a
época em diferentes grupos de tartarugas (BICKHAM, 1981). Dessa forma, a aplicacdo de
técnicas de bandamento nos cromossomos € o reconhecimento de homeologias solucionava
parte das duvidas na reconstrucdo da filogenia do grupo (BICKHAM e CARR, 1983).

As familias de tartarugas marinhas Dermochelydae e Cheloniidae foram descritas por
possuirem caridtipos idénticos (2n=56), o que demonstra que essas duas familias sdo mais
relacionadas entre si do que com as outras familias de tartarugas (BICKHAM e CARR, 1983).
Ambas as familias datam do Cretaceo, sendo consideradas ancestrais na subordem, o que
ajudou na proposi¢ao do cariotipo 2n=56 como primitivo para a subordem Cryptodira
(BICKHAM e CARR, 1983). Assim, esse cariotipo 2n=56 pode ter originado os outros
cariotipos presentes em espécies dessa subordem com a ocorréncia de rearranjos

cromossomicos (BICKHAM e CARR, 1983). Dessa maneira, a literatura afirmava que as
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tartarugas marinhas possuiam, sem exce¢do, um caridtipo conservado, o que sugere uma
evolugdo adaptativa eficaz em diferentes niveis (BICKHAM, 1981).

Porém, Machado et al. (2020) realizaram o primeiro estudo de citogenética molecular
comparativo entre espécies de tartarugas marinhas da familia Cheloniidae, localizando in situ
os genes de rDNA 18S e a sequéncia (TTAGGG)n geral dos telomeros dos vertebrados. Neste
estudo foram detectadas variagdes quanto a morfologia cromossdmica, pequenas diferencgas no
padrdo da bandamento dos cromossomos, além de localizar um sitio telomérico intersticial
(interstitial telomeric sequence - 1TS) nas espécies C. mydas e C. caretta, o qual ndo foi
detectado para as outras espécies, sugerindo que as tartarugas marinhas possuem diferentes
marcas espécie-especificas nos cromossomos. Estes dados demonstraram a importancia do uso
de métodos combinados de citogenética convencional e molecular como ferramenta para
deteccdo de diversidade cromossdmica em espécies de tartarugas marinhas (MACHADO et al.,
2020). Ainda, com a averiguagdo do padrao de distribuicdo de algumas classes de DNAs
repetitivos foi demonstrado que os cariotipos da familia Cheloniidae ndo sdo homogéneos,
como proposto em estudos anteriores, mas que possiveis mecanismos evolutivos como
reposicionamentos de centromero e acumulo de DNAs repetitivos diferenciais atuaram na
evolucao cariotipica do grupo (MACHADO et al., 2020).

O estabelecimento de marcadores cromossomicos, que podem ser especificos ou
compartilhados entre as espécies, permite o reconhecimento da diversidade microestrutural dos
cromossomos, o que pode ser utilizado em estudos de cariotipos hibridos. A citogenética ¢ uma
ferramenta importante no reconhecimento de cariotipos hibridos, pois espécimes hibridos sao
resultantes da combinacdo de dois conjuntos cromossomicos diferentes (DOBIGNY et al.,
2017; GALINDO et al., 2021). Essa combinacao de conjuntos cromossdmicos hibridos pode
acarretar em consequéncias genéticas e evolutivas, a exemplo dos erros meioticos de
emparelhamento, crossing-over e segregacao levando a formacao de gametas desbalanceados
(DOBIGNY et al., 2017; GALINDO et al.,, 2021). Ainda, a manuten¢cdo de conjuntos
cromossOomicos balanceados em hibridos interespecificos de geragdo F2 e subsequentes leva a
introgressao génica e diluicdao das diferencas interespecificas, o que pode ser considerado um

problema para a conservagao das espécies (DOBIGNY et al., 2017; GALINDO et al., 2021).

1.1.5 DNAs repetitivos
O tamanho do genoma dos eucariotos varia entre as espécies sem rela¢do clara com a
complexidade do organismo, nimero de genes ou nivel de ploidia (GREGORY, 2005). Essa

variacdo se deve a acumulo de diferentes sequéncias repetitivas, denominadas “DNAs
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repetitivos”, que podem representar mais de 80% dos genomas eucarioticos
(CHARLESWORTH et al., 1994; KIDWELL, 2002). Atualmente, se sabe que esses DNAs
podem ser transcritos e exercer diferentes fun¢des no genoma, porém durante muito tempo essas
sequéncias eram consideradas como nao codificantes, sendo chamadas de junk DNA (NOWAK,
1994; BIEMONT e VIEIRA, 2006). Essas sequéncias podem estar envolvidas na organizagio
estrutural e funcional do genoma, atuando na replicacdo e reparo do DNA, na regulagdo e
expressdo génica, em rearranjos cromossomicos e na segregacdo cromossomica (KIDWELL,
2002; SHAPIRO e STERNBERG, 2005; BIEMONT e VIEIRA, 2006). Inclusive, essas
sequéncias repetitivas podem ser encontradas em pontos de ocorréncia de rearranjos
cromossomicos, sendo responsaveis pela diversidade cariotipica observada em diversos grupos
animais e vegetais (KIDWELL, 2002; FRECHOTTE e PRITHAM, 2007, GONZALEZ e
PETROV, 2012).

O DNAs repetitivo € formado por unidades de sequéncias idénticas ou semelhantes, que
podem ser encontradas in tandem (lado a lado) ou dispersas pelo genoma das espécies. As
sequéncias encontradas in tandem compdem o DNA satélite, minissatélites, microssatélites e
algumas familias multigénicas, enquanto as sequéncias dispersas sdo representadas pelos
elementos transponiveis (HARDMAN, 1986; CHARLESWORTH et al., 1994; KIDWELL,
2002; SUMNER, 2003; WICKER et al., 2007; BISCOTTI et al., 2015).

Os DNAs repetitivos in tandem t€ém fungdes estruturais significativas, ocorrendo em
abundancia nos telomeros, centromeros, clusters de familias multigénicas e em
heterocromatinas (VOGT et al., 1992; RAO et al., 2010). Podem ser amplamente distribuidos
no genoma de uma familia ou género ou podem ser especificos de uma espécie ou cromossomo,
podendo apresentar variagdes no numero de copias ao longo da evolugdo, sendo utilizados em
estudos taxondmicos e filogenéticos (RAO et al., 2010). As repeti¢des in tandem foram
classificadas de acordo com o tamanho da unidade de repeticao em: (i) DNA satélite, unidades
de 100-1000 pares de base (pb); (ii) minissatélites (VNTR - Variable Number of Tandem
Repeats), unidades de 10-100 pb; e os (iii) microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeats),
unidades de 1-6 bp (TAUTZ, 1993; LI et al., 2002). Contudo, essa classificacao tem sido alvo
de reformulacdes, onde para alguns autores as unidades de repeticdo simples podem compor
sequéncias de DNA satélite quando organizadas em arrays de milhares a milhdes de copias nos
cromossomos (GARRIDO-RAMOS, 2015, 2017).

Repetigdes in tandem também sdo encontradas em familias multigénicas, termo
utilizado para incluir grupos de genes oriundos de um ancestral comum e que possuem

sequéncias de DNA e fungdes semelhantes (NEI e RONNEY, 2005). Um exemplo bem
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conhecido de familia multigénica sdo os DNAs ribossomicos (rDNA), os quais transcrevem os
RNAs ribossdmicos (rRNA), que sdo os componentes basicos das subunidades dos ribossomos
(SMIT et al., 2007). As familias multigénicas ribossdmicas sdo organizadas em duas classes: as
de rDNA 458, que transcreve os ¥YRNAs 18S, 5.85 e 28S e ¢é responsavel pela organizacao do
nucléolo, e a de rDNA 58S, que transcreve somente o YRNA 55 (MARTINS e WASKO, 2004).
O rDNA 58S pode atuar como marcador genético para a identificacao de espécies, subespécies,
populagdes ou até mesmo hibridos (MARTINS e WASKO, 2004).

Os elementos transponiveis (TE — Transposable Elements), sdo sequéncias de DNAs
repetitivos que se encontram dispersos pelo genoma e possuem capacidade de se mover e
duplicar, apresentando um notavel sucesso evolutivo e diversidade genética e funcional
(WICKER et al., 2007). Com base no mecanismo de transposicdo, esses elementos sdo
agrupados em duas categorias: retrotransposons (elementos de classe I) e transposons
(elementos de classe IT) (WICKER et al., 2007).

Os retransposons sao sequéncias de DNA que transpdem via transcri¢ao reversa do seu
RNA. Nesse processo, esses elementos sdo transcritos a partir do DNA para RNA e esse RNA
¢ reversamente transcrito, através da enzima transcriptase reversa, para DNA novamente, o qual
sera inserido em uma nova posi¢do no genoma (WICKER et al., 2007). J& os transposons
conseguem se mover sem esse intermedidrio, esses elementos se movimentam no genoma
através de copias do seu DNA. Essas transposicdes sdo catalisadas por enzimas transposases,
as quais cortam o DNA, que se ligard a uma nova regido do genoma (WICKER et al., 2007).

Os TEs podem também ser classificados levando em consideragdo sua autonomia na
realizacdo da transposicdo, podendo ser autdbnomos quando sdo capazes de produzir todas as
proteinas necessarias para a transposi¢ao, ou ndo autdbnomos, quando nao codificam proteinas
e precisam “emprestar” as fungdes enzimaticas necessarias de elementos autonomos presentes
nas mesmas c¢lulas para realizar sua transposi¢ao no genoma (FESCHOTTE et al., 2002).

O mobiloma, por¢do repetitiva de TEsdo genoma, das tartarugas permanecia
subestimado até pouco tempo atras. Estimava-se que somente 10% do contetido do genoma
dessas espécies poderia ser atribuido a elementos transponiveis (SHAFFER et al., 2013;
WANG et al., 2013). No entanto, o sequenciamento do genoma de mais espécies de tartarugas
permitiu que novas anotagdes fossem feitas para o grupo, mostrando que cerca de 30% do
conteudo desses genomas correspondem a TEs, o que pode ser relacionado ao tamanho do
genoma dos répteis (TOLLIS et al., 2017; BOISSINOT et al., 2019).

Dessa forma, os DNASs repetitivos sdo utilizados como marcadores cromossdmicos, 0s

quais podem ser especificos ou compartilhados entre as espécies, e tem demonstrado que
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variagcdes microestruturais participaram da evolugdo do cariotipo da familia Cheloniidae

(MACHADO et al., 2020).



38

1.2 JUSTIFICATIVA

As espécies de tartarugas marinhas que ocorrem no litoral brasileiro estdo todas
ameacadas de extingdo em diferentes niveis. Além disso, na costa brasileira encontra-se o maior
indice de hibridagdo entre essas espécies de vertebrados, os quais nunca foram
citogeneticamente estudados. Diante disso, se torna essencial a aplicagao de estudos de carater
citogenético, utilizando técnicas convencionais e moleculares voltadas ao desenvolvimento de
marcadores cromossomicos para as espécies, as quais possam auxiliar na avalicdo da
microestrutura cariotipica dessas espécies. O estabelecimento de marcadores cromossdmicos
espécie-especificos permite a identificacdo de caridtipos hibridos, contribuindo para estudos do
fenomeno de hibridizagdo e sendo uma ferramenta auxiliar a identificagdo morfoldgica e
molecular desses hibridos. Preencher essa lacuna do conhecimento do grupo auxilia no
entendimento da evolugdo cariotipica das tartarugas marinhas da familia Cheloniidae e na
identificacdo das possiveis consequéncias das hibridagdes para as espécies, podendo
futuramente contribuir também com estratégias para conservacdo ¢ manejo dessas espécies

consideradas bandeiras para conservacao da biodiversidade.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Ampliar o conhecimento da organizacdo e diversificagdo cariotipica das tartarugas
marinhas da familia Cheloniidae que ocorrem no litoral brasileiro e avaliar os conjuntos

cromossomicos dos hibridos interespecificos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar comparativamente os caridtipos de C. mydas, C. caretta, E. imbricata e L.
olivacea do litoral brasileiro para inferir sobre mecanismos evolutivos que deram origem a
diversidade cariotipica do grupo;

b) Utilizar marcadores cromossdmicos de DNAs repetitivos (DNAs ribossdmicos e
microssatélites) para estudar a historia evolutiva dos cariotipos;

c) Estabelecer marcadores cromossdmicos especificos e compartilhados entre as
espécies para possibilitar a identificagao de caridtipos hibridos;

d) Utilizar a citogenética como uma ferramenta auxiliar buscando avaliar a ocorréncia
de conjuntos cromossdmicos balanceados e/ou desbalanceados, integrando a analises
morfolédgicas e de sequéncias mitocondriais e nucleares com vistas a identificagdo de possiveis

individuos hibridos interespecificos.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram estudadas citogeneticamente espécies de C. mydas, C. caretta, E. imbricata ¢ L.
olivacea para a caracterizagdo cariotipica, assim como dois exemplares determinados neste

estudo como sendo hibridos F2 entre espécies de diferentes tartarugas marinhas.

