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1. INTRODUCAO

A ordem Testudines compreende o0s répteis terrestres e aquaticos se que
desenvolveram a 200 milhdes de anos, na Era Mesozdica, um sistema de protecdo e defesa
diferenciado. Eles apresentam o corpo envolvido por duas conchas Osseas, uma carapaca
dorsal e um plastrdo ventral, que estdo ligados lateralmente por uma ponte 0ssea; as suas
mandibulas sdo desenvolvidas, assumindo a forma de um bico corneo; auséncia de dentes;
lingua ndo extensivel; presenca de palpebras; pescoco geralmente retratil e com oito vértebras
cervicais; membros basicamente pendactilos; sdo oviparos e ndo apresentam cuidados

parentais; podendo ser encontrados nas regides tropicais e temperadas (Orr, 1986).

Estes animais sdo conhecidos popularmente como quelonios, e sdo vertebrados
amniotas, anapsidos e ectotérmicos (regulam a temperatura corpérea mediante a exposicao
direta aos raios solares). Possuem a maior expectativa de vida entre os vertebrados, sendo que
as espécies terrestres podem ultrapassar os cem anos. A maior parte do desenvolvimento
bioldgico destes animais s ocorre durante os cinco a dez anos de existéncia e, segundo
pesquisas, a maturidade sexual sé acontece aproximadamente entre quatro a sete anos de vida

para 0s machos entre onze a quinze anos para as fémeas (IBAMA, 1989).

Os queldnios sdo classificados em duas subordens de acordo com a maneira que
recolhem a cabeca para dentro do casco. Os Cryptodira (crypto = escondido, dire = pescoco)
retraem a cabeca curvando o pescoco na forma de um S vertical, enquanto os Pleurodira
(pleuro = lado) retraem a cabeca curvando o pescoco horizontalmente (Pough et al., 2003).
Divididos nestas duas subordens existem quatorze familias, e a América do Sul possui uma
rica fauna de queldnios, onde podemos encontrar representantes de nove destas familias

(Rueda — Almonacid et al., 2007).



1.1 Familia Podocnemididae

Dentro da subordem Pleurodira se encontra a familia Podocnemididae, que retne trés
géneros de queldnios dulcicolas: Erymnochelys (Baur, 1888) que é monoespecifico, sendo
Erymnochelys madagascariensis encontrada somente na ilha de Madagascar; Peltocephalus
(Duméril & Bibron, 1835), também monoespecifico, Peltocephalus dumerilianus é
amplamente distribuido pelas bacias dos rios Orinoco e Amazonas, sudoeste da Venezuela,
leste da Coldmbia, nordeste do Peru e sudeste da Guiana Francesa (Vogt, 2008); e
Podocnemis (Wagler, 1830), que é 0 mais representativo, pois apresenta seis espécies
viventes, sendo quatro destas encontradas na Amazoénia: P. expansa (Schweigger, 1812), P.

erythrocephala (Spix, 1824), P. unifilis (Troschel, 1848) e P. sextuberculata (Cornalia, 1849).

Esse grupo de tartarugas se caracteriza por retrair o pescoco lateralmente debaixo da
carapaca, auséncia de um escudo nucal e possuir o dorso da cabega coberto com escamas
grandes justapostas. Na maior parte das espécies da familia, a cabeca dos machos é mais
escura que a das fémeas e quase sempre os adultos conservam as manchas que apresentam

quando juvenis (Rueda-Almonacid et al., 2007).

Os podocnemidideos sul-americanos constituem um grande recurso para os habitantes
da regido, sendo explorados para 0 uso de sua carne, ovos, 6leo, e outros valiosos produtos
para a sobrevivéncia de comunidades que vivem as margens dos rios. Entre suas espécies, a
mais apreciada é a tartaruga-da-amazonia, que é a maior tartaruga de agua doce do continente,
e da qual se chegou a capturar, em um sé ano, mais de 50 milhdes de individuos (Rueda-

Almonacid et al., 2007).



1.2 Podocnemis unifilis (Troschel, 1848)

Podocnemis unifilis (Figura 1), conhecida popularmente na regido amazo6nica como
tracaja, € encontrada amplamente distribuida no norte da América do Sul, na Guiana
Francesa, Guiana, Suriname, leste da Colémbia e do Equador, nordeste do Peru e ao longo das
bacias dos rios Amazonas e Orinoco e seus afluentes (Vogt, 2008) (Figura 2). Este quelonio é
essencialmente aquatico, ndo possui habito migratorio, e é facilmente encontrado em rios de

agua preta, clara e branca, em lagos e reservatorios.

