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GENETICA POPULACIONAL DE PODOCNEMIS UNIFILIS (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE) DA AMAZONIA BRASILEIRA UTILIZANDO
MARCADORES MICROSSATELITES.

Conhecida popularmente como tracaja, a Podocnemis unifilis € provavelmente
a espécie mais abundante do género na regido Amazonica e a segunda maior
em tamanho, atrds apenas da Tartaruga da AmazoOnia. Historicamente, ela é
cacada para consumo de suas carnes e 0v0Ss, possuindo uma grande
importancia comercial e cultural, pois € presenca cosntante na refeicdo das
populacdes locais, como importante fornecedor de proteina. A acdo humana,
através da predacdo de sua carne e ovos, e destruicdo de seu habitat, tem
induzido o declinio populacional dessa espécie, causando perda da variacao
genética e, consequentemente, reducdo de sua capacidade de adaptacao.
Neste trabalho foram analisados 6 locos microssatélites de 86 indiviudos de
cinco localidades da Amazobnia brasileira: Manicoré, no rio Madeira (20),
Oriximina (14), Parintins (18), Barreirinha (16), no rio Amazonas, e uma
localidade no rio Jurua (18), no Acre.Todos locos estudados foram polimorficos
(apresentaram dois ou mais alelos) sendo Puni_2E7 o que apresentou maior
variabilidade na extensdao com 46pb variando do menor para o maior alelo e o
loco Puni_2F6 o que teve maior numero de alelos, apresentando 29 alelos
diferentes. Trés dos locos estudados (Puni_1B2, 1E1 e 2F6) nao
apresentaram, apos a correcdo de Bonferroni, desvio de Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) para nenhuma das cinco populagdes. Os outros trés locos
(1F10, 1H9 e 2E7) apresentaram deficiéncia de heterozigozidade para uma ou
mais populac¢des. O loco Puni_1F10 apresentou desvio de EHW significativo
para quatro das cinco populacées estudadas, indicando a possibilidade de
existéncia de alelos nulos para este loco. Barreirinha foi a populagdo com o
menor nimero de alelos e Jurud e Oriximind as com maiores numeros de
alelos e maior diversidade genética também (0,814 e 0,775, respectivamente).
Com excecdo de Parintins, todas apresentaram diversidade genética maior que
0,7, portanto, ndo ha deficiéncia de diversidade nas popula¢cdes estudadas. A
correlagcao de Mantel néo foi significativa (-0,32 para P:0,85), portanto, nao foi

encontrada correlacéo entre distancia geografica e diversidade genética.

Palavras-chave: Podocnemis, tracaja, microssatelites.



1. Introducéo
1.1. Quelbnios

Os quelbnios constituem a classe com vida mais longa entre os
vertebrados, chegando a viver mais de cem anos. Essa longevidade
geralmente implica numa demora para a substituicdo de individuos na
populacdo. Associada a caca indiscriminada que ndo leva em conta a
estimativa de densidade ou época da desova, e a sucessiva destruicdo do
habitat, esses fatores levam a uma baixa taxa de entrada de jovens na
populacao (Pough et al., 2003).

Todos os quel6nios sdo oviparos e nenhum exibe cuidados parentais
aos filhotes. Quando seus ovos eclodem, os predadores j4 se encontram na
praia a espera de suas presas. Este é mais um fator para os filhotes, ao
nascerem, sofrerem séria taxa de mortalidade ao atravessar os poucos metros
de areia até a agua.

Diversos autores citam que a reproducdo dos Podocnemididae esta
relacionada com o ciclo anual de vazante e enchente, sendo que a desova e a
incubacédo séo realizadas na época seca, e o nascimento dos filhotes coincide
com o inicio da enchente (Alho & P&dua, 1982a; Fachin-Teran, 1992;
Thorbjarnarson et al., 1993; Soini, 1996, 1997; Fachin-Teran & von Miillen,
2003)

O uso de informacdes a respeito dos aspectos basicos da biologia e
genética dos quelbnios € uma parte crucial dos esfor¢os para manutencao das
populacfes existentes e para o restabelecimento de populagdes em declinio
(Pough et al., 2003).