3.1 MATERIAL BIOLOGICO E LOCAIS DE COLETA

O material bioldgico utilizado nesse estudo € originado de exemplares de vida livre, na
reabilitagdo e de cativeiro das espécies C. mydas, C. caretta, E. imbricata e L. olivacea, obtidos
em seis localidades diferentes do litoral brasileiro (Tabela 1) (Figura 7). Dentre os exemplares
dois individuos juvenis classificados como C. mydas (Mata de Sao Jodo — BA) e C. caretta
(Ponta do Sul — PR) foram identificados, através de uma analise morfologica superficial, como
possiveis hibridos entre C. mydas (Cm) x E. imbricata (Ei) e C. caretta (Cc) x L. olivacea (Lo),
sendo chamadas aqui de hibridos 4 e B, respectivamente. A coleta de material biologico dos
exemplares de cativeiro foi realizada em parceria com a Fundagdo Projeto Tamar (Bases de
Florianopolis e Praia do Forte) e com o Aquério Natal. J4 a coleta de material de espécimes de
vida livre foi realizada através de captura intencional com rede de espera ou de animais em
reabilitagdo, em parceria com o Laboratorio de Ecologia e Conservacao (LEC) do Centro de
Estudos do Mar da Universidade Federal do Parana, o Projeto de Monitoramento de Praias da
Bacia de Santos (PMP-BS) e a Associacao MarBrasil, e em areas de desova em parceira com a
Fundacdo Projeto Tamar (Base Pipa) (Autoriza¢do para atividades com finalidade cientifica
MMA/ICMBIo/SISBIO: 52218-8; 43433-2/3).

Os procedimentos estdo de acordo com a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (Protocolo: 7200/2016). O material foi
processado em institui¢des parceiras durantes as coletas em campo e analisado no Laboratério

de Biologia Cromossomica: Estrutura & Fung¢do da UEPG.
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Tabela 1 — Informagdes sobre as espécies analisadas: nimero de individuos, instituigdes parceiras, condigdo de

vida dos animais e locais de coleta.

Espécie N° de Instituicao Condicao Localidade
individuos
Chelonia mydas 3 juvenis Aquario Natal Cativeiro Extremoz —
RN
15 juvenis LEC/PMP- Vida livre Ilha das
BS/MarBrasil Cobras,
Pontal do Sul
-PR
1Qe8 Fundagao Projeto Cativeiro Mata de Sao
juvenis Tamar Jodo - BA
Caretta caretta 138e29Q Fundagao Projeto Cativeiro Florian6polis
Tamar - SC
13,32 Fundacao Projeto Cativeiro Mata de Sao
4 juvenis Tamar Jodo - BA
Eretmochelys 29 Fundagao Projeto Vida Livre Praia das
imbricata Tamar Minas, Tibau
do Sul - RN
4 juvenis Fundagao Projeto Cativeiro Mata de Sao
Tamar Jodo - BA
Lepidochelys 3 juvenis Aquaério Natal Cativeiro Extremoz -
olivacea RN
18e2 Fundacgao Projeto Cativeiro Mata de Sao
juvenis Tamar Jodo - BA
Hibrido A 1 juvenil Fundacdo Projeto Cativeiro Mata de Sao
Tamar Jodo - BA
Hibrido B 1 juvenil LEC/PMP-BS Reabilitagdo Pontal do Sul

-PR

Fonte: O autor (2021). Nota: RN = Rio Grande do Norte; PR = Parana; BA = Bahia; SC = Santa Catarina.
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Figura 7. Mapa parcial da América do Sul indicando os locais de coleta de material bioldgico das tartarugas
marinhas em diferentes areas do Brasil. As espécies estdo indicadas por formas geométricas nas areas coletadas:

C. mydas (circulo), C. caretta (asterisco), E. imbricata (pentagono) e L. olivacea (quadrado).

Chelonia mydas

Caretta caretta

%*

& Eretinochelys imbricata
]

@ Lepidochelys olivacea
|

Fonte: O autor (2021) e Projeto Tamar (2021) - imagens esquematicas das tartarugas.

3.2 METODOS

3.2.1 Analise morfologica

Caracteristicas morfoldgicas de espécimes hibridos de tartarugas marinhas foram
analisadas em comparacdo com descrigdes anatdmicas para as espécies puras, CoOmo proposto
por Pritchard e Mortimer (1999) e Wyneken (2001). Foram contados o nimero de placas pré-
frontais e pds-orbitais da cabega dos animais, assim como o nimero de placas vertebrais,
laterais, nucais, marginais e supracaudais da carapaga (Figura 8). Apoés, caracteristicas
morfoldgicas secundarias foram avaliadas como a aparéncia geral da cabeca e da carapaca dos
hibridos, padrao das placas do plastrdo e o nimero de garras nas nadadeiras, como proposto por
Pritchard e Mortimer (1999), Wyneken (2001) e Sim et al. (2014). Todas as analises
morfolégicas foram realizadas a partir de registros fotograficos dos hibridos 4 e B utilizando o

software Adobe Photoshop 2020.
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Figura 8. Diagrama de reconhecimento das placas para identificagdo morfologica das espécies.

Placas pré-frontais

Placas nucais

Placas vertebrais

Placas pés-orbitais

L. Placas laterais
Placas marginais

Placas supracaudais

Fonte: Adaptado de Wyneken (2001).

3.2.2 Coleta de sangue periférico

Para coleta de sangue, foi realizada uma desinfeccao local com alcool 70% e entdo
foram coletados aproximadamente 2-5 ml de sangue, dependendo do porte do animal, do seio
cervical dorsal ou do seio supra-occiptal de exemplares de C. mydas, C. caretta, E. imbricata e
L. olivacea e dos hibridos 4 e B.

Para coleta de sangue foram utilizadas seringas de 5 ml estéreis, agulhas estéreis de
calibre 25:8, 40:8 e 40:12 e tubos BD VACUTAINER® Heparina estéreis onde o sangue foi

armazenado.

3.2.3 Cultivo temporario de linfocitos

O cultivo temporario de linfécitos foi realizado segundo o protocolo de Rodriguez et al.
(2003), com modifica¢des. Primeiramente, os tubos BD VACUTAINER® Heparina com
sangue foram centrifugados por 5 min a 900 rpm para que os linfocitos fossem separados do
plasma e das hemadcias, o que facilita a coleta da nuvem de linf6citos. Em ambiente estéril, com
uma pipeta Pasteur de plastico a nuvem de linfocitos foi coletada e transferida para aliquotas

de meio para cariotipo RPMI (Vitrocell — Embriolife). As aliquotas foram incubadas em estufa
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ou banho-maria a 30°C por 72 horas. Meia hora antes do término do tempo de cultivo foi
adicionado 100 pL de colchicina 0,025% e as aliquotas ficaram a 30°C até completarem as 72
horas de cultivo. Terminadas as 72 horas, com auxilio de uma pipeta o conteudo das aliquotas
foi ressuspendido para homogeneizar o material. Feito isso, o material foi transferido para tubos
de centrifuga (Falcon) e submetidos a centrifugagao a 900 rpm durante 10 min. Apos esse tempo
na centrifuga, o sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 10 ml de solugao hipotdnica
(KC1 0,075 M), a qual foi previamente aquecida em estufa ou banho-maria a 30°C. Com o
auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro o material foi ressuspendido e incubado a 30°C por 30
min. Apos o tempo na hipotonica, foi adicionado 1 ml de fixador Carnoy 3:1 (4lcool metilico:
acido acético) recém preparado e gelado para cessar o efeito da mesma. O material ficou
descansando na bancada por 10 min. Em seguida, o material foi novamente centrifugado a 900
rpm por 10 min e o sobrenadante foi descartado. Foram feitas mais duas lavagens com 5 ml de
fixador 3:1 e o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado apds cada lavagem. Por fim, ap6s
as lavagens, foram adicionados 1,5 ml de fixador 3:1 ao material que foi transferido para um
microtubo de 1,5 ml. As preparacdes cromossdmicas foram armazenadas em freezer para
posterior preparo das laminas.

As laminas com preparacdes cromossOmicas foram submetidas a coloragdo
convencional por Giemsa 10% (em tampao fosfato pH 6,8) para andlise, em microscopio optico,
do numero diploide e morfologia cromossomica antes de serem conduzidos outros
procedimentos citogenéticos. Foram analisadas pelo menos vinte metafases por individuo para

cada técnica de citogenética convencional ou molecular realizada.

3.2.4 Bandamento C

A deteccdo da heterocromatina constitutiva seguiu o protocolo proposto por Sumner
(1972). As laminas com o material celular foram tratadas em acido cloridrico (HCI) 0,2N, a
37°C, durante 10 min, lavando-as com agua destilada logo em seguida. Feito isso, as laminas
foram incubadas em uma solucdo de hidroxido de Bario (Ba(OH)2) a 5%, recém preparada, a
42°C, durante 1:30-2 min. As laminas foram rapidamente submergidas em solucdo de acido
cloridrico 0,2N a 42°C e lavadas com agua destilada. Depois, as laminas foram incubadas em
solugdo salina 2xSSC, a 60°C, durante 50 min. Por fim, foram novamente lavadas com agua
destilada, secas ao ar e coradas com solugdo de Giemsa a 5%, em tampao fosfato pH 6,8, durante

5 min.
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3.2.5 Bandamento G

Para realizar o procedimento de bandamento G foi utilizado o protocolo proposto por
Seabright (1971), com modificagdes. As laminas com material a ser analisado foram
envelhecidas. Apds o envelhecimento, foram submetidas & uma digestdo com solugdo de
tripsina/EDTA durante 3 s. A solugdo de tripsina foi preparada utilizando 0,01 g de tripsina
(1:250), 1 ml de EDTA 0,5 M e 50 ml de agua destilada. A agdo da tripsina foi interrompida
mediante a lavagem com solug¢ao tampao fosfato pH 6,8. Em seguida as laminas foram coradas
com Giemsa a 5%, em tampao fosfato pH 6,8, por 5 min e fotografadas imediatamente em
fotomicroscopio Olympus BX43 com camera CCD DP-71 (Olympus, Shinjuku, Toéquio,
Japao).

3.2.6 Extragcdo de DNA genomico

A extragdo do DNA gendmico foi realizada a partir de tecidos tipo pele ou musculo de
C. mydas, C. caretta, E. imbricata, L. olivacea e dos hibridos 4 e B obtidos de animais mortos,
na reabilitagdo ou em cativeiro utilizando o kit ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System
(Promega, Madison, Wi, USA).

Pequenos fragmentos de tecidos foram cortados e colocados em microtubos estéreis de
1,5 ml onde foram adicionados 160 puL. de PBS, 20 uL de Proteinase K e 200 puL de Cell Lysis
Buffer (CLD). Os microtubos foram incubados em banho maria a 56°C por aproximadamente
1 hora, vortexando os mesmos a cada meia hora. Foi adicionado 20 pLL de RNAse A e os tubos
foram incubados a 56°C por mais 10 min. Apds, foi adicionado 250 uL de Binding Buffer
(BBA). Essa solugdo, aproximadamente 650 pL, foi adicionada em uma coluna do kit
(ReliaPrep™ Binding Column), colocada em um tubo coletor, a qual foi centrifugada por 1 min
a 14 000 rpm em temperatura ambiente. Apos, descartado o liquido do tubo coletor. A seguir,
foram adicionados 500 pl de Column Wash Solution (CWD) a coluna, centrifugada a 14 000
rpm por 2 min. Apos, descartado o liquido do tubo coletor. Esse ultimo passo foi repetido duas
vezes, dando um total de trés lavagens. O tubo coletor foi descartado e a coluna colocada para
secar em estufa a 37°C por 30 min. A coluna foi colocada em um microtubo estéril e foram
adicionados 25 pL de Nuclease-Free Water, previamente aquecida a 60°C, e incubada a
temperatura ambiente por 1 min. A coluna foi centrifugada por 1 min a 14 000 rpm e

posteriormente descartada. Os microtubos foram armazenados a -20°C.
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3.2.7 Amplificagdo de sequéncias por PCR (Reag¢ao em Cadeia da Polimerase)

Os DNAs ribossomais (rDNA) 5S e 18S, os DNAs mitocondriais (mtDNA) 12S e 16S
e 0os DNAs nucleares (nucDNA) BDNF (brain-derived neurotrophic factor), Cmos (oocyte
maturation factor) € R35 (RNA fingerprint protein 35) tiveram suas sequéncias amplificadas
por meio de PCR utilizando como molde o DNA gendmico das espécies de estudo C. mydas,
C. caretta, E. imbricata, L. olivacea e hibridos 4 e B (Tabela 2).