Figura 1. Filhote de Podocnemis unifilis.
Fonte: http://www.tc.umn.edu/~gambl007/brturtles.htm
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P. unifilis

Figura 2. Mapa de distribuicdo de Podocnemis unifilis.
Fonte: Vogt, 2008



http://www.tc.umn.edu/~gambl007/brturtles.htm

Quanto a alimentacdo, esta espécie € considerada generalista sendo
predominantemente herbivora, ingerindo macrdéfitas aquaticas como aguapé e gramineas; e
em algumas ocasides, moluscos e frutos que caem durante a estacdo chuvosa. No entanto,
segundo Fachin-Teran et al. (1997), a dieta desta espécie em cativeiro € onivora, tornando-lhe

mais bem adaptada ao cativeiro em relagédo a P. expansa.

Diferentemente da tartaruga-da-amazonia, a fémea de tracaja desova isoladamente em
barrancos as margens dos rios e lagos, geralmente antes das enchentes (Pritchard & Trebbau,
1984). Estudos realizados para o acompanhamento desta espécie na Reserva Bioldgica do rio
Trombetas/PA demonstraram que as covas sdo de aproximadamente 17 cm de profundidade.
A gquantidade de ovos por cova pode variar de sete a 27, apresentando em media 19 ovos, e 0

periodo de incubacdo de 58 a 66 dias (Haller & Rodrigues, 2005).

Podocnemis unifilis € muito predada por populagfes ribeirinhas, sendo a segunda
espécie mais consumida na regido, e esse alto consumo estd associado a qualidade de sua
carne e por seus ovos terem grande reserva de gordura (Branco, 1997). Devido a intensa
exploracdo pelo homem, esta espécie é tida como vulneravel pela Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) ou World Conservation Union

(2008).

Apos a publicacdo da portaria 142/92-P, que regulamentou a criacdo em cativeiro para
comercializacdo da tartaruga-da-amazénia (P.expansa) e do tracaja (P. unifilis), houve um
aumento da procura por tais espécies. Desta forma, faz-se necessario, além dos estudos
ecologicos ja existentes, estudos genéticos e sobre o sistema reprodutivo deste animal, para

que sirvam de suporte na elaboracao de projetos adequados a conservacao desta espécie.



1.3 Sistemas de acasalamento

Denomina-se sistema de acasalamento o conjunto de estratégias e interacdes sociais
que ocorrem entre os individuos férteis de sexos opostos de uma populacdo e formam um

contexto? dentro do qual tem lugar a unido de gametas (Carranza, 1994).

O sistema de acasalamento dos vertebrados estd intrinsecamente associado a
competicdo por recursos como a disponibilidade de alimento, os locais de reprodugéo e os
parceiros em potencial. Estes recursos afetam diretamente os individuos dos dois sexos e,
dependendo da distribuicdo destes recursos, estes dardo a um dos sexos a oportunidade de
possuir acasalamentos multiplos, pelo controle de acesso a esses recursos (Emlen & Oring,

1977; Oring, 1982).

O acasalamento pode ser categorizado em monogamia ou poligamia. A monogamia
refere-se a uma ligacdo de parceiros, entre um macho e uma unica fémea. A poligamia refere-
se a uma situacdo na qual um individuo tem mais de um parceiro durante uma estacao

reprodutiva.

A poligamia pode ser exibida tanto pelos machos quanto pelas fémeas. Quando um
macho acasala-se com mais de uma fémea denomina-se poligamia, enquanto que a poliandria
ocorre quando uma fémea acasala-se com dois ou mais machos (Del Hoyo et al., 1992). Para
as fémeas, a grande vantagem de realizar varias cOpulas com diferentes machos é a
competicdo dos espermatozoides pela fecundagdo do 6vulo. Esta competicdo deve selecionar
os melhores espermatozodides, aumentando assim, a aptiddo dos filhotes e, portanto,
aumentando o sucesso reprodutivo da fémea (Birkhead, 2000; Madsen et al., 1992; Parker,

1970).



