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IMPORTANZA DEL SOPRALLUOGO,
PRELIEVO E CONSERVAZIONE CAMPIONI
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SVILUPPI NELLO STUDIO DELLA GENETICA
DELLE TARTARUGHE MARINE

Tecniche e marcatori del

. 3 o passato: allozimi, RAPD,
Xt- ti t i
ext-generation sequencing technology RFLP, ecc-

DNA microarray 5 .
l Tecniche e marcatori
Microsatellite markers i
beginto be used for attualmente in uso:
Population genetics aplotipi del mtDNA, mterl
mitogenomi,

Firet m |crosatglllt|

automated
sequencing . S
machines - O -
Sanger Tecmche e marcatori del
sequencing PCR .- futuro: x :
SNP, whole genome e-
next-generation
. . sequencing, microa‘rray’s,.\
trascrittomicay ' .~

proteomica, ecc. \\

. (Lee, 2008)




TABLE 1 | Exampies highiighting how genetic tools have been used to address key research questions in marine turtie blology and conservation.

Research question

Approaches/genetic tools

Examples

POPULATION BOUNDARIES AND CONNECTIVITY
« How Eolated or connectad are rookeres from ona anothar
through the exchange of nesting femalas?

« How Ooes mala-mediated gene flow Influenca populsiion
structure emong rookares?

« Which nasting stocks usa which foreging grounds?

o How 0o environmentsal factors imuance popuation

connectiity?
EVOLUTIONARY HISTORY AND PHYLOGEOGRAPHY
o How are marne turties species related?

« Wheat historical patiems have led to cuent patiems of
aiversity and population structure?

LIFE HISTORY

« How oid are furtias when they start to reproduce?

« How can we assess tha mae component of the
popustion?

« Wnat reproductive strategies end behaviors oo turties usa?

« How are popuations Impacted by threats away from
nesting grounas?
« How 0o recent populstion decines atiact reslience?

« How are marne turties aflacted by habiat siterations?

Population structure analysas of nasting famales across regions of Interest
(MEDNA hepiotypeas and/or Sne-scale nuckear markers®)

Popuiation structure analysas, various methods includng: sampiing nasting
famales, hatchiings and/or malas n-water at breading grounds (ne-scale
nuciear markers; MIDNA hapiotypes under spaciic droumstances?)
Mbead stock analysts (MEDNA hepiotypas) and/or assignment tasting
(Sne-scale nuCkaar markers)

Combining genetic analyses with oceenographic moasiing of key ebiotic
tactors (8.g., ocean cumants or femperature)

Priylogenatic analyses across marne turtie specias (MEDNA enavor nudeer
merkers)

Pmylogeographic enalyses within marine furtie spacies (MDNA and/or
nuciear Markers)

Ganetic CMA end relstedness analysas (Ina-scale nuciear Markers)
Paternal ganotype reconstruction to assass OSR3/BSRAs (Ne-scale nucikear
mearkers)

Matamal genatic ID; Mutipie paternity enalysis (ine-Scale nuckaar merkers)

Mbead stock analysis (MEDNA) and assignment testing (ne-scale nudeer
merkers)

Analyses to detect population bottienecics/dversity loss (MIDNA haplotypes
anaior NUCIRar MErkers)

Priysiological responsas to ablotic condttions (MANA/ranscriptomic
assays); Tracking M:F foraging ground rockeary orging over time (miDNA
haplotypes endior NUCIar Markers)

Exampies since comprehansive review In Jensan et al. (20133 include:
Dutton et & (2014b), Shambiin et al. (2014), Vergas et &l (2016), Gaos
et dl. {2016), and Matsuzawa et &l. (2016)

Bagaa et al, 2012; Dutton et &, 2013; Roden et al, 2013

Stewart et 4., 2013; Read at d., 2015; Jansen et al., 20160; Shambin
eta., 2017

Putman end Naro-Mackl, 2013; Nero-Mackd et &., 2014a, 2017

Bowen et |, 1883; Dutton et Bl., 1966; Naro-Mackd gt |l., 2008;
Duchéma et al., 2012

Deathmers et d., 2006; Reis et al, 2010; LeRoux &t &, 2012; Dutton
et al., 20143; Nero-Macd et al., 2014b; Vergas et &, 2016

Dutton &t &., 2006; Dutton end Stewart, 2013

Wrignt et &., 2012b; Philipe et al., 2013; Stewart end Dution, 2014;
Tedeschiat &, 2016