As reagdes de amplificagdo foram compostas por 40 ng de DNA gendmico, 0.2 uM de
cada primer, 0.16 mM de dNTPs, 1U Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e
1.5 mM de MgCl, no tampao da reacao 1x (200 mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCI). O programa
da reagdao de amplificagdo consistiu em desnaturagdo inicial por 5 min a 95°C, 35 ciclos de
95°C por 30 s, 45 s na temperatura de anelamento (58,5° C — 58S; 57 °C — 18S; 60°C — 16S e
BDNF; 62°C — 128, Cmos e R35), 72°C por 2 min e, extensao final a 72°C por 7 min.

As sequéncias amplificadas foram utilizadas nos procedimentos de purificagao,
sequenciamento, analise das sequéncias e analise molecular das hibridas. Os rDNAs 5S e 18S

foram utilizados para marcagao de sondas utilizadas na hibridacao in situ fluorescente (FISH).

Tabela 2 - Relagdo de primers utilizados nas amplificacdes das sequéncias de rDNA, mtDNA e nucDNA com as
respectivas referéncias.

Gene Primer Forward/Reverse (5’ —3°) Referéncia
58 GCCACACCACCCTGAACAC Suarez et al.
GCCTACGACACCTGGTATTC (2007)
188 GTACAGTGAAACTGCGAATG Machado et
CCTCGTTCATGGGGAATAAT al. (2020)
128 AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT Kocher et al.
TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT (1989)
16S CGCCTGTTTATCAAAAACAT Romano e
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Palumbi.
(1997)
BDNF GACCATCCTTTTCCTKACTATGGTTATTTCATACTT Noonan e
CTATCTTCCCCTTTTAATGGTCAGTGTACAAAC Chippindale
(2006)
Cmos GCCTGGTGCTCCATCGACTGGGATCA Le et al.
GTAGATGTCTGCTTTGGGGGTGA (2006)
R35 ACEATTETCEETEATTETTET Fujita et al.
GCAGAAAACTGAATGTCTCAAAGG (2004)

Fonte: O autor (2021).
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3.2.8 Purificagdo dos fragmentos de DNA

A purificacdo dos fragmentos de DNA de interesse obtidos por PCR foi realizada
utilizando o kit Gel DNA Purification (Ludwig Biotecnologia, Alvorada, Rio Grande do Sul,
Brasil). Foram adicionados aproximadamente 100 pL de produto de PCR, 300 puL de Buffer DD
deixando a solugdo amarela, o que indica pH correto. Depois toda a amostra foi transferida para
uma coluna do kit (EC Column) dentro de um tubo coletor, que foi deixado por 1 min na
bancada a temperatura ambiente, em seguida centrifugado a 12000 rpm por 2 min e, em seguida,
descartado o conteudo do tubo coletor. Foram adicionados 600 uL. de DNA Wash Buffer WB a
coluna, centrifugada novamente a 12000 rpm por 2 min, descartado o contetido do tubo coletor.
O ultimo passo de lavagem foi repetido novamente. Foi feita uma tltima centrifugagdo, a 13000
rpm por 2 min, sem ser adicionado nenhum liquido a coluna para que saissem residuos das
solucdes anteriores. O tubo coletor foi descartado e a coluna colocada para secar em estufa a
37°C por 30 min. Por fim, a coluna foi colocada em um microtubo estéril e foram adicionados
25 uL de Ellution Buffer EB, previamente aquecido em banho-maria a 70°C A coluna foi
deixada em temperatura ambiente por 2 min e entdo centrifugada a 12000 rpm por 2 min. Esse
ultimo passo foi repetido por mais uma vez e entdo o conteudo restante no microtubo foi

armazenado em freezer a -20°C.

3.2.9 Sequenciamento e andlise das sequéncias

O sequenciamento automdatico de DNA dos amplicons obtidos foi realizado em
sequenciador de DNA ABI-PRISM Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias
nucleotidicas obtidas foram analisadas e editadas com o auxilio do software Geneious v 7.1.9
(KEARSE et al., 2012) e posteriormente submetidas a uma analise de identidade utilizando os
bancos de dados Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), presente no National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) para a

identificagdo de similaridade entre genes de outros organismos.

3.2.10 Analise molecular dos hibridos

As sequéncias de mtDNA (12S e 16S) e nucDNA (BDNF, Cmos ¢ R35) dos hibridos 4
e B foram analisadas e corrigidas no software Geneious v 7.1.9 (KEARSE et al., 2012). Os
sitios polimorficos dos genes de nucDNA foram visualmente identificados nas duas fases de
leitura (Forward e reverse). Sequéncias de mtDNA e nucDNA de C. mydas, C. caretta, E.
imbricata e L. olivacea consideradas puras por Naro-Maciel et al. (2008) (Numero de acesso:

FJ009020.1-FJ009031.1; FJ039920.1-FJ039988.1) e Vilaga et al. (2012) (Numero de acesso:
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JX067524.1; JF415092.1-JF415117.1) foram retiradas do banco de dados GenBank (NCBI) e
alinhadas as sequéncias dos hibridos 4 ¢ B utilizando o algoritmo ClustalW do Geneious. Os
haplotipos de nucDNA foram determinados utilizando a ferramenta PHASE do software DnaSP
v5 (LIBRADO e ROZAS, 2009) e uma rede haplotipica foi gerada para cada gene utilizando o
critério de Median Joining (BANDELT et al., 1999) no software PopArt 1.7 (LEIGH e
BRYANT, 2015).

3.2.11 Marcagao de sondas

A sonda de rDNA 18S foi marcada utilizando biotina-16-dUTP (Jena Bioscience,
Dortmund, Germany) como descrito em Machado et al. (2020). J4 a sonda de rDNA 5S foi
marcada através de PCR utilizando 40 ng de DNA de C. mydas, 1X Taq Reaction buffer (200
mM Tris pH 8.4, 500 mM KCl), 40 uM de dATP, dGTP e dCTP, 28 uM de dTTP, 12 uM de
digoxigenina-11-dUTP (Jena Bioscience, Dortmund, Germany), 1 puM de primers, 2 mM
MgCl; e 0.05 U/uL de Tag DNA Polymerase (Invitrogen®).

As sondas de microssatélites (CA)1s, (GA)1s, (CAG)10, (GATA)s, (GAA)10, (CGC)io e
(GACA)s tem marcagdo direta com o fluorocromo Cy5 (Sigma-Aldrich, San Luis,Missouri,

USA) na extremidade 5’ durante a sintese do DNA.

3.2.12 Hibridacgao in situ fluorescente (FISH)

As sondas de rDNAs e microssatélites foram submetidas a FISH. Para as sondas de
microssatélites o protocolo seguiu o proposto por Kubat et al. (2008). Ja para as sondas de
rDNA 58S e 18S foi utilizado o protocolo geral da FISH sob alta condi¢ao de estringéncia (2,5
ng/uL sonda, 50% formamida, 2 x SSC, 10% sulfato dextrano, 37°C por 16 h) como descrito
por Pinkel et al. (1986). Para a deteccdo das sondas foram utilizados os anticorpos streptavidina
conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) para o rDNA 18S e anti-digoxigenina conjugada
com rodamina (Roche Applied Science) para o rDNA 5S. As sondas de microssatélites por
terem marcagdo direta ja possuem o anticorpo conjugado e ndo precisaram de detecg¢do. Os
cromossomos foram contracorados com 0,2 pg/mL de 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
em meio de montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA), e analisados no
microscopio de epifluorescéncia Leica DM 2000 (Leica, Wetzlar, Germany) acoplado a camera

DFC3000 G CCD.
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3.2.13 Organizag¢ao dos caritipos

Os cromossomos de C. mydas, C. caretta, E. imbricata, L. olivacea e dos hibridos 4 e B
foram organizados por ordem decrescente de tamanho e de acordo com a posicao centromérica,
como descrito por Montiel et al. (2016). Foram divididos com base no tamanho em
macrocromossomos (metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos) e
microcromossomos (mc), de acordo com Bickham et al. (1980). Os cariotipos das hibridas
foram organizados baseados nos cariotipos das espécies puras. Idiogramas representativos
foram construidos para as espécies puras, baseados nos dados do presente estudo e nos obtidos

por Machado et al. (2020), utilizando o software Adobe Photoshop 2020.
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em dois capitulos correspondentes aos artigos

cientificos:
4.1 CAPITULO I

Heterochromatin and microsatellites detection in karyotypes of four sea turtle species:

Interspecific chromosomal differences
4.2 CAPITULO IT

Integrating morphological, molecular, and cytogenetic data for F2 sea turtle hybrids

diagnosis revealed apparently balanced chromosomal sets
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4.1 CAPITULO I

Heterochromatin and microsatellites detection in karyotypes of four sea turtle species:

Interspecific chromosomal differences

Artigo publicado no periodico Genetics and Molecular Biology 43, 4, e20200213 (2020)
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Abstract

The wide variation in size and content of eukaryotic genomes is mainly attributed to the
accumulation of repetitive DNA sequences, like microsatellites, which are tandemly repeated
DNA sequences. Sea turtles share a diploid number (2n) of 56, however recent molecular
cytogenetic data have shown that karyotype conservatism is not a rule in the group. In this
study, the heterochromatin distribution and the chromosomal location of microsatellites (CA)n,
(GA)n, (CAG)n, (GATA)n, (GAA), (CGC), and (GACA), in Chelonia mydas, Caretta caretta,
Eretmochelys imbricata and Lepidochelys olivacea were comparatively investigated. The
obtained data showed that just the (CA),, (GA)n, (CAG), and (GATA), microsatellites were
located on sea turtle chromosomes, preferentially in heterochromatic regions of the
microchromosomes (mc). Variations in the location of heterochromatin and microsatellites
sites, especially in some pericentromeric regions of macrochromosomes, corroborate to
proposal of centromere repositioning occurrence in Cheloniidae species. Furthermore, the
results obtained with the location of microsatellites corroborate with the temperature sex
determination mechanism and the absence of heteromorphic sex chromosomes in sea turtles.
The findings are useful for understanding part of the karyotypic diversification observed in sea

turtles, especially those that explain the diversification of Carettini from Chelonini species.

Keywords: Cheloniidae; Chromosomal rearrangements; Cryptodira; Endangered species;

Repetitive DNAs.
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Introduction

Sea turtles (Testudines: Cryptodira) are grouped into Dermochelyidae and Cheloniidae
families and only seven living species (Pritchard, 1997). Dermochelyidae is monotypic,
represented by Dermochelys coriacea (leatherback sea turtle), and is the sister-taxon to a clade
comprising all other extant sea turtles (Bowen and Karl, 1996; Dutton ef al., 1996; Parham and
Fastovsky, 1997; Iverson et al., 2007). Molecular phylogenetic studies supported recognition
of two tribes in Cheloniidae: (i) Chelonini grouping Natator depressus (flatback sea turtle) and
Chelonia mydas (green sea turtle) and; (if) Carettini grouping Lepidochelys olivacea (olive
ridley sea turtle), Lepidochelys kempii (Kemp’s ridley sea turtle), Eretmochelys imbricata
(hawksbill sea turtle) and, Caretta caretta (loggerhead sea turtle) (Iverson et al., 2007; Naro-
Maciel et al., 2008).