1.4 Marcadores moleculares

A genética nos permite conhecer a diversidade de alelos nos varios locos de uma
espeécie, e é esta variabilidade génica que nos permite comparar individuos, populacbes ou
especies diferentes. A variabilidade genética, ou diversidade molecular, além de ser muito
importante para a evolucdo, pode ser usada para verificar as afinidades e os limites entre as
espeécies, para estimar niveis de migracdo e dispersdo nas populacoes, e para detectar modos

de reproducao e estrutura familiar (Viana, 2005).

A variabilidade génica € a base na qual se fundamenta a evolucéo adaptativa, devido a
selecdo natural que atua sobre as variantes ocorrentes dentro das populagdes em fungédo da
adaptacdo ao ambiente. E esta variabilidade pode ser analisada atualmente, a partir de

numerosas técnicas disponiveis que utilizam marcadores moleculares.

O marcador molecular ideal para estudos gendmicos seria um de facil uso e que
diferenciasse locos com alelos co-dominantes, que fornecesse valores ndao ambiguos, e
preferivelmente com alta variacdo. Marcador genético € um marcador molecular, definido
como todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso ou uma seqiiéncia
direta da estrutura do DNA, que segue os padrGes mendelianos de heranca quanto a sua

segregacdo (Queller et al.,1993; Ferreira e Grattapaglia, 1995).

1.5 Marcadores microssatélites

Diferentes experimentos realizados no inicio da década de 1980 demonstraram que
genomas eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes de seqliéncias repetidas,

umas mais complexas e outras mais simples (Hamada et al., 1982; Tautz & Renz, 1984).
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Microssatélites consistem em seqliéncias curtas, repetidas em tandem com um a quatro
nucleotideos de comprimento, distribuidas aleatoriamente no genoma dos eucariotos em
frequéncia alta (Ferreira e Grattapaglia, 1995). Também sdo conhecidos como sequéncias
simples repetidas (SSR), repeticbes em tandem com numero variavel (VNTR) e repeticdes
curtas em tandem (STR). Um loco microssatélite tipicamente varia em tamanho entre cinco e
40 repeticdes, sendo que é possivel a ocorréncia de séries de repeticdes mais longas (Selkoe &

Toonen, 2006).

Os locos dos microssatélites sdo multialélicos co-dominantes, e evoluem através de
processos mutacionais decorrentes de escorregdes da DNA polimerase (slippage) durante a
replicacdo ou de crossing over desigual (Eisen, 1999). Estes também apresentam uma taxa de
mutacdo de 102 a 10 por loco por geracgdo, produzindo assim um alto nivel de diversidade
alélica necessaria para estudos genéticos (Schlétterer 2000). Apesar de suas taxas evolutivas
altas, eles sdo conservativos em suas regides flanqueadoras (DNA ao redor dos locos
microssatélites), podendo estas persistir por um longo periodo sem modificacdes (Zardoya et

al., 1996).

Cada loco microssatélite € amplificado individualmente através da Reagdo em Cadeia
de Polimerase (PCR), utilizando-se um par de iniciadores especificos (de 20 a 30 bases)
complementares as regides flanqueadoras do microssatélite. Todo segmento amplificado de
tamanho diferente (geralmente de varias dezenas até algumas centenas de pares de bases)

representa um alelo diferente do mesmo loco (Ferreira e Grattapaglia,1998).

Os marcadores microssatélites constituem a classe de marcadores moleculares mais
polimorficas conhecida atualmente, podendo ser utilizada em diversos estudos. Entretanto,

apresenta uma limitacdo tecnoldgica, que se refere a grande quantidade de trabalho envolvida
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para o desenvolvimento prévio dos marcadores, aliada ao alto custo de um empreendimento

desta natureza (Ferreira e Grattapaglia,1998).

1.6 Estudos de paternidade em Podocnemis

O primeiro estudo que investigou 0 modo reprodutivo de uma espécie de Podocnemis
foi realizado por Valenzuela (2000), cujo trabalho comprovou a existéncia de paternidade
multipla em dois ninhos, de oito analisados, de Podocnemis expansa do Rio Caqueta

(Colémbia), utilizando oito locos de microssatélites.