1.2. Podocnemis unifilis

Conhecida popularmente como tracaja € provavelmente a espécie mais
abundante do género e a segunda mais consumida da regido amazonica. E
essencialmente aquética e os filhotes nascem com manchas amarelo-luminoso
na cabeca, que se manttm nos machos adultos. S&o animais mais
generalistas, podendo ser encontrados nas bacias dos rios Amazonas e
Orinoco, e seus afluentes, no norte da América do Sul, em rios de agua preta,

clara e branca, também em lagos e reservatorios (Pritchard & Trebbau 1984).



E predominante herbivora, ingerindo macrofitas aquaticas como
aguapés e gramineas. Segundo Fachin-Teran et al. (1995), sua dieta pode
diferenciar entre machos e fémeas. Sementes e frutas sdo mais consumidas
por fémeas e talos e brotos pelos machos.

Apesar de ndo serem consideradas espécies migratérias, para desovar,
a maioria das fémeas que vivem em lagos de meandros e lagoas migra para 0s
rios, atravessando centenas de metros em terra algumas vezes (Vogt, 2008).

O tracaja € provavelmente o quelénio mais comum da America do sul,
possuindo uma grande importancia comercial e cultural, pois € presenca
constante na mesa do cidadéo local, como importante fornecedor de proteina.
A acao humana, através da predacao de sua carne e ovos, e destruicdo de seu
habitat, tem induzido o declinio populacional dessa espécie, causando perda
da variacdo genética e, consequentemente, reducdo de sua capacidade de
adaptacao (Escalona, 2008).

Devido a sua ampla distribuicdo, esta espécie ndo esta iminentemente
ameacada de extingdo, porém, se a predacdo continuar sem controle, ela

poderd figurar no grupo das espécies ameacadas (Vogt, 2008).

1.3. Genética da Conservacao

O objetivo do uso da genética na conservacdo € estudar a
biodiversidade molecular em populacdes naturais que sofrem acao
antropogénica (Solé-Cava, 2001), e caracterizar a estrutura genética e histéria
evolutiva de populagbes naturais que possibilite o apoio a programas de
manejo e conservacao. A variabilidade genética nos concede estabelecer
relacbes intra e interespecifica, e entre populacdes, podendo também ser
utilizada para detectar modos de reproducao e estrutura familiar e para estimar
niveis de migracao e dispersao nas populacdes (Avise, 1994).

A variabilidade genética € fundamental para que haja evolugéo
adaptativa, pois a selecdo natural atua entre as variantes que ocorrem dentro
das populagbes em funcdo da adaptacdo ao ambiente, convergindo esta
variacao entre populagdes e, finalmente, entre espécies.

Historicamente, os quelonios de uma maneira geral, vém sendo

explorados tanto para subsisténcia como comercialmente. A captura



indiscriminada e em grande escala de P. unifilis para a comercializacéo ilegal
foi, sem duvida, a principal razdo da reducdo populacional desta espécie na
Amazobnia. Como atualmente o tracaja juntamente com a tartaruga da
Amazobnia foram liberados para a criacdo em cativeiro e comercializacdo, nos
propomos fazer um estudo genético desta espécie a fim de contribuir para o
conhecimento sobre a estruturacdo populacional. Com este estudo podemos
obter informagBes genéticas que possam ser Uteis no desenvolvimento de
estratégias de conservacao bem sucedidas, como conhecimento sobre efeitos
da reducdo populacional, fluxo génico entre as populacbes e acessar a
diversidade genética da espécie. Estas informacfes sdo importantes para
orientar a criacdo de tracaja em cativeiro para a comercializacdo desta espécie
e auxiliar na implementacdo de politicas de manejo e monitoramento na

natureza.

1.4. Marcador Molecular

A variabilidade genética pode ser analisada a partir de numerosas
técnicas disponiveis que utilizam marcadores moleculares. Marcador genético
€ um marcador molecular, definido como todo e qualquer fenétipo molecular
oriundo de um gene expresso ou uma seqiéncia direta da estrutura do DNA
(Ferreira e Grattapaglia, 1995), que segue os padrdes mendelianos de heranca
quanto a sua segregacao.