All sea turtle species show different levels of threat of extinction and are considered flag
species for the conservation of biodiversity (IUCN, 2020). In addition, numerous threats affect
the population maintenance and species conservation (Lara-Ruiz et al., 2006; Proietti et al.,
2014; Arantes et al., 2020). Phylogenetic analyses confirmed turtles as sister group of birds and
crocodilians (Archosauria), thus justifying comparisons among the groups (Chiari et al., 2012).
Therefore, some authors considered reptiles to be a key group in understanding the evolution
of vertebrates, and anchored by chromosomal studies, the diversity of their representatives was
studied (Valenzuela and Adams, 2011; Green et al., 2014; Montiel et al., 2016; Lee et al., 2019,
Deakin and Ezaz, 2019).

Testudines  cytogenetic ~ studies  demonstrated karyotypes composed of
macrochromosomes and a variable number of microchromosomes (mc), a characteristic shared
with birds and squamate reptiles (Olmo, 2008; Pokorna ef al., 2011a; Montiel et al., 2016). In
turtles, three karyotypic groups were proposed according to the diploid number (2n): (i) high
2n (60 - 68 chromosomes) and high amount of mc; (ii) intermediate 2n (50 - 56 chromosomes)
and relatively low amount of mc and; (iii) low 2n (26 - 28 chromosomes) and without mc (Ayres
et al., 1969; Barros et al., 1976; Sites et al., 1979). However, genomic and cytogenetic studies
using comparative analyses of chromosomal markers are scarce in Testudines species (Iannucci
et al., 2019; Cavalcante et al., 2018, 2020a, 2020b).

The wide variation of 2n (26 — 68 chromosomes) observed in turtles implies that their
genomes have been deeply reorganized (Noleto et al., 2006; Valenzuela and Adams, 2011;
Montiel et al., 2016; Noronha et al., 2016; Cavalcante et al., 2018, 2020a, 2020b; Clemente et

al., 2020). In this sense, the characterization of repetitive DNA sequences present in
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heterochromatin sites allow us to understand chromosomal rearrangements in some species of
the group (Cavalcante et al., 2018, 2020a, 2020b). In turtles, as well as in birds, heterochromatin
is located in the pericentromeric region of most macrochromosomes and some mc (Nishida et
al., 2013; de Oliveira et al., 2017, Cavalcante et al., 2018; Barcellos et al., 2019). In
crocodilians, which do not have mc, the heterochromatic regions were also preferentially
located in the pericentromeric regions (Amavet ef al., 2003; Kawagoshi et al., 2008).

Heterochromatin is usually composed by an enriched repetitive DNA segment of
satellite DNAs (Sumner, 2003). Satellite, minisatellites and microsatellites DNAs were initially
classified according to both the length of the whole repeat cluster and the size of the repetitive
unit (Tautz, 1993). Although controversy still exists, the term satellite DNA has been applied
to any tandem repetitive sequence which is present in blocks of hundreds to thousands of units
and which are located in heterochromatin sites regardless of unit size (Garrido-Ramos, 2015).
For instance, microsatellites are 1-6 nucleotides units tandemly repeated and can be found
accumulated as a part constituent of heterochromatin (Kubat et al., 2008; Schemberger et al.,
2019; Viana et al., 2020; Zattera et al., 2020) or located dispersed in euchromatic chromosomes
regions (Toth et al., 2000; Ruiz-Ruano et al., 2015). Its location on chromosomes can be
species-specific or present a similar distribution pattern in close relationship species groups
(Téth et al., 2000; Ziemniczak et al., 2014; Pucci et al., 2016).

Based on phylogenetic analysis in Testudines, Montiel et al. (2016) proposed that the
putatively ancestral condition for Dermochelyidae and Cheloniidae species is a 2n of 56
chromosomes. In previous studies, all sea turtle species shared 2n = 56 and their karyotypes
were considered identical (Bickham ef al., 1980; Bickham and Carr, 1983; Lopez et al., 2008;
Fukuda et al., 2014). However, a recent comparative cytogenetic study showed species-specific
differences in chromosomal morphology, G-banding patterns, besides interstitial telomeric sites
(ITS) occurrence, among C. mydas, L. olivacea, E. imbricata and, C. caretta, which ruled out
the proposal of conserved structure of the macrochromosomes in Chelonidae (Machado et al.,
2020). Here, chromosomal data of sea turtle species from Cheloniidae that occur in the Brazilian
coast: C. mydas, C. caretta, E. imbricata, and L. olivacea were comparatively analyzed, aiming
to describe the heterochromatin and microsatellites chromosomal locations, inferring its

relations with the interspecific karyotype diversity.
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Material and Methods
Sampling and chromosome preparation

Chelonia mydas, C. caretta, E. imbricata and L. olivacea were cytogenetically
compared. The biological samples were obtained on different areas of the Brazilian coast
(Figure 1; for details, see Table S1): (i) C. mydas from Extremoz — Rio Grande do Norte State,
Cobras Island — Parana State and Mata de Sao Joao — Bahia State (N = 27: one female and 26
juveniles), (ii) C. caretta from Mata de Sao Jodao and Florian6polis — Santa Catarina State (N =
11: two males, five females and four juveniles), (iii) E. imbricata from Tibau do Sul — Rio
Grande do Norte State and Mata de Sao Jodo (N = 6: two females and four juveniles ), and (iv)
L. olivacea from Extremoz and Mata de Sao Jodo (N = 6: one male and five juveniles). The
collection samples were authorized by the Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio, licence number 52218-7; 43433-2/3). All experimental procedures
were authorized and performed following the Ethical Committee on Animal Use of the
Universidade Estadual de Ponta Grossa. (Protocol: 7200/2016).

Peripheral blood was used to obtain the chromosomal preparations by temporary culture
of lymphocytes method (Rodriguez et al., 2003). The slides containing chromosomal
preparations were submitted to C-banding for constitutive heterochromatin detection (Sumner,

1972) and to fluorescence in situ hybridization (FISH) assays, using microsatellites probes.

FISH

The (CA)is, (GA)1is, (CAG)io, (GATA)s, (GAA)w, (CGC)io and (GACA)
microsatellites probes were directly labelled with Cy5 fluorochrome (Sigma-Aldrich, San Luis,
Missouri, USA) at the 5’ end during DNA synthesis. FISH was performed according to the
protocol proposed by Kubat et al. (2008), under 77% stringency. Chromosomes were
counterstained with 0.2 pg/mL 4°,6-diamidino-2-phenylindole - DAPI (Sigma-Aldrich) in the
VECTASHIELD mounting medium (Vector, Burlingame, CA, USA). The images were
captured in CCD Olympus DP-72 camera coupled in epifluorescence microscope Olympus
BX51 (Olympus, Tokyo, Japan). Twenty metaphases were analyzed per sampled individual for

microsatellites signals detection.

Karyotypes organization
Chromosomes were arranged by decreasing size and centromere position, as described

by Montiel et al. (2016). They were classified as bi-armed and one-armed (acrocentric),
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depending on their arm ratio, and as macrochromosomes or mc, according to Bickham et al.
(1980) description. Representative idiograms of the karyotype organization of the four species
analyzed were designed, illustrating the data obtained in the present study and those of Machado

et al. (2020).

Results
Constitutive heterochromatin organization

The four species presented 2n = 56 arranged in 12 macrochromosome and 16 mc pairs
for males and females karyotypes and without evidence for heteromorphic sex chromosomes
occurrence among all individuals sampled (Figures 2—7). Chelonia mydas, C. caretta, E.
imbricata and L. olivacea showed few heterochromatic blocks in the karyotypes, as follows: (i)
C. mydas showed heterochromatic blocks in the pericentromeric regions of macrochromosomes
2-4, 8, 11 and 12, besides in the pericentromeric regions of mc long arms 13-19, 21, 23 and 25
(Figures 2 and 3); (ii) C. caretta has heterochromatic blocks in the pericentromeric regions of
macrochromosomes 3 and 8, as well as in the pericentromeric region of mc 13 and, in the long
arm of mc 14, 17 and 20 (Figures2 and 3); (iii) E. imbricata showed heterochromatic bands
located in the pericentromeric regions of the macrochromosomes 1-3 and 12, besides in the
pericentromeric regions of me 13, 14, and 17 and, in the subterminal region of the long arm of
mc 16, 18 and 19 (Figures2 and 3); and (iv) in L. olivacea heterochromatin is located in the
pericentromeric regions of the macrochromosomes 2-4, 6 and 9-12, as well as in the
pericentromeric regions of mc 13, 15, 17-19 and 21 and, in the long arms of mc 14, 20, 23 and

25 (Figures2 and 3).

Microsatellites: Distribution Pattern

Distinct microsatellites signals were detected on chromosomes of C. mydas, C. caretta,
E. imbricata and L. olivacea (Figures 4-7). The (GAA)10, (CGC)10 and (GACA)s microsatellites
probes were not detected on the chromosomes of these four species by FISH procedure. The
microsatellite (CA), was located as a block in the short arms of the chromosome pairs 4 and 16
in C. mydas (Figures2 and 4). Caretta caretta has (CA), block detected in mc 13 and dispersed
in me 17 (Figures2 and 4). In E. imbricata, (CA), signals were visualized as a block in
chromosome pairs 2, 4, 13 and 16, and dispersed along chromosome pair 9 (Figures2 and 4).
Lepidochelys olivacea has (CA), markers detected as a block in the short arms of the acrocentric

pair 4, besides dispersed signals along the chromosome pairs 4 and 14 (Figures 2 and 4).
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(GA), signals were detected in mc pair 14 of C. mydas, mc pairs 13 and 14 of C. caretta,
mc pairs 24 and 25 in E. imbricata, and in the mc 14 of L. olivacea (Figures2 and 5). The
microsatellite (CAG), was located as block in chromosome pairs 13, 15-17 of C. mydas, besides
dispersed signals along chromosome pairs 4, 5, 14, 19 and 21 (Figures2 and 6). (CAG), motifs
were not detected in C. caretta karyotype (Figure 6), while in E. imbricata (CAG), signals were
located dispersed along the chromosome pairs 8, 13, 17 and 22 (Figures2 and 6). In L. olivacea,
(CAQG), signals were detected in the mc 13, 16, 17 and 19 (Figures2 and 6). (GATA), motifs
were in situ located in the mc pairs 13, 15, 16 and 22 in C. mydas karyotype, in the mc pairs 13
and 16 in C. caretta, in chromosome pairs 9, 16, 18, 19 and 24 in E. imbricata and, in mc pairs

13 and 15 of the L. olivacea (Figures2 and 7).

Discussion

Sea turtles have been studied from a cytogenetic point of view (Bickham et al., 1980;
Bickham and Carr, 1983; Lopez et al., 2008; Fukuda et al., 2014), but the lack of comparative
karyotype studies prevents a more robust analysis of evolutionary chromosomal changes. The
first comparative cytogenetic study in sea turtles was conducted by Machado et al. (2020) based
on G-banding and in situ location of 18S rDNA and telomere sequences. The compared
karyotypes revealed species-specific chromosomal morphology involving macrochromosomes
pairs 4, 5, 7, and 12 among C. mydas, C. caretta, E. imbricata and L. olivacea (Machado et al.,
2020) and refuses the proposal of identical karyotypes for sea turtles. Additionally, the same
four Cheloniidae sea turtles that inhabiting the Brazilian coast were here investigated and
showed chromosomal differences in heterochromatin and microsatellites distribution on the
karyotypes, making possible to infer new molecular mechanisms in sea turtles diversification.

The heterochromatic blocks found in macrochromosomes varied among species and
demonstrated an unusual feature which only one member of the homologous bears
pericentromeric heterochromatic block for macrochromosome pairs 1, 2, and 3 in some species,
as also detected by Bickham et al. (1980) in C. mydas. It’s known that satellite DNA (including
micro- and minisatellites) 1s made up of systematic in tandem repeats favoring the occurrence
of ectopic recombination and genic conversion (Schweizer and Loidl, 1987; Louzada et al.,
2020), which could lead to a differential in cis accumulation of satellite DNA units on
heterochromatin blocks, as visualized in sea turtles’ chromosomes. An other pathway,
homologous recombination involving transposable elements surrounding pericentromeric
region could promote substantial differences in heterochromatin block sizes (Xiao and

Peterson, 2000).
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Phylogenetic analyses proposed that Dermochelyidae and Cheloniidae diverged from
Americhelydia ancestral lineage in the Cretaceous and that all Cheloniidae species diverged
from Dermochelys coriacea (Iverson et al., 2007; Naro-Maciel et al., 2008; Valenzuela and
Adams, 2011; Montiel et al., 2016; Pereira et al., 2017). In addition, an ancestral reconstruction
demonstrated that the Chelonini tribe (C. mydas and N. depressus) split from Carettini about 34
million years ago (Mya), and in Carettini, Eretmochelys split from Caretta and Lepidochelys
about 23 Mya (see Figure 1; Pereira et al., 2017). Interestingly, the distinct chromosome pairs
morphologies observed among C. mydas, C. caretta, E. imbricata and L. olivacea, proposed by
Machado et al. (2020), also had diverged in pericentromeric heterochromatin composition,
mainly in the pairs 4 and 12.