Pearse et al. (2006), também trabalhando com P. expansa utilizou sete locos de
microssatélites em 32 ninhos na Venezuela, encontrou paternidade maltipla em apenas 10,3%
dos ninhos analisados, mostrando a existéncia de diferencas no padrdo de paternidade entre

diferentes populacdes desta espécie.

Com relagdo a P. unifilis, Fantin et al. (2008) evidenciou a presenca de paternidade
maltipla nesta espécie, em estudos com animais oriundos de Barreirinha (AM), ao analisar
seis ninhos com o total de 66 individuos recém-eclodidos utilizando oito locos de

microssatélites.

Este tipo de reproducdo pode estar associado a beneficios com relacdo a paternidade
Unica, devido ao aumento da variabilidade genética da prole, e diminuicdo da probabilidade

de producéo de ovos inférteis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o sistema reprodutivo de Podocnemis unifilis, para verificar a possivel
existéncia de contribuicdo de mais de um macho em uma ninhada, estudando individuos

recém-eclodidos.

2.2 Especificos

e Estimar o tipo de sistema reprodutivo de P. unifilis em cinco ninhos coletados

no Rio Guaporé — Ronddnia, utilizando marcadores microssatélites;

e Verificar a existéncia de paternidade multipla entre os individuos dos ninhos
estudados;

e Determinar o nivel de parentesco entre os individuos dos ninhos estudados.

13



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material

Foram estudadas 72 amostras de sangue de P. unifilis, coletadas a partir de individuos
recém-eclodidos de cinco ninhos provenientes do Rio Guaporé - Rondbnia. O método
utilizado para a coleta do sangue foi a puncdo da veia femural usando seringa de 1 ml, sendo
coletados em torno de 100 ul de sangue, que em seguida foram conservados em microtubos
tipo eppendorf contendo 500 ul de etanol absoluto. Os filhotes foram liberados no préprio
local de captura. ApoGs a coleta as amostras de sangue foram catalogadas e adicionadas a
Colecdo de Tecidos de Genética Animal (CTGA) da Universidade Federal do Amazonas

(UFAM).

3.2 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método CTAB (Doyle & Doyle, 1987), com
algumas modificacdes. A eficicia da extragdo e a concentracdo do DNA foram verificadas
através de eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Neste procedimento, foram utilizados 2uL
do DNA extraido juntamente com 2uL de azul de bromofenol. Apo6s o término da corrida, o

gel foi corado com brometo de etidio e observado em transluminador de luz ultravioleta VDS.

3.3 Amplificagéo in vitro via PCR

O DNA extraido foi submetido a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) seguindo o
protocolo econémico descrito por Schuelke (2000), onde se adiciona a cauda M13 a um dos
primers e marca-se somente o primer M13 com a fluorescéncia desejada, neste caso, TET. As
condigdes de termociclagem estdo divididas em duas etapas: na primeira etapa, o primer

forward com sua seqliéncia M13 (-21) € incorporado ao produto de PCR; na etapa seguinte,

14



quando o primer forward tiver sido totalmente utilizado, a temperatura de anelamento €
reduzida para que ocorra o anelamento do primer universal M13 (-21), que funciona como
forward, a fim de que seja incorporada ao produto do PCR a fluorescéncia. Por esta razdo, a

quantidade de primer forward sera menor que do primer reverse.

Seguindo este protocolo a reacdo de PCR foi feita num tubo tipo eppendorf 0,2 ml,
ajustada para um volume final de 10uL, contendo 4,3pL de Agua MilliQ, 0,7uL de MgCl,,
0,8 pL de dNTP, 1,0 pL de Tris-HCL, 0,5uL do Primer Forward M13, 0,5 pL do Primer
M13, 1,0 uL do Primer Reverse, 0,2 uL de Taq polimerase e 1,0 uL de DNA. A reacdo sera
realizada em um termociclador, onde foi amplificada a regido de DNA microssatélite
desejada. A temperatura inicial de desnaturacdo serd de 94°C por 2 minutos, seguida de 25
ciclos a 94°C por 50 segundos; 55°C a 64°C, dependendo da temperatura especifica de
anelamento para cada primer por 50 segundos; e 72°C por 1 minuto. Logo apds, sdo
realizados 10 ciclos a 94°C por 40 segundos, 53°C por 35 segundos e 72°C por 40 segundos,

para anelamento do primer M13; com extensdo final & 72°C por 20 minutos.