Uma das técnicas utilizadas para analisar a variabilidade genética
fundamenta-se na utilizacdo de marcadores baseados em DNA microssatélites
(SSR — Simple Sequence Repeats) (Litt e Luty, 1989), que consistem em
sequéncias curtas, distribuidas aleatoriamente no genoma dos eucariotos,
repetidas em tandem com 1 a 4 nucleotideos de comprimento, possuem
natureza altamente repetitiva e flanqueiam seqUéncias conservadas
apresentando comportamento co-dominante (Avise, 1994).

Os locos microssatélites sdo multialélicos co-dominantes, e evoluem
através de processos mutacionais decorrentes de escorregdes da DNA
polimerase (slippage) durante a replicacdo e/ou de crossing over desigual
(Eisen, 1999). Apresentam uma taxa de mutacédo de 102 a 10 por locos por

geracdo, que produz o alto nivel de diversidade alélica necessaria para estudos



genéticos (Schlotterer, 2000). Apesar de suas altas taxas evolutivas, eles séo
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
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), utilizando-se um par de iniciadores
especificos (de 20 a 30 bases) e 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).



2. Objetivo
2.1. Objetivo Geral

Determinar o nivel de variabilidade genética em cinco popula¢bes de P.
unifilis distribuidas ao longo da Bacia Amazobnica, utilizando marcadores

moleculares de DNA microssatélite.

2.2. Objetivos especificos

— Estimar os niveis de variabilidade genética intra e inter populacional de P.
unifilis;

— Verificar a ocorréncia de populagcdes geneticamente estruturadas;

— Determinar se existe correlacédo entre a divergéncia genética e a distancia

geogréfica.
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3. Material e Métodos

3.1. Coleta das amostras

As coletas foram realizadas em cinco localidades da regido Amazoénica:
rio Jarauacd (Oriximina/PA); rio Andird (Barreirinha/AM), rio Madeira
(Manicoré/AM); rio Amazonas (Parintins/AM) e rio Jurud (Acre) com uma
amostragem aproximada de 20 individuos por localidade. O método utilizado
para a coleta de sangue foi através da puncdo da veia femural utilizando
seringa de 1mL, coletou-se cerca de 100 ul de sangue que foram colocados em
microtubos tipo eppendorfs contendo 500 pl de etanol absoluto, e armazenados
a 4°C. ApoOs a coleta de sangue, os filhotes foram libertados no local de origem.
As amostras de sangue estao depositadas na Colecao 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 modificagdes.

A eficacia da extracdo foi verificada através da técnica de eletroforese
em gel de agarose a 0,8%. Neste procedimento, foram utilizados 2uL do DNA
extraido juntamente com 2uL de azul de Bromofenol. Apos o término da

corrida, o gel foi observado em um 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 condicdes de
termociclagem estdo divididas em duas etapas: na primeira etapa, o primer
forward com sua seqUéncia M13 é incorporado ao produto de PCR; na etapa
seguinte, quando o primer forward estiver totalmente utilizado, a temperatura
de anelamento é reduzida para que ocorra o anelamento do primer universal
M13 (-21), que funciona como forward, a fim de que seja incorporada ao
produto da PCR a fluorescéncia. Por esta razdo, a quantidade de primer

forward é menor que do primer reverse.
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Seguindo este protocolo a reacdo de PCR foi feita num tubo tipo
eppendorf 0,2 mL, ajustada para um volume final de 10uL, contendo 4,4uL de
Agua MilliQ, 0,7uL de MgClz, 0,8 uL de dNTP, 1,0 puL de Tris-HCL, 0,5uL do
Primer Forward M13, 0,5 pL do Primer M13, 1,0 yuL do Primer Reverso, 0,2 pL
de Taq polimerase e 1,0 uyL de DNA. A reacdo € realizada em um
termociclador, onde se amplifica a regido de DNA microssatélite desejada. A
temperatura inicial de desnaturacdo é 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 apos, sédo 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 a 72°C por 20 minutos.