FtzSimmons, 1898; Shambiin et al., 2011; Stewart end Dution, 2011;
Feyetd., 2014; Philips et al, 2014; Serlat &, 2017

LeCesale et &., 2013; Clusa et &, 2016; Stewertet &., 2016
Cameras et &, 2007; Rodriguez-Zarate et al, 2013; Gonzaez-Garza

etal., 2015
Gomez-Picos et al., 2014; Tedaschl et &., 2016; Bertiey ptgl., 2017

Weo focus pnmandly on axamplos from recantly publishad articias, and noto that thare are many ongaing studios that wall soon add o our knowledge for the questions listad. Additionally, tharo are numearous othar applications that have
boan used in othar widio e not yot realirad for manne turtics that may bo halpkd to guido turs rescarch (Soo Ramaining Challanges and Future Divections Saction).

*E.g. panals of informative microsatalite andfor SNP markors.

P mtINA haplotypes may bo informative in spociic cases, such as sampling in-walar makas in brooding araes within regions whors thare is clear difiorantiation batwaon rockencs based on nasting omafo haplodypes




SCELTA DEl MARCATORI MOLECOLARI

e : Assenza di
a) variabilita di sequenza ifP marcatori
Qenetici legati

. al sesso

Mitochondria

b) variabilita di lunghezza

(CA), (CA),(CA),(CA),-..
russs (CA);(CA)(CA),-..




MARCATORI NUCLEARI

STR (Short Tandem
Repeats) -
microsatelliti

» Permettono I’identificazi_one individuale e I’analisi délle pai'éntele

> Consentono di stimare il N° di riproduttori, fitness e intervalli riproduttivi °

> Possibilita di rile\éare la paternita multipla tra ] nidiacei di unia.colonia

> Stima del flusso:genicd mediato dai maschi

» Ma.. servono database condivisi e costruiti sugli stessi Ioci‘(diffic?}gf T2

-
\\\4\“,.
- *

di fare delle Mixed Stock Analyses basate su questi marcatori)




MARKER di ELEZIONE:

FILOGENESI , D-loop mitocondriale (o Regione
: | di Controllo)

Lepidochelys olivacea

' Lepidochelys kempi
E FILOGEOGRAFIA

Caretta caretta ‘ -

| Eretmochelys imbricata

Natator depressus:-

Chelonia mydas

Dermochelys coriacea . pu | -7 g

" (Bowen&Karl, 2007) Indo-Pacific lineages (rosso), Atlantic lineages (b‘Iu-)ﬂ‘»\;




Colonizzazione del Mediter aneo a partire dall’Atlantico

Frequenzéﬁe network degli aplotipi delﬂ

D-LOOP MITOCONDRIALE .

Atlantico . | Mediterraneo

CC-A53.1
CC-A52.1 CEAH

CC-A13.1

BCC-A1.1
OCC-A2.1
ECC-A3.1
BOTHERS

’(Shamblin et al., 2012)




Colonizzazione del Mediterraneo da parte di tartarughe
e atlantiche con aplotipo CC-A2.
Inizialmente si pensava fosse avvenuta con un unico

o

- evento, successivamente si e verificato che le

- colonizzazioni sono state in realta mt*lltip1e_.a

Le principali colonie si
trovano nella porzione sud-
orientale del bacino. L’ltalia

rappresenta un sito di-

nidificazione -marginale.

[ 21100
| 120




P=TARTA Care
| “% CALABRIA

Progetto di monitoraggio ™ -
' dell'UniCAL (dal 2000) -
Si & stimato che in quest'area
vengano deposti annualmente
almeno 15-20 nidi, con un
numero di nidi/anng per l'intera
Italia di 30-40.
Vg N LT (Mingozzi et al., 2007)
Nel 2016 sono.stati ritrovati 38 nidi
di C. carefta’in Calabria”

%'

Trend In I

(Caretta Calabria Conservation,
dati non pubblicati). —

(foto P. Storino)




DIVERSITA MITOCONDRIALE NELLE
COLONIE DEL. MEDITERRANEO (AL 2009)

Lines ofﬁﬁ}upt A& - -
* genetic ¢change | & ‘ L sequenziate
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CC-A29 CC-A6

CC-A2 /'CC-A2 CC-A32

Dimension 1 CC-A31 CC-A3

Dimension 2

- MDS plot . . _ Network evolutivo degli
: ‘ - aplotipi mediterranei




> Laﬁpoﬁpolazione nidificahte in Calabria aggiunge una quota di diversita

mitocondriale nuova per. il Mediterraneo;

» La divé‘rsité delle colonie calabresi e turche é incom’patib'ile con un

processo di fissazione casuale delle linee evolutive e deriva ge_ﬂnetica;

. » Possibilita di eventi recenti e multipli di colonizzazione da fontn mterne ‘

al Mediterraneo o. plu probabllmente daII’AtIantlco, .