Different chromosome morphologies (considering the centromere position) in a
homeologue chromosome pair among phylogenetically related species may be the result of
chromosomal rearrangements (Charlesworth et al., 1994). However, some studies suggested
that the repositioning of the centromere can occur, without changes of the DNA markers along
the chromosomes (Montefalcone et al., 1999; Ventura et al., 2001). The repositioning of the
centromere occurs because of the emergence of a new centromere due to numerous epigenetic
changes and not by relocating an existing centromere from another genomic site (Amor et al.,
2004). Thus, since G-banding technique did not evidence the occurrence of pericentric
inversions among sea turtle chromosomes (Machado et al., 2020), the presence vs. absence or
differences in the centromeric heterochromatin content reinforce the proposal of centromeric
repositioning mechanism occurrence in the diversification of some chromosomes among C.
mydas, C. caretta, E. imbricata and L. olivacea.

Changes in pericentromeric heterochromatin composition among sea turtles’
chromosomes, as partially demonstrated by microsatellites in situ localization and C-banding,
could have emerged to new centromeres and could have led to morphological chromosome
alterations. Applying the evolutionary scenario proposed by molecular phylogenetic studies
(Iverson et al., 2007; Naro-Maciel et al., 2008; Valenzuela and Adams, 2011; Montiel ef al.,
2016, Pereira et al., 2017), the bi-armed chromosome pairs 4 and 5 from C. mydas could have
diverged to acrocentric in E. imbricata and L. olivacea (Figure 1). Contrary to phylogenetic
data that infers C. caretta diverged from E. imbricata, C. caretta shared chromosome pairs 4
and 5 morphology with C. mydas, probably indicating chromosomal homoplasy. In addition,
C. caretta is the only turtle, among the four species studied, that have chromosome pair 7 bi-
armed, indicating specific chromosomal changes in the evolutionary lineage that still need to

be solved.
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Following the phylogenetic proposal, the acrocentric pair 12 of E. imbricata diverged
from a metacentric one present in C. mydas, since the location of a conspicuous heterochromatic
block is shared between these chromosomes. The chromosome 12 changed in E. imbricata
without detection of chromosomal inversions or DNA repeat unit’s retraction, which still
corroborates with the proposal of partial deletion or translocation in the origin of the pair 12 as
an acrocentric in E. imbricata (Machado et al., 2020). In this proposal, this chromosomal
rearrangement should be a recent and specific event occurred in E. imbricata, once C. caretta
and L. olivacea shared the metacentric pair 12 from C. mydas.

Usually, microsatellites accumulations were demonstrated in the terminal regions of
vertebrate chromosomes, which seems to be a common feature due to different mechanisms
that accumulate these sequences in these regions (Pokorna ef al., 2011b; Torres et al., 2011;
Ziemniczak et al., 2014; Ruiz-Ruano et al., 2015; Pucci et al., 2016; Ernetti et al., 2019). The
(CA)n, (GA)n, (CAG), and (GATA), microsatellites were reported for the first time in sea
turtles’ karyotypes and demonstrated that most of them possibly make up part of the repetitive
units of heterochromatin in C. mydas, C. caretta, L. olivacea and E. imbricata, especially in
mc. Furthermore, the chromosomal location of microsatellites sequences in the pericentromeric
regions for some chromosomes is common in species groups close to turtles, such as birds and
crocodilians (Rao et al., 2010; Nishida et al., 2013; Matsubara et al., 2016; de Oliveira et al.,
2017; Kretschmer et al., 2018; Barcellos ef al., 2019). In this study, only the (CA);s repetition
was observed in pericentromeric region for the macrochromosome pair 4 of C. mydas, E.
imbricata and L. olivacea, which reinforces the hypothesis of a probable homeology among the
pairs and that the morphological differences observed among the chromosomes are the result
of a possible centromeric repositioning (Machado et al., 2020).

The microsatellite (GA), showed accumulated signals in the Nucleolus Organizer
Region (NOR) locus, except for E. imbricata. Studies have shown that the frequent association
between microsatellites and NOR regions is explained by large number of microsatellites in
rDNA intergenic spacers (Ruiz-Ruano ef al., 2015; Agrawal and Ganley, 2018). Furthermore,
the fact that these microsatellites could be found in blocks, dispersed or absents along the
chromosome arms may reflect a possible trend of expansion of these microsatellites in the
genomes (Pokorna et al., 2011b; Ruiz-Ruano et al., 2015). Dispersed distributions of
microsatellite on chromosomes are constantly associated with TEs, which can contribute to the
dispersion of these sequences in the genome (Pucci et al., 2016).

The absence of (CAG), signals in the chromosomes of C. caretta demonstrated that this

repetition may have contracted (deletion of repetitive units) in the genome (Lopez-Flores and
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Garrido-Ramos, 2012) to a reduced number of copies, undetectable by FISH procedure
(Kretschmer et al., 2018). The number of heterochromatic bands and microsatellites (CA)n,
(GA)n and (GATA), sites also were lower in C. caretta when compared to C. mydas, E.
imbricata and L. olivacea, corroborating that C. caretta has a probable divergent karyotype
evolution from the other Carettini species.

(GATA), sequence can be found in the promoter region of the Doublesex and mab-3-
related transcription factor 1 (Dmrtl) gene (Raymond et al., 2000). Dmrtl is a a gene that acts
during sex determination stages in reptile development (Kettlewell ez a/., 2000; Mizoguchi and
Valenzuela, 2020), which the sex of the embryos is determined by the incubation temperature
of the nest (temperature-dependent sex determination: TSD), the most common mechanism of
environmental sex determination (ESD) (Ferreira Junior, 2009). Although, genotypic sex
determination mechanism was described to have evolved independently in five families of
turtles (Chelidae, Emydidae, Geoemydidae, Kinosternidae and Trionychidae) (Valenzuela and
Adams, 2011; Badenhorst et al., 2013; Rovatsos et al., 2017; Lee et al., 2019; Viana et al.,
2020), sea turtles species were described as belonging to a TSD lineage (Bickham et al., 1980;
Morreale et al., 1982; Yntema and Mrosovsky, 1982; Mrosovsky et al., 1984, 1992; Valenzuela
and Adams, 2011; Montiel et al., 2016). Previous in situ localization of (GATA), in three
species of turtles with TSD, using both sexes, detected markers preferably in mc and without
evidence of sex-specific chromosomal sites (Mazzoleni et al., 2019). In situ location of
(GATA), in C. mydas, C. caretta, E. imbricata and L. olivacea showed accumulations in mc
pairs, in addition to a macrochromosome in E. imbricata. However, the absence of size
heteromorphism between homeologous chromosomes carrying (GATA), sites reinforces the
condition of the absence of heteromorphic sex chromosomes in this group.

In conclusion, this study corroborates the proposal of the centromere repositioning to
explain chromosomal morphology alterations in sea turtle diversification, addressing important
concerns to absence of pericentromeric heterochromatin in macrochromosomes of Carettini,
especially in E. imbricata and L. olivacea. Furthermore, heterochromatic bands and
microsatellite sites showed chromosomal differences among C. mydas, C. caretta, E. imbricata
and L. olivacea karyotypes. These findings encourage further research on the the chromosomal
evolution in sea turtle species aiming to understand the diversification of Cheloniidae

karyotypes.
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Supplementary material

Table S1 — Data of the sea turtle species sampled in Brazilian coast or obtained in captive

condition.
Species Samples Condition Localities GPS
Chelonia mydas 3 juveniles Captive Aquario Natal; 5°43°53” §;
Extremoz — RN 35°12°16” W
15 juveniles Wild Cobras Island; 25°28°55”S;
Pontal do Sul — 48°25°56”W
PR
1 Q@ and 8 juveniles Captive Projeto 12°34°38”S;
TAMAR; Mata 38°00°07"W
de Sdo Jodo -
BA
Caretta caretta 1dand2 Q Captive Projeto 27°34°19”S;
TAMAR; 48°25°40”"W
Floriandpolis —
SC
14,3 %Qand5 Captive Projeto 12°34°38”S;
juveniles TAMAR; Mata 38°00°07"W
de Sao Joao -
BA
Eretmochelys 29 Wild Minas Beach; 6°14°277S;
imbricata Tibau do Sul — 35°02°16”W
RN
4 juveniles Captive Projeto 12°34°38”S;
TAMAR; Mata 38°00°07"W
de Sdo Joao -
BA
Lepidochelys 3 juveniles Captive Aquario Natal; 5°43°53” S;
olivacea Extremoz — RN 35°12°16” W
1 & and 2 juveniles Captive Projeto 12°34°38”S;
TAMAR; Mata 38°00°07"W
de Sao Jodo-
BA

Source: The author (2020). Note: BA = Bahia state; RN = Rio Grande do Norte state; PR = Parana state; SC =
Santa Catarina state.
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Abstract

Hybridization could be considered part of the evolutionary history of many species of plants
and animals. The process of hybridization among sea turtle species on the Brazilian coast is
atypical and occurs where the nesting areas and reproductive seasons overlap. However,
integrated morphology and genetics analysis are lacking, mainly to demonstrate the
chromosome sets arrange in sea turtle interspecific hybrids. In this study, cytogenetic
approaches already established for pure sea turtle species were allied with morphological and
molecular analyses aiming recognize genetic composition and balanced chromosome sets
occurrence in two possible interspecific hybrids recognized by mixed morphology. The
integrated analyses were performed in two hybrids, here named 4 and B. The data showed that
hybrid A is an F2 among Caretta caretta x Eretmochelys imbricata x Chelonia mydas while
hybrid B could be the result of backcross among C. caretta x Lepidochelys olivacea.
Introgressed alleles were reported, and despite this was verified that the chromosome sets are
still balanced, which could explain why the hybridism did not bring grave consequences for
analyzed individuals until the present. However, how hybridism can affect the species genetics
in a long term is a concern, and the consequences of the crossing-over in hybrid chromosomal

sets and the effects over genes regulation still are unpredictable.

Keywords: Balanced chromosome sets; diagnostics chromosomes; introgression.
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Introduction

Natural hybridization is the successful interbreeding among genetically distinct
populations (Harrison, 1993, 2014; Rhymer and Simberloff, 1996; Bérubé and Palsbool, 2018),
either distinct species or subspecies, combining different and previously isolated gene pools
(Piett et al., 2015; Bérubé¢ and Palsboll, 2018). That kind of interbreeding could lead to different
genetic outcomes, such as: (i) a parental generation from genetically distinct populations
produces a first-generation hybrid (F1); (if) F1 generation produces a second-generation hybrid
(F2) and (iii) when hybrids interbreed repeatedly with the parental generation, backcrosses
happen and the hybrids get more genetically similar to that parental species (Purves et al., 2001;
Piett et al., 2015). The continuos process of hybridization could lead to introgression, when the
alleles from one specie incorporate into the gene pool of a distinct species (Rhymer and
Simberloft, 1996; Vilaga et al., 2012).

Hybridization has been considered part of the evolutionary history of many species of
plants and animals (Vilaga et al., 2012). Considering species where hybridization is rare, e.g.,
in vertebrates, hybrid individuals are usually inviable or sterile, keeping the genetic integrity of
the parental species (Mayr, 1963). On the other hand, species that commonly hybridize tend to
produce viable hybrids that could reproduce and in consequence reduce or even eliminate the
reproductive isolation between the parental species. The genetics introgression could also lead
to speciation, hybrid vigor, and creates permanent hybrid zones (Lehman et al., 1991; Rhymer
and Simberloff, 1996; Allendorf et al., 2001; Abbott et al., 2013; Bérubé and Palsboll, 2018).
Therefore, the hybridization event can be considered either as a negative process - contributing
to the extinction of some species or, a positive process - contributing to population adaptation,
rescuing populations threatened by inbreeding, maintenance, and preserving biodiversity
(Pekkala et al., 2012; Piett et al., 2015).