O produto amplificado € entdo submetido a uma corrida eletroforética em
gel de agarose a 1% para que a eficiéncia da reacdo seja constatada. Neste
procedimento, serdo utilizado 2uL do produto de PCR juntamente com 2uL de
Bromofenol, e um marcador de peso molecular conhecido (100 pb), para
posterior comparacdo e estimativa da concentragcdo do DNA em analise. Apos
o término da corrida, o gel € observado em um transluminador de luz
ultravioleta VDS.

Foram utilizados seis locos de microssatélites descritos por Fantin et. al.
(2007) para as analises: Puni_1B2, Puni_1E1, Puni_1F10, Puni_1H9,
Puni_2E7, Puni_2F6. As caracteristicas dos primers estdo apresentadas na
tabela 1.

TABELA 1: Caracteristicas dos primers utilizados no presente trabalho.

Primer Regido Repetida | Tamanho ;?m.p‘?ra“ira de
ibridizacdo
Puni_1B2 GA 343 — 369 55°C
Puni_1E1 CTottCT~ 185 — 209 64°C
Puni_1F10 CTs 203 — 215 60°C
Puni_1H9 GA12 171-191 60°C
Puni_2E7 GA20cGAs 260 — 282 56°C
Puni_2F6 CTeTctio 291 — 325 60°C




12

3.4. Reacédo de Genotipagem

As reacdes de genotipagem foram feitas em uma microplaca com 96
pocos para um volume final de 10uL, contendo 3uL do produto da PCR, que é
diluido com 15uL ou 20uL de Agua MilliQ, e 7uL da solugéio para genotipagem.
Esta solucdo contém 775uL de Tween 1% e 25uL do padrdo de genotipagem
ET400. A reacdo é entdo desnaturada a 94°C por 5 minutos e injetada no
sequenciador automatico MegaBACE 1000, para que os genotipos do produto
da PCR sejam determinados e analisados com a ajuda dos softwares

especificos: Genetic Profiler e Fragment Profiler.

3.5. Analise Genotipica

A andlise genotipica foi realizada utilizando-se os programas Genetic
Profiler e Fragment Profiler, a fim de que seja identificado o gendétipo de cada
loco para os individuos amostrados. Em seguida, sera construida uma matriz
com as informac¢bBes dos genoétipos dos individuos para que sejam feitas as

analises estatisticas para os individuos amostrados.

3.6. Andlises Estatisticas - Populacionais

Estimativas sobre a existéncia de polimorfismo intra-especifico e
divergéncias genéticas entre populacdes foi obtida através da Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), utilizando-se o programa
Arlequin versao 2000 (Schneider et al., 2001), e aplicando-se o Fst de Wright
(1969), o qual descreve a quantidade de diferenciagéo e fluxo génico entre as
populacBes (Neigel, 2002). Este modelo estatistico (AMOVA) é baseado em
analises de variacdo de frequiéncia génica levando em considera¢cdo o numero
de mutacdes entre os alelos.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) é uma condicédo genética 6tima
caracterizada pela unido aleatéria de alelos de um loco em uma populagéo
infinitamente grande. O método da Cadeia de Markov foi usado para fornecer
uma estimativa imparcial da probabilidade do EHW dos alelos microssatélites
em cada populagdo. Desta maneira, variagbes no tamanho dos loci
microssatélites sdo determinadas atraves da frequéncia de heterozigotos

(observada e esperada) e testadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg,
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desequilibrio de ligacéo e divergéncia na frequéncia alélica e genotipica entre
as populacdes, utilizando-se também o programa ARLEQUIN verséo 2000.