> La popo‘lazione ribroduttiva calabrese potrebbe Agssere? ._considératé una

“Evolutionary Significant Unit”, sulla base del mtDNA.

(Garofalo et al., 2009)




AGGIORNAMENTO AL 2012

q ™\
Turchia CC-A43

3 CC-A13 CC-A53
r 'S CCA52
>

Misurata
cc-A29 Sirte

815 pb Libia
sequenzi¢




» Nuavi sub-aplotipi vengi;no identificati all’interno
degli aplotipi piu comuni (es. CC-A2), diventando

indizi della provenienza da una specifica colonia

(es. CC-A2.8 di Creta) rispetto al “calderone™

complessivo mediterraneo;

= » Nuove colonie mai studiate vengono caratterizzate ex novo,

aggiungendosi al database delle “rookeries source”;

» |l quadro complessivo cambia continuamente, fabendb‘-yariare anbh‘g-

le MSA che si férino sugli stock di pescal/spiaggiamento;”

34\

-

» Simodificano anche le “Evolutionary Significant Units” da cbnserﬁ‘fé,‘
A O ‘ . A .. :\\\4\“._




Aumento delle colonie analizzate

A MUs Identified +
lantic Ocean
Indian Ocean
acific Ocean

Aumento dei marcatori genetici
utilizzati

+

Aumento della lunghezza delle e
sequenze e del -numero di loci STR
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Aumento delle MU (Unita di
RN I 0906 fﬁ& @Qk ‘1906 fﬁ& ‘9\0 @\% ‘19& ‘79\6 Ma“agement) e aumento dEIIa -
Year Published . - - 0 X7
conoscenza della specie

(Komoroske_et al., 2017)




nidificazioni Iungo la costa mediterranea della Spagna.
In Italia sono in continuo aumento le segnalazioni di nidi

occasionali (Toscana, Campania) e le aree che si stanno
confermando siti di deposizione regolari (es. ”PugAIia e Sicilia).

o
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Quindi filopatria, ma non

piu cosi stretta come si

pensava prima...

2

Le tartarugjhe marine si

possono adattare ai

, cambiamenti naturalie

..mediati dalPuomo

Alcune lineesi -son.okp,ers"e,x\
altre si sono differeyﬂété ¥

\\\4‘,_
- *

nel tempo... ma




o

! perlcoll maggiori in mare derivano dalla pesca acmdentale,

dall’lmpatto con Iewmbarcazmm, dall’mgesttone di materle plastiche

e rifiuti vari...

+ sulla terra'
Perdlta degli habltat
idonei alla

riproduzione




ANALISI GENE

MSA: Mixed Stock Analyses

Elaborazioni statistiche bayesiane di dati

-~

genetici. Servono a stimare la proporzione

di in;:liyidui (spiaggiati o pescati) che

provengono da una data colonia.

(a) many-to-one

(b) many-to-many

unknown

Fig. 1 Schematic diagrams of traditional and new mixed stock
analyses. (a) Many-rookeries-to-one foraging-ground (foraging-
ground-centric approach; traditional mixed stock analysis); (b)
many-to-many approach. R, rookery (square); F, foraging ground
(circle). The many-to-one method divides the mixed stock analysis
into two or more independent problems and ignores the depend-

ence among contributions of one rookery to several different
foraging grounds.




Mappa delle correnti
| nel Mediterraneo

Il Tirreno é un crocevia di diversi flussi migratori, -
sia di individui. di origine mediterranea sia atlantica;
.soprattutto giovani. '




6 stock italiani e maltesi deriVanti da spiaggiamenti o pesca
analizzati per I’mtDr!A (D-loop) e per 6 loci microsatellite.