All Cheloniidae species that share Brazilian beaches as nesting grounds have suffered
under prolonged anthropogenic pressure, which has caused the decline of the populations (Lara-
Ruiz et al., 2006; TUCN, 2021). The loggerhead turtle (Caretta caretta), the olive ridley
(Lepidochelys olivacea), the green turtle (Chelonia mydas), and the hawksbill turtle
(Eretmochelys imbricata) have been involved in hybridization processes (Lara-Ruiz et al.,
2006; Vilaga et al., 2012; Vilaca and Santos, 2013; Proietti et al., 2014; Soares et al., 2017,
2018; Arantes et al., 2020a, 2020b). The sea turtle hybridism in the northeastern Brazilian coast
is atypical, reaching 42% of hybrid females in nesting sites, higher than in any other analyzed

population worldwide (Lara-Ruiz et al., 2006; Reis et al., 2010a, 2020b; Arantes et al., 2020a).
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Hybridization zones occur where the nesting areas and reproductive seasons overlap,
considering two or more species of sea turtles (Soares et al., 2017). Studies have shown that
most of the hybrids are F1, while introgression (F2 hybrids) was confirmed only in hatchlings
(Arantes et al., 2020a). This fact suggests that F2 hybrids may not survive to adulthood or the
hybridization event in Brazil is more recent than it was thought before, and it started one
generation ago (about 20 years) (Vilaga et al., 2012; Arantes et al., 2020a).

Sea turtles are known for displaying significant phenotypic variability regarding the
number and shape of carapace scutes and head scales (Mast and Carr, 1989; Pritchard and
Mortimer, 1999; Wyneken, 2001; Ozdemir and Turkozan, 2006; Sim et al., 2014). However,
this variability can also occur due to hybridization, making the analysis of morphological
parameters one of the first steps to identify potentially hybrid sea turtles, screening them for
further genetic analysis (Sim et al., 2014; Kelez et al., 2016; Ounissi et al., 2016; Hart et al.,
2019). Studies of hybrid genetics involving molecular markers allow the study of hybridization
events with better precision than morphology-based approaches (Seminoff et al., 2003; Vilaca
et al., 2012).

Cytogenetic is a tool that could be great useful in identifying hybrids species based on
the karyotypes, as documented for the genus Mazama (Galindo et al., 2021), Sus scrofa (Wnuk
et al., 2005), Amphibia (Haddad et al., 1994) and in different genera of fish (Goes et al., 2020;
Kaldy et al., 2020). It turns into an essential tool because hybrids are result of two different
chromosomes sets which could promote reproductive isolation and speciation since these
differences can trigger a series of errors during meiosis, such as incorrect pairing of parental
chromosomes, errors in chromosome segregation, and during crossing-over (Dobigny et al.,
2017; Galindo et al., 2021). These meiosis defects prevent genetic introgression and have a
deleterious effect on the individual reproductive fitness (King, 1993; Faria and Navarro, 2010;
Dobigny et al., 2017; Barbosa et al., 2017).

Sea turtles from Cheloniidae are recognized for having a similar karyotype which
probably allows the successful hybridization among different species (Bickham, 1981; Karl et
al., 1995). Studies showed species-specific markers on the chromosomes of Cheloniidae,
identified by classical and molecular cytogenetics, which could be useful in studies on the
karyotypic structures of interspecific hybrids (Machado et al., 2020a, 2020b). Here, an
integrated analysis of morphological, molecular markers, and cytogenetic was applied to
evaluated two new putative hybridization cases in sea turtle aiming investigate the

chromosomal sets arranges in living hybrids.
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Material and Methods
Sampling and chromosome preparation

Biological samples were obtained from four sea turtles species of Cheloniidae that
nidificate on the Brazilian coast: (i) wild C. mydas from Cobras Island, Parana state and captive
C. mydas from Extremoz, Rio Grande do Norte state and Mata de Sao Jodo, Bahia state (N =
28: 1 female and 27 juveniles); (ii) captive C. caretta from Florian6polis, Santa Catarina state,
Pontal do Sul, Parana state and Mata de Sao Jodao (N = 12: 2 males, 5 females, and 5 juveniles);
(iii) wild E. imbricata from Tibau do Sul, Rio Grande do Norte state and captive E. imbricata
from Mata de S@o Jodo (N = 6: 2 females and 4 juveniles); and (iv) captive L. olivacea from
Extremoz and Mata de Sao Jodo (N = 6: 1 male and 5 juveniles) (ICMBio, licence number
52218-8; 43433-2/3) (Supplementary material: Table S1). Among these samples, two juveniles
previously classified as C. mydas (captive individual) and C. caretta (rehab individual) were
identified by a superficial morphological analysis as probable hybrids. So, both were submitted
to a morphological, molecular markers, and cytogenetic analysis to hybrids recognition, and
after confirmation were named here as Hybrid A and Hybrid B. All experimental procedures
were authorized and performed following the Ethical Committee on Animal Use of the

Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocol: 7200/2016).

Morphological analyses

Morphological traits of both hybrids were analyzed, comparing those observed to
previous anatomic descriptions (Pritchard and Mortimer, 1999; Wyneken, 2001). First, the
number of prefrontal and postorbital scales of the hybrids were counted, followed by the count
of vertebral, lateral, nuchal, marginal, and supracaudal carapace scutes. Second, some valuated
secondary characteristics were evaluated as the overall shape of the head and carapace of the
individuals, plastron scute patterns, and the number of claws in flippers (Pritchard and
Mortimer, 1999; Wyneken, 2001; Sim et al., 2014; Ounissi et al., 2016). All morphological
analyses using photographs of hybrids 4 and B were performed in Adobe Photoshop 2020

software.

Mitochondrial and nuclear DNA sequences obtention
Tissue samples for DNA extraction were collected from the flippers of the hybrid A and
hybrid B sea turtles. Genomic DNA were extracted using ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep

System (Promega, Madison, Wi, USA) following manufacturer’s instructions. In order to
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recognize species-specific alleles in hybrids 4 and B, and identify parental species, the
sequences of the mitochondrial DNAs (mtDNA) /2§ and 76S; and three nuclear DNA
(nucDNA) markers (an exon of brain-derived neurotrophic factor — BDNF’; an exon of oocyte
maturation factor — Cmos -; and an intron of RNA fingerprint protein 35 gene - R35) were
amplified using the primers set described in Table 1. The amplification reaction mixture
contained 40 ng genomic DNA, 0.2 uM forward and reverse primers, 0.16 mM dNTPs, 1U Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and 1.5 mM MgCI2 in reaction buffer (200
mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCl). The PCR conditions were as follows: 5 min at 95°C, followed
by 35 cycles of 30 s at 95°C, 45 s at annealing temperature, and 2 min at 72°C, and finally 7
min at 72°C. Amplicons were purified using the GFXTM PCR DNA and Gel DNA Purification
(Ludwig Biotecnologia, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brazil) and sequenced on an ABI-

PRISM Genetic Analyzer equipment (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).

Table 1. Primer sequences used to amplify the rDNAs, mitochondrial and nuclear sequences with annealing
temperatures and respective references.

Gene Primer Forward/Reverse (5’ — 3°) Annealing Reference
temperature
(®)
55 GCCACACCACCCTGAACAC 58.5 Suarez et al.
GCCTACGACACCTGGTATTC (2007)
18S GTACAGTGAAACTGCGAATG 57.0 Machado et
CCTCGTTCATGGGGAATAAT al. (2020a)
128 AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT 62.0 Kocher et al.
TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT (1989)
16S CGCCTGTTTATCAAAAACAT 60.0 Romano and
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Palumbi.
(1997)
BDNF GACCATCCTTTTCCTKACTATGGTTATTTCATACTT 60.0 Noonan and
CTATCTTCCCCTTTTAATGGTCAGTGTACAAAC Chippindale
(2006)
Cmos GCCTGGTGCTCCATCGACTGGGATCA 62.0 Le et al.
GTAGATGTCTGCTTTGGGGGTGA (2006)
R35 ACGATTCTCGCTGATTCTTGC 62.0 Fujita et al.
GCAGAAAACTGAATGTCTCAAAGG (2004)

Source: The author (2021).

Molecular analyses of Hybrids

Sequences of mtDNA and nucDNA were checked and corrected in the software
Geneious v 7.1.9 (Kearse et al., 2012) and heterozygous sites in nucDNAs sequences were
identified by visual inspection of the two phases of sequencing reads (forward and reverse).

mtDNA and nucDNA sequences from pure species (Naro-Maciel et al., 2008; Vilaga et al.
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2012) for C. mydas, C. caretta, E. imbricata and L. olivacea were mined from GenBank
(Supplementary material: Table S2) and aligned with the hybrid’s sequences using the
ClustalW algorithm implemented in Geneious. For the nucDNAs sequences the phased
haplotypes were determined using the PHASE tool (Stephens and Donnelly, 2003) available in
DnaSP v5 (Librado and Rozas, 2009). The PHASE runs were conducted under default
parameters (100 iterations with 100 burn-in and thinning interval of 10) and a minimum
posterior probability of the haplotypes as 0.9. The haplotype (h) and nucleotide (w) diversities
and the numbers of polymorphic (S) and parsimony informative sies for each gene were
calculated in DnaSP v5. A haplotype network for each gene was generated through the Median
Joining criterion (Bandelt et al., 1999) in PopArt 1.7 (Leigh and Bryant, 2015).

Cytogenetic analyses

Chromosomal preparations were obtained by temporary culture of lymphocytes method
using peripheral blood (Rodriguez et al., 2003). The slides containing chromosomal
preparations were submitted to conventional 5% Giemsa staining with pH 6.8 phosphate buffer,
C-banding (Sumner, 1972), G-banding (Seabright, 1971), and to fluorescence in situ
hybridization (FISH) assays.

For in situ localization experiments, the 5S ribosomal DNA (rDNA) sequence was
amplified by polymerase chain reaction (PCR, see primers in table 1) using pure species
genomic DNAs as templates, while the 18S rDNA sequence is the same used in Machado et al.
(2020a). The partial 5S rDNA and 18S rDNA sequences obtained from C. mydas were labeled
as probes by PCR using digoxigenin-11-dUTP and biotin-16-dUTP (Jena Bioscience,
Dortmund, Germany), respectively. In addition to rDNA probes, the microsatellites previously
hybridized on the chromosomes of all four sea turtle species (Machado et al., 2020b) were used
in the hybrid specimens’ metaphases. These microsatellites, (CA)1s, (GA)15 and (GATA)s were
directly labelled with Cy5 fluorochrome (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, USA) at the 5’
end during DNA synthesis.

FISH was performed according to the protocol proposed by Pinkel et al. (1986) and
were conducted under high stringency conditions. The hybridization mixture (2.5 ng/uL probe,
50% formamide, 2x saline-sodium citrate buffer, and 10% dextran sulfate) was applied to the
slides, which were then incubated for 16 h at 37°C. Anti-digoxigenin rhodamine (Roche
Applied Science, Penzberg, Germany) and Streptavidin Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,
Carlsbad, CA, USA) antibodies were used only for 5S and 18S rDNA probe detection.
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Chromosomes were counterstained with 0.2 pg/mL 4’,6-diamidino-2-phenylindole - DAPI
(Sigma-Aldrich) in the VECTASHIELD mounting medium (Vector, Burlingame, CA, USA).
The images were captured in DFC3000 G CCD camera coupled in epifluorescence microscope
Leica DM 2000 (Leica, Wetzlar, Germany). Twenty metaphases were analyzed per sampled
hybrid for rDNAs and microsatellites signals detection.

Chromosomes from sea turtle hybrids 4 and B were arranged by decreasing size and
centromere position based on the karyotypes of the pure species as published by Machado et al.
(2020a, 2020b), classified as bi-armed (meta/submetacentric and subtelocentric) and one-armed
(acrocentric), and as macrochromosomes or microchromosomes (mc), according to Bickham et
al. (1980). In order to make a better comparison with hybrid karyotypes, representative
idiograms of the karyotype organization of the four pure species were designed, illustrating the

data obtained in the present study (5S rDNA) and those of Machado et al. (2020a, 2020b).