O produto amplificado foi submetido a uma corrida eletroforética em gel de agarose a
1% para que a eficiéncia da reacdo seja constatada. Neste procedimento, foram utilizados 2uL
do produto de PCR juntamente com 2uL de azul de bromofenol, e um marcador de peso
molecular conhecido (100 pb), para posterior comparacdo e estimativa da concentracdo do
DNA em analise. Apés o término da corrida, o gel foi corado com brometo de etidio e

observado em um transluminador de luz ultravioleta VVDS.

Neste estudo foram utilizados cinco locos de microssatélites descritos por Fantin et al.

(2007) para as andlises: Puni_1B2, Puni_1D9, Puni_1E1, Puni_2E7, Puni_1H9.
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3.4 Reacdo de Genotipagem

As reacOes de genotipagem foram feitas em uma microplaca com 96 pogos para um
volume final de 10uL, contendo 3uL do produto da PCR, que seré diluido com 15uL ou 20uL
de Agua MilliQ, e 7uL da solucdo para genotipagem. Esta solucdo contém 775uL de Tween
1% e 25uL do padrédo de genotipagem ET400. A reacédo foi desnaturada a 94°C por 5 minutos
e entdo injetada no seqienciador automéatico MegaBACE 1000, para que os genoétipos do
produto da PCR sejam determinados e analisados com a ajuda dos softwares especificos:

Genetic Profiler e Fragment Profiler.

3.5 Anélise Genotipica

A andlise genotipica foi realizada utilizando-se os programas Genetic Profiler e
Fragment Profiler, a fim de que seja identificado o gen6tipo de cada loco para os individuos
amostrados. Em seguida, foi construida uma matriz com as informacdes dos gendtipos dos

individuos para que sejam feitas as analises estatisticas para os individuos amostrados.

3.6 Analise estatistica - Paternidade Multipla

Usando o método minimo de contagens de alelos (Myers & Zamudio, 2004), que
pressupde uma distribuicdo Mendeliana dos alelos na progénie, considera-se a presenca de
cinco alelos por loco amostrado entre os filhotes de cada ninho um indicativo de paternidade
maltipla, se nenhum alelo maternal for conhecido (dois alelos maternais, dois alelos de um

macho, o quinto de um segundo macho).
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Utiliza-se também a andlise de paternidade baseada na inferéncia dos gendtipos
maternos, os quais sdo identificados pela presenca de filhotes homozigotos por loco dentro de
um ninho. Um alelo materno pode ser inferido quando um filhote é homozigoto de um dado
locos (AA), e o gendtipo maternal completo pode ser inferido, quando filhotes sédo
homozigotos para dois diferentes alelos (AA e BB; genotipo materno = AB). Quando um
alelo materno pode ser inferido, estima-se paternidade multipla para um ninho, se a analise de
um loco indicar a presenca de quatro alelos; e se os dois alelos maternos puderam ser

detectados, a presenca de trés alelos no loco analisado indica paternidade multipla no ninho.

A analise de paternidade também se baseia no coeficiente de probabilidade de
parentesco (rxy) realizado na versao 1.2 do programa KINSHIP (Goodnight & Queller, 1999).
Este tipo de analises ndo é dependente do conhecimento dos alelos maternos ou paternos. Este
programa necessita das frequéncias alélicas de cada loco analisado da populacdo, que sera

obtida através do Programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005).

No célculo dos valores de (r), assume-se que ndo existe desequilibrio de ligagdo,
endocruzamento e taxas de mutagdo. O programa estima dois valores de verossimilhanca para
cada par de individuos dentro da agregacdo para duas hipéteses, a primeira hipétese considera
algum nivel de relacionamento, e a hip6tese nula considera que ndo existe nenhum tipo de
relacionamento, onde os valores de Pxm, Pym, Pxp e Pyp sdo as freqiiéncias alélicas da
populacgdo, e X e Y sdo os individuos testados. A partir destes valores, é calculada uma taxa
para os pares de individuos que resulta em uma matriz simétrica dos valores de
relacionamento entre eles. Os coeficientes de parentesco sdo: < 0,12 (os individuos sdo

considerados primos); = 0,25, (meio irmaos) ¢ > 0,50 (irmdos verdadeiros).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As reacOes de PCR foram realizadas para os cinco locos com todos os individuos.
Apos a amplificacdo, foi feita uma eletroforese, em gel de agarose, do produto da PCR para
verificar a qualidade da reagcdo (Figura 3). Em seguida, estes locos foram genotipados e
adicionados ao banco de dados. Todas as reagOGes que falharam foram refeitas para que

continuassem as analises.

e B R B B B B 1
M

Figura 3. Gel de produto de PCR do loco 1E1 de P. unifilis.