Contribution

Suddivisione e analisi del dati - ¢
anche secondo la classe di. etaf""j
e la stagione 'di campionamento




4

v Complessivamente le acque costiere italiane e maltesi sono
freq’ueqntate da tartarughe mediterranee, con un contributo
maggiore da parte delle colonie piu vicine e piu grandi;

v Le tartarughe giovani di diversa provenienza si mescolano
maggiormente rispetto agli individui piu adulti (strutturamento);
v’ Animali di origine:atlantica sono limitati alle aree piu
occidentali (Tirreno e Lampedusa);

- v' Esistono tragitti mlgratorl specifici dalle rookeries ai foragmg
- grounds, in partlcolare il nord-Adriatico sembra frequentato da
individui prmclpalmente greci, Parea intorno a Lampedusa da
individui libici e le acque ioniche italiane da tartarughe: turche,
v Il Tirreno é frequentato da tartarughe calabresi e

occasionalmente atla_ntlche Gli individui analizzati sono

piuttosto grandi (51-80 cm) ed in prevalenza femmine.

v Poca strutturazione ai marcatori biparentali, il che suggerlsce
.

un alto flusso genico mediato dai maschl — f’




- Implicazioni per la conservazione

genetiche possono essere utilizzati per:
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Universita di Roma

Tor Vergata

°
°

"\-«(\ : b( A
e,

(Garofalo et al.

22011

!

72 individui da 4 musei (3 italiani

ed uno maltese), éequepia corta
D-loop + 4 loci STR. 5

Buon successo di am;iliﬁ'caziong e\
4

composizione genetica nel sejﬁé‘

sSCcorso sovré’pponibile all’attuéle A




IDENTIFICAZIONE DI'INDIVIDUI IBRIDI

Diversi individui ibridi (es. C. caretta x E. imbricata,
C. caretta x C. mydas) sono stati ritrovati nel
Pacifico e nellPAtlantico (in particolare in Brasile).

Finora nessun individuo ibrido & stato riti'o\(ato in
Mediterraneo...

Sospetfd ibrido
dalla morfologia
(mix di 3 specie) " -

ANALISI GENETICA
(D-loop.+ 3 geni® "°
nucleari - 4
sequenziati) " - =,

~(Garofalo ot al. 2012) NO IBRIDO I




- Determinazione della presenza, prevalenza e
patologia di trematodi digenei del sistema
“cardiocircolatorio in individui di C. caretta
| spiaggiati in Nord-Adriatico.

|

Riceri;a delle uova in campioni fecali ed omogénat_i
di milza. Analisi istologica degli organi. Analisi
molecolare sia dei parassiti ritrovati, sia degli ospiti.

]

Prima segnalazione di Neospirbrchis_ sp. nel
Mediterraneo + infezione-da Hapalotrema
mistroides. Tartarughe di origine:. - . %
mediterranea (dalla Grecia e da Creta). 'fw e
. { “\\{4\.

N

(Marchiori etal., submitted)




Universita di Roma

RICERCABDI GENI' SOTTO SELEZIONE

Tor Vergata

Anélisi strutturale delle mutazioni (Novelletto et al., 2016)

non-sinonime nei geni ND1 e ND3 P

L IIIIIIIII-".\TI‘I\III

Thr315

Table 4: Structural classification of the amino acid substitutions in NADH ubiquinone oxidoreductase subunits ND1 and ND3

Ancestral Mutated Ancestral Mutated Structural
Gene codon codon residue residue classification

ND1 3 ACC GCC Thr Ala
ND1I 16 ATC GTC Ile Val
NDI 73 ATC ACC Ile Thr
ND1 234 GCC ACC Ala Thr
ND1 262 GTA ATA Val Met
ND1 315 ACC GCC Thr Ala
ND1 318 GGC AGC Gly Ser
ND3 5 ATA ACA Met Thr
ND3 7 ATC ACC Ile Thr
ND3 28 ACA ATA Thr Met
Note. For structural classification, A = located in a transmembrane o-helix tail, qualified as hydrophilic or hydrophobic adaptation due to membrane
thickness alteration; B = conservative residue substitution (hydrophobic to hydrophobic, internal to membrane); C = nonconservative residue substitution,
structural adaptation derived from concerted mutations.

*This mutation is most likely necessary to establish hydrophobic interactions with surrounding resid ging to the flanking subunit.
*This mutation is justified by a hydrogen bond established with the side-chain carboxyl of the conserved residue Asp56.

Position

PErErwQr w0

lmns

Possibili geni sotto selezione e

varianti vantaggiose per

q
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e
\_

I’adaitarriento termico



DIREZIONI FUTURE

P Integrazione dei dati genetici con altri tipi di dati
(isotopi stabili, scheletrocronologia, ormoni,

telemetria, modelli oceanografici delle correnti, ecc.)

Seascape genomics = dati genetici + arﬁbiéntali

P

nature

genetics & o
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Grazie a

tutti per
I'attenzione!