Results
Morphological analyses

The scales and scutes of both hybrid individuals were counted and different pattern
alterations were observed in each sea turtle (Table 2). Hybrid A, which presents general
morphological characteristics of a C. mydas, also has similar traits to three other Cheloniidae
species (Figure 1). The three postocular scales are observed in C. caretta, E. imbricata, and L.
olivacea, while the number of vertebral and lateral scutes equal those of L. olivacea (Figure 1a
and 2). Analysis of secondary morphological traits revealed strongly serrated marginal scutes,
similar to C. caretta and E. imbricata, an overall shape of the carapace similar to C. caretta,
and lightly imbricated carapace scutes as in E. imbricata (Figure 1b-c and 2).

Hybrid B presents the overall morphology of a C. caretta while having traits similar to
those observed in L. olivacea (Figure 1). In this hybrid, an extra vertebral scute was noted
(Table 2). Posterior analysis of the Hybrid B morphology revealed more traits comparable to
olive ridley sea turtles, such as an overall rounded shape of the carapace, marginal scutes
without C. caretta characteristic serration (Figures 1f and 2), a single claw on each flipper, and

a 4th inframarginal scute on the left side of the plastron (Figure 1d-e).
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Table 2. Head scales and carapace scutes numbers for C. caretta, C. mydas, E. imbricata, L. olivacea and Hybrids
A and B.

Chelonia Caretta Er.etmo.chelys Lepzc.iochelys Hybrid A Hybrid B
mydas caretta imbricata olivacea
L R L R L R L R L R L R
Head Prefrontal 1 1 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2
scales Postocular 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Lateral 4 4 5 5 4 4 >6 >6 6 4 5 5
Vertebral 5 5 5 26 6
Carapace 1o rginal 1 11 12 12 11 11 11 11 1 11 12 12
scutes
Nuchal 1 1 1 1 1
Supracaudal 2 2 2 2 2

Source: The author (2021). Note: L = left side and R = right side.

Molecular analyses

Independent matrices were obtained for each amplified sequence after being aligned
with the pure haplotypes and included 394 bp for 728, 565 bp for 16S, 559 bp for BDNF, 601
bp for Cmos, and 439 bp for R35, resulting in a total of 2,558 bp analyzed (Supplementary
material: Sequences and Table S3). The mtDNA sequences were shown to be species-specific
with no sharing of haplotypes (Figure 3a and b) and presented 87 parsimony informative sites.
For nucDNA sequences, 40 parsimony informative sites were found (Supplementary material:
Table S4): for the BDNF' gene, seven polymorphic sites were found and the haplotypes allow
the identification of the species C. mydas and L. olivacea, while C. caretta and E. imbricata
share a unique haplotype (Figure 3c); the Cmos gene presented 20 informative sites and the four
species showed exclusive haplotypes for each one (Figure 3d); and the R35 sequences had 13
informative sites and also showed exclusive haplotypes for each species (Figure 3e) (See
supplementary material: Table S4 for some of the most resolutive polymorphic sites among the

four sea turtles and possible hybrids).
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Hybrid A and Hybrid B showed haplotypes for mtDNAs (/2§ and /6S) related to C.
caretta (Figure 3a and b). Regarding the nucDNAs sequences, Hybrid A presented a haplotype
similar to C. mydas and another identical to the haplotype shared between C. caretta and E.
imbricata for the BDNF gene (Figure 3¢), and for the Cmos and R35 genes a haplotype identical
to C. mydas and one identical to E. imbricata for each of them (Figures 3d and e). Hybrid B
showed a haplotype identical to that shared between C. caretta and E. imbricata for the BDNF
gene (Figure 3c¢) and C. caretta haplotypes for Cmos and R35 genes (Figures 3d and e).

Cytogenetic analyses

Chelonia mydas, Caretta caretta, Eretmochelys imbricata, and Lepidochelys olivacea
were cytogenetically compared by Machado et al. (2020a, 2020b), where karyotypes of 2n =
56 chromosomes and similarities in longitudinal band patterns demonstrated by G and C
banding were described (Figures 4 and 5). Distinct chromosome morphologies were found in
chromosome pairs 4, 5, 7, and 12 among sea turtle karyotypes (Figures 4 and 5). Besides that,
differences in the microsatellites accumulation among chromosomes of the four species were
registered (Figure 5). The 5S rDNA partial sequences (~150 bp long) obtained from C. mydas,
C. caretta, E. imbricata, and L. olivacea (Supplementary material: Sequences) were found to
be 98% similar to Bufo americanus 5S ribosomal RNA (GenBank accession No. X58365.1)
and for the first time were in situ located on the sea turtle chromosomes. The 5S rDNA sites
were detected interstitially on the short arm of the second metacentric pair in C. mydas, C.
caretta, E. imbricata, and L. olivacea karyotypes (Figure 5; Supplementary material: Figure
S1). In addition, an additional 5S rDNA site was co-localized with 18S rDNA on the fourteenth
mc on the C. mydas karyotype (Figure 5).

Hybrid A presented a karyotype of 2n = 56 chromosomes arranged in 17 bi-armed and
39 one-armed chromosomes, and fundamental number (FN) = 73. Diagnostic chromosomes of
the parental lineages were highlighted on the karyotypes as follows: subtelocentrics in position
4 and 5 on the karyotypes characteristic from C. mydas and C. caretta, or acrocentrics
characteristic of C. mydas and E. imbricata; and metacentric on position 12 of the karyotype,
characteristic of C. mydas and C. caretta, together with an acrocentric chromosome
characteristic of E. imbricata (Figures 6 and 7). Heterochromatic blocks were located in
pericentromeric regions of some macrochromosomes, which is similar to C. mydas, C. caretta
and E. imbricata, in mc few blocks were detected in pericentromeric and long arm regions,

which is more similar to C. caretta (Figures 5 and 6). The 5S rDNA was located in the short
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arm of the metacentric macrochromosomes in position 2 on the karyotype besides a co-localized
5S/18S rDNAs site on the fourteenth mc, characteristic of C. mydas (Figure 7). Based on the
microsatellite signals found in pure lineages (Figure 5), (CA):s sites were positioned in the short
arms of the subtelocentric/acrocentric on the karyotype position 4, diagnostics of C. mydas and
E. imbricata, respectively, besides one signal of the last metacentric (Figure 7). In addition,
(CA)1s signals in five mc were detected, which were positioned on the karyotype according to
some correspondence with sites number and their positions previously found in C. mydas, C.
caretta, and E. imbricata (Figure 7). (GA)1s signals were detected only in four mc, which ones
could correspond to a mix of sites from C. mydas, C. caretta, and E. imbricata chromosomes
(Figure 7). (GATA)s motifs were located dispersed for one subtelocentric macrochromosome,
and in eight mc combining signals from C. mydas, C. caretta, and E. imbricata chromosomes
(Figure 7).

Hybrid B showed a karyotype of 2n = 56 chromosomes arranged in 19 bi-armed
chromosomes and 37 one-armed chromosomes, and FN = 75 (Figure 8). Diagnostic
chromosomes from parental lineages were identified as follows: chromosomes in the karyotypic
positions 4, 5, and 7 with a subtelocentric morphology characteristic of C. caretta, together with
acrocentrics, characteristics of L. olivacea (Figure 8). Hybrid B showed heterochromatic blocks
in pericentromeric regions of few macrochromosomes, also in pericentromeric and long arm
regions of mc (Figure 8). The 5S rDNA was in situ located only in the short arm of the
metacentrics on the karyotype position 2 while the 18S rDNA site was located in two mc (Figure
9). (CA)15s motifs were located on the karyotype position 4, being one subtelocentric and one
acrocentric, besides eight sites in mc, some of them also detected in the C. caretta and L.
olivacea pure species (Figure 9). The microsatellite (GA)5s was detected in four mc, combining
signals from C. caretta and L. olivacea (Figure 9). (GATA)sg signals also were located only in

four mc as a match with C. caretta and L. olivacea signals (Figure 9).

Discussion

Marine chelonians date of the Cretaceous period (about 100 million years ago)
(Hirayama, 1998), and the fossil record reveals that four families were established during this
period, two of which have survived into the present: Cheloniidae and Dermochelydae
(Pritchard, 1997). Two tribes in Cheloniidae were recognized supported by molecular
phylogenetics: Chelonini tribe, grouping Natator depressus (flatback sea turtle) and Chelonia
mydas; and, Carettini tribe grouping Lepidochelys olivacea, Lepidochelys kempii (Kemp’s
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ridley sea turtle), Eretmochelys imbricata and, Caretta caretta (Iverson et al., 2007; Naro-
Maciel et al., 2008). It is remarkable that in Brazil sea turtle hybrids are observed among species
belonging to tribes Chelonini (C. mydas), and Carettini (C. caretta, E. imbricata, and L.
olivacea), whose recent phylogenetic evidence indicates a deep time divergence of about 63
million years (Naro-Maciel et al., 2008; Vilaca et al., 2012). Therefore, Chelonini and Carettini
representatives may be the oldest vertebrate lineages known to hybridize in nature (Karl et al.,
1995). In the present study, two hybrids (4 and B) were analyzed by an integrated analysis,
where morphology, molecular, and cytogenetics analyses contributed to identify the species
involved in these cases. The integrated data demonstrated that hybrid A is an F2 among C.
caretta x E. imbricata x C. mydas while hybrid B could be the result of backcross among C.
caretta X L. olivacea.

Morphological analysis of sea turtles is an essential filter determining when to execute
genetic analysis to hybrids recognition (Ounissi et al., 2016; Seminoff et al., 2003).
Morphological traits of other sea turtle species (Pritchard and Mortimer, 1999; Wyneken, 2001)
were observed in our results for hybrids 4 and B. Even though hybrid A presented as many
scales and scutes as C. caretta, E. imbricata, and L. olivacea (Kelez et al., 2016; Pritchard and
Mortimer, 1999; Seminoff et al., 2003; Wyneken, 2001), the imbrication of carapace scutes and
the serrated marginal scutes indicate the possibility of Aybrid A being an offspring of C. mydas
and E. imbricata. A non-modal scute pattern and alterations in plastron and flipper claw patterns
(Pritchard and Mortimer, 1999; Wyneken, 2001) were observed in Aybrid B’s carapace. These
traits are known for their natural variability at an individual level in sea turtle species (Pritchard
and Mortimer, 1999; Wyneken, 2001; Ounissi et al., 2016). Still, the presence of these
alterations in conjunction with the phenotypic similarity of Aybrid B’s head and carapace to
those of olive ridleys can indicate a crossbreeding between C. caretta and L. olivacea.
Hybridization between these two species was previously registered in Brazil but is less
commonly observed than between C. caretta and E. imbricata and could be a result of an
overlap in reproductive patterns (Lara-Ruiz et al., 2006; Reis et al., 2010a; Arantes et al., 2020a;
Soares et al., 2020).

Some studies of sea turtle hybrids in Brazil were limited to use mtDNA sequence
analysis (Lara-Ruiz et al., 2006; Reis et al., 2010a; 2010b). Although this marker could be a
great tool to investigate population structure, it is inappropriate to determine hybridization,
because mtDNA is strictly maternally inherited (Soares et al., 2017). Additionally, detecting
hybridization is not possible when the mtDNA haplotype matches the species morphological
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assignment, so to resolve and correctly genotype hybrids, mtDNA and nucDNAs should be
used in conjunction for showing the female and male genetic contributions (Soares et al., 2017).
Hybrid A was morphologically identified as a cross between C. mydas x E. imbricata, but
molecular analyses revealed that mtDNA (/2§ and 76S) is from C. caretta, which shows that a
female of C. caretta is involved in this hybridism case. Furthermore, nucDNAs (BDNF, Cmos,
and R35) were identified as from C. mydas, C. caretta, and E. imbricata allowing hypothesized
hybrid A as an F2 individual. However, BDNF shares the same haplotype in C. caretta and E.
imbricata (Vilaga et al., 2012), which makes it impossible to determine the exact order of the
crosses (e.g., F1 could be either a C. caretta x E. imbricata or C. caretta x C. mydas hybrid that
crossed either a C. mydas or E. imbricata pure lineage). Hybrids among C. caretta x E.
imbricata x C. mydas have been described in the Brazilian coast (Bahia state) as a C. caretta x
E. imbricata F1 crossed with a C. mydas (Vilaga et al., 2012) and the integrated morphological,
molecular, and cytogenetic data demonstrated an F2 hybrid possessing chromosomal sets from
a C. caretta x E. imbricata X C. mydas segregation.