Apds os locos serem amplificados, foi verificada a eficiéncia da genotipagem através
de uma analise no programa Fragment Profiler, que nos disponibiliza os nimeros e tamanhos

dos alelos dos individuos amostrados.

A montagem do banco de dados foi realizada com todas as amostras, sendo o nimero
méaximo de alelos encontrado de quatro, enquanto que o minimo foi um. Estes resultados

encontram-se discriminados na Tabela 1 para todos os ninhos.

Tabela 1. Quantidade de alelos por loco analisado.

Primer’s Ninho 1 Ninho 2 Ninho 3 Ninho 4 Ninho 5
Puni_1B2 2 1 3 4 4
Puni_1E1 2 1 2 1 1
Puni_1H9 3 1 3 4 3
Puni_2E7 2 2 2 1 2
Puni_2F6 3 4 3 3 3
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Com estes dados, podemos indicar através do método de contagens de alelos, a
existéncia da contribuicdo genética de apenas um macho para cada um dos ninhos analisados,
demonstrando que, para estes locos, ndo foi detectada a paternidade mdaltipla nos ninhos

analisados.

Fantin et al. (2008), trabalhando com 66 individuos de seis ninhos coletados em uma
praia do municipio de Barreirinha — AM, em andlises com oito locos, detectou a participacdo
de até seis machos em cada ninho, comprovando assim a existéncia de poliandria para as
fémeas de tracaja nesta regido. Embora este comportamento ndo tenha sido encontrado nos
ninhos analisados no Rio Guaporé pode-se considerar a existéncia de poliandria para a

espécie, mas que esse comportamento pode ndo ser uma regra.

Comparando os dados de Pearse et al. (2006), que analisou 32 ninhos de P. expansa
provenientes da Venezuela com sete locos de microssatélites e encontrou paternidade maultipla
em apenas 10,3% dos ninhos, com os de Fantin et al. (2008) que encontrou paternidade
maltipla em 100% dos ninhos analisados de tracaja provenientes de Barreirinha/AM podemos

considerar a que existem diferencas no padrdo de paternidade entre as espécie do género.

O Unico trabalho de paternidade, realizado anteriormente, para tracaja detectou
paternidade multipla em 100% dos ninhos (Fantin et al., 2008). Relacionando este estudo ao
presente, onde constatamos a participacdo de apenas um macho na fertilizacdo dos ovos, pode
indicar que pode ser que nao exista um padrdo no sistema de acasalamento para esta espécie,
ou, a existéncia de algum fator externo, como a propor¢do entre machos e fémeas na

localidade estudada, poderia estar influenciando o resultado encontrado.

A auséncia de poliandria na amostra populacional estudada evidenciou um padrao

diferente dos estudos ja realizados sobre o sistema de acasalamento para este género. Deste
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modo, fazem-se necessarios o desenvolvimento de outros trabalhos com amostras de
localidades diferentes das ja estudadas, pois somente assim, poderemos confirmar se P.
unifilis segue, ou ndo, um padrdo com relacdo a estratégia reprodutiva, bem como, se esta
populacdo pode ser uma excecdo. Associando estes dados a informacgbes ecoldgicas
poderemos verificar também se algum fator externo estd influenciando o sistema de

acasalamento como, por exemplo, a propor¢cdo macho/fémea na populacéo estudada.
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6. Cronograma de Atividades

Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul

Descricéo
2008 2009

Extracdo de DNA das R R R R

Amostras

Amplificacdo do Material

através de PCR R R R R R

Genotipagens R R R P R

Organizagcdo do Banco de

Dados das Genotipagens R R R

Anéalise dos Resultados R R R R R
Levantamento Bibliografco R R R R R R R R R R R R

Elaboragdo do Resumo e
Relatorio Final

Preparacdo da Apresentagao
Final para o Congresso

R = Realizada; P = Prevista.
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