Most of the sea turtle hybrids seem to have 50% of alleles of each parental species,
therefore being considered as F1, but backcrosses with both parental species have also been
detected, revealing genetic introgression (Vilaga et al., 2012; Arantes et al., 2020a). Hybrid B
presented mtDNA of C. caretta, which indicates that a female C. caretta was involved in this
case, and interestingly, except for the shared haplotype of BDNF,, the other nucDNAs represent
alleles of C. caretta. Undoubtedly, the morphology and cytogenetic analyses showed L.
olivacea features in the hybrid B. Nevertheless, no alleles of L. olivacea were detected in the
nucDNA markers, suggesting that hybrid B could be a result of a C. caretta x L. olivacea hybrid
that backcrossed with a pure species of C. caretta.

The high-frequent of sea turtles’ hybridization in Brazil is a local event where fertile
female hybrids are reported in 300 km of the northeast coastline (Arantes et al., 2020a).
Hybridization cases on the Brazilian coast coincide with the period of a great population decline
of sea turtles during the XX century, which could lead to a reduced chance of potential
conspecific encounters (Vilaga et al., 2012). Genetic introgression is a concern when F2 hybrids
are found, such as hybrids 4 and B, and it should be deeply studied to estimate its future
consequences for pure lineages. In an evolutionary context, hybridization can be neutral,
disadvantageous, or adaptive (Piett et al., 2015; Olave et al., 2018). Studies have been shown
that the phenomenon of hybridization in Brazil could be considered neutral (Lara-Ruiz et al.,

2006; Reis et al. 2010a, 2010b; Vilaga et al., 2012; Vilac¢a and Santos, 2013; Proietti et al.,
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2014; Soares et al., 2017, 2018; Arantes et al., 2020a, 2020b), where no mention of positive or
negative characteristics or consequences were detected yet.

Three main types of hybridization could be used as a framework for the understanding
of the ecological and evolutionary consequences of hybridization: (Type 1) distant species
hybridization, mostly preventing gene flow because hybrids are infertile or (Type 2) because
homologous chromosomes do not recombine, and (Type 3) interbreeding between more closely
related taxa, in which homologous chromosomes recognize themselves during meiosis,
resulting in gene flow and consequent introgression between parental organisms (Quilodran et
al., 2020). Sea turtles are in agreement with type 3 hybridization since they are known for the
maintenance of chromosome numbers and for having a close karyotype structure (Bickham et
al., 1981; Machado et al., 2020a, 2020b). Despite that, the data obtained here for hybrids
karyotypes showed that slight differences in the morphology of the chromosomes and in situ
localization of cytogenetic markers allowed the identification of the species involved in hybrids
A and B cases.

Distinct morphologies in a homeologous chromosome pair in phylogenetically related
species usually are attributed to be the result of chromosomal rearrangements (Charlesworth et
al., 1994). Conversely, centromeric repositioning mechanisms could also lead to chromosomal
morphology changes, differences in the centromeric heterochromatin bands and microsatellite
content help to the proposal of the centromere repositioning in the diversification of
macrochromosomes pairs 4, 5, 7, and 12 among Cheloniidae species (Machado et al., 2020b).
It is important to notice that chromosomal differences could give raised to unbalanced gametes
in the F1 hybrids, and in these cases, unbalanced F1 gametes could lead to F2 inviability or to
subsequent generations. Classical cytogenetics showed that chromosomes of different
morphologies (subtelocentric/acrocentric in karyotypic positions 4, 5, and 7; and
metacentric/acrocentric in position 12) maintained the same longitudinal band patterns from
pure species in F2 hybrid karyotypes, despite being from different species: from C. mydas, C.
caretta or E. imbricata in hybrid A, and from C. caretta and L. olivacea in hybrid B. Thus,
either the crossing-over not occurred in these chromosomes in these rearranged chromosome
regions, or the crossing-over did not change the gene synteny in hybrids 4 and B as verified
with balanced chromosomal sets manutention. The last one could be favored if the morphology
changes in the chromosomes from Cheloniidae species are the consequence of centromere

repositioning and the same gene synteny was maintained.
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Cytogenetic markers were developed and characterized in the karyotypes of pure sea
turtle species by Machado et al. (2020a, 2020b). While the 18S rDNA has a conserved site
among the four Cheloniidae species (Machado et al., 2020a) and was not useful to sea turtle
hybrids recognition, a 5S rDNA site co-localized with the 18S rDNA is a species-specific
marker of C. mydas and gave assistance to identify chromosome set from this species in hybrid
A. Microsatellites were detected as part of repetitive units of heterochromatin, mainly in mc,
for pure species (Machado et al., 2020b). In situ localization of the microsatellites (CA)is,
(GA)1s, and (GATA)s showed that chromosome pairs bearing distinct constitutions regarding
microsatellites sites among pure species could be arranged in the hybrids 4 and B karyotypes
with an apparent balanced chromosome sets organization. The arrangement of chromosome
sets in hybrids is arduous, especially in me, which show the same size and morphology. Despite
this extra difficulty, the data revealed that sea turtle hybrids 4 and B apparently combine mc
that are supposed to be homeologous chromosomes. In addition, some microsatellites sites
could not be addressed to anyone parental lineages in the hybrids A and B, probably as a
consequence of population variation not detected in former studies.

Hybridization can have genetic and ecological costs and benefits, such as effects on
species adaptation and genetic composition, competition with parent taxa, and invasions of
novel habitat (Piett et al., 2015). Here, we observed that despite hybrids 4 and B presented
morphological characteristics of two sea turtle species when this analysis was integrated with
molecular and cytogenetics data, we discovered that hybrid A is probably an F2 resulted of three
species hybridisms (among C. caretta x E. imbricata * C. mydas), and hybrid B is a probably
backcrossed (among C. caretta x L. olivacea). It is important to report that these individuals
have introgressed alleles, but the chromosome sets are still balanced. The data showed that
hybridism did not bring grave survival consequences for hybrids 4 and B, but we cannot access
their reproductive parameter. Despite the chromosome sets balanced, we cannot say yet how
hybridism can affect the species genetics in a long-term, or how the interspecific chromosomes
combined could affect the gene expression. Conservation measures and decisions for a hybrid
might depend on the cause of hybridization and the characteristics and consequences of the
resulting hybrid (Moritz, 1994; Mallet, 2005). Different approaches have been used to elucidate
some questions related to hybridism and further studies should integrate these approaches with
molecular and cytogenetics techniques, using it as an auxiliary tool in sea turtle’s hybridism

diagnosis, since it could be used at any moment of sea turtles lifecycle.
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Figure 1. Photographs of hybrid’s 4 and B morphological traits considered as altered or
uncharacteristic from, respectively, C. mydas and C. caretta. Hybrid A: (a) Variation in the
number of postocular scales; (b) strong serrilated marginal carapace scutes; and (c) lightly
imbricated vertebral carapace scutes and presence of a small additional scute. Hybrid B: (d)
presence of an extra 4th inframarginal scute on the plastron of the individual; (e) single claw
on the flipper and overall shape of the carapace; and (f) overall morphology of the individual’s

head and carapace.

Source: The author (2021).
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Figure 4. Representative ideograms of G-bandings on the chromosomes of the four pure sea turtle species. The species names were referred by

their 3-letter acronym: C. mydas (CMY), C. caretta (CCA), E. imbricata (EIM) and L. olivacea (LOL).
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Table S1 — Data of the sea turtle pure and hybrid species sampled in Brazilian coast or obtained

in captive/rehab condition.

Species Samples Condition Localities
Chelonia mydas 3 juveniles Captive Extremoz —
RN
15 Wild Ilha das
juveniles Cobras,
Pontal do Sul
-PR
1 Qand 8 Captive Mata de Sao
juveniles Jodo - BA
Caretta caretta 1 &and2 Captive Florian6polis
Q -SC
13,39 Captive Mata de Sdo
and 4 Jodo - BA
juveniles
Eretmochelys 29 Wild Praia das
imbricata Minas, Tibau
do Sul - RN
4 juveniles Captive Mata de Sao
Jodo - BA
Lepidochelys 3 juveniles Captive Extremoz -
olivacea RN
1 dand2 Captive Mata de Sdo
juvenis Jodo - BA
Hybrid A 1 juvenile Captive Mata de Sao
Jodo - BA
Hybrid B 1 juvenile Rehab Pontal do Sul

- PR

Source: The author (2021). Note: BA = Bahia state; RN = Rio Grande do Norte state; PR =
Parana state; SC = Santa Catarina state.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os répteis, de maneira geral, sao elementos-chave no entendimento da evolu¢ao dos
vertebrados e estudos em espécies pertencentes a essa classe trazem respostas importantes sob
um olhar evolutivo. As tartarugas marinhas pertencem a mais antiga linhagem de répteis que
habita o nosso planeta, migrando pelos oceanos hé milhdes de anos. Diversos aspectos da vida
desses animais permanecem sem respostas, devido ao habito de vida migratério e também a
auséncia de estudo mais aprofundados no grupo. A genética das tartarugas marinhas vem
evoluindo ao longo dos anos, dando diversas respostas as questdes que dizem respeito a
taxonomia, identificacdo da origem de animais em dareas de alimentagdo e reproducdo, e
hibridizagao entre as espécies. Contudo, citogenética de tartarugas marinhas ¢ um campo que
ainda pode ser muito explorado e j4 vem revelando fatos interessantes sobre a evolucdo
cariotipica da familia Cheloniidae.

O fenomeno de hibridizagdo entre espécies de tartarugas marinhas surpreende
pesquisadores ao redor do mundo devido a sua alta ocorréncia na costa brasileira. Estudos ja
apontam os motivos desse fendomeno, identificam as zonas de hibridagao e as espécies
envolvidas, porém ainda pouco se sabe sobre as consequéncias da hibridizacao para as espécies
puras e o futuro dos individuos hibridos. A hibrida¢do entre as espécies nunca havia sido
estudada a partir de uma abordagem citogenética. Nesse estudo, desenvolvemos marcadores
cromossOmicos para as tartarugas marinhas da familia Cheloniidae e identificamos marcas
especificas para as espécies, as quais foram utilizadas no reconhecimento das hibridas 4 e B.

No primeiro capitulo, foram identificadas as regides heterocromaticas e a localizagao
dos microssatélites (CA)is, (GA)1s, (CAG)io e (GATA)s em espécies puras da familia
Cheloniidae. Os dados gerados corroboraram a proposta do reposicionamento de centromero
como responsavel pelas diferencas encontradas no caridtipo das espécies, comprovando que os
caridtipos das tartarugas marinhas ndo sao homogéneos. Foram identificados diferentes padroes
de distribuicao da heterocromatina e sitios microssatélites nos cromossomos mostrando a
importancia desses marcadores na diversificacdo cariotipica do grupo.

No segundo capitulo, realizou-se uma andlise integrada entre morfologia, citogenética
e molecular buscando a identificacdo de dois individuos hibridos entre espécies de tartarugas
marinhas. Marcadores cromossomicos de microssatélites (CAis, GAis e GATAg) ja
desenvolvidos para as espécies puras ¢ novos marcadores de rDNA 5S foram aplicados em
cariotipos hibridos. Dessa andlise foram obtidos dados robustos que permitiram chegar a

conclusdo de que a hibrida A ¢ um F2 entre C. caretta x E. imbricata x C. mydas e a hibrida B
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¢ o resultado de um retrocruzamento entre C. caretta X L. olivacea. Os resultados demonstram
conjuntos cromossomicos balanceados, porém nao se pode confirmar se esses hibridos sao
férteis ou se poderdo produzir prole viavel e quais serdo as consequéncias dessa hibridizagao a
longo prazo.

As contribuigdes desse estudo para o grupo abrem portas para o desenvolvimento de
novos marcadores cromossomicos de DNAs repetitivos para as espécies e o estabelecimento
dessas marcas em espécies puras para a aplicacdo, em maior escala, na identificacdo de
individuos hibridos. Estudos futuros podem utilizar a citogenética como uma ferramenta
auxiliar na identificagdo de hibridos e se aprofundar no impacto dessa hibridizagdo nos

cariotipos, podendo contribuir com estratégias de manejo e conservagao para as espécies.
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