A estimativa da variabilidade genética e as medidas estatisticas de
genética populacional foram feitas através das andlises das frequéncias e
distribuicdo dos alelos de cada locus microssatélite com o programa
ARLEQUIN versdo 2000. As observagfes dos resultados permitirdo instituir a
variabilidade e distancia genética intraespecifica nas diferentes localidades,
permitindo a determinacdo do grau de diferenciacdo genética entre o0s
individuos e dos niveis de variabilidade genética nas populacdes. A analogia
entre a distancia genética e geografica serd realizada pelo teste de Mantel
(1967), também no programa ARLEQUIN versdo 2000. A significancia dos
resultados foi avaliada por testes de permutacéo (1000 replicacdes) e todos os
niveis de significancia para os testes envolvendo compara¢cdes mdultiplas foram

ajustados seguindo a correcéo de Bonferroni (Rice, 1989).
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4. Resultados

Foram analisados seis locos de microssatélites para as populacdes de
P. unifilis do Jurua, Manicoré, Barreirinha, Parintins e Oriximina, as quais
apresentaram numero de alelos por loco superior a dois, evidenciando o
polimorfismo dos mesmos. A média de alelos por locos foi de 16,17 variando
entre 11 a 26, respectivamente para os locos Puni_1F10 e Puni_2F6 (tabela 2).
Os alelos do loco Puni_1F10 apresentaram o menor tamanho, enquanto 0s
alelos do Puni_2E7 foram os maiores. Com exceg¢do do loco Puni_2E7, em
todos os demais foram observados desequilibrio de ligacdo entre os

heterozigotos esperados e observados (tabela 2).

TABELA 2. Caracterizagdo de seis locos microssatélites em Podocnemis unifilis.

Locos Tamanho da extensao N°. de alelos Tamanho dos alelos Ho He

Puni_1B2 343 - 369 12 26 0,6212 0,8536*
Puni_1E1 185 - 209 19 30 0,7284 0,8598*
Puni_1F10 203 - 215 11 11 0,2933 0,8071*
Puni_1H9 171-191 14 30 0,4588 0,8427*
Puni_2E7 260 — 282 15 46 0,4615 0,5661
Puni_2F6 291 - 325 26 35 0,6935 0,8780*

Nota: Ho - heterozigosidade observada; He - heterozigosidade esperada; *Valor significante de
P < 0.05 apds correcao de Bonferroni.

A partir dos resultados obtidos, foi observada uma variagdo de 3 a 11
alelos por locos por populagdo, sendo o menor numero de alelo por locos
obtido para o loco Puni_1F10 da populacdo Barreirinha e o maior para o loco
Puni_2E7 populacdo do Manicoré (tabela 3). Na média o numero de alelos por
locos para a populacdo do Jurua e Barreirinha foi de 6,33, enquanto para
Manicoré, Parintins e Oriximina foi de 7,33; 6,50 e 6,67, respectivamente
(tabela 4). Apés correcdo de Bonferroni (P < 0,05) foi diagnosticada ao menos
um par de locos em desequilibrio de ligacdo para todas as populacées. As
populacdes Manicoré, Barreirinha e Oriximina apresentaram desequilibrio de
ligacdo para apenas o par de locos Puni_1F10, enquanto a populacdo de
Parintins apresentou desequilibrio de ligagdo no locos Puni_1B2 e Puni_1H9 e

a populagéo do Jurua no locos Puni_1B2 e 1F10 (tabela 3).
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TABELA 3. Caracterizacdo de seis locos microssatélites por populagdo em Podocnemis unifilis.

Puni_1B2 Puni_1E1  Puni_1F10 Puni_1H9 Puni_2E7 Puni_2F6

G 10 17 13 17 11 11

© N 6 8 4 5 6 9
=8 Ho 0,3000 0,7059 0,2308 0,4706 0,3636 0,7273
” He 0,7579 0,8057 0,6738 0,6257 0,6320 0,7879
P 0,0010** 0,1404 0,0004** 0,2051 0,0157 0,1974

G 18 20 19 21 19 20

< N 7 6 4 7 11 9
-%5 Ho 0,6667 0,8000 0,1579 0,6190 0,7368 0,7500
s  He 0,8048 0,6820 0,4737 0,7433 0,8421 0,7974
P 0,1934 0,0876 0,0007** 0,1783 0,0993 0,0510

G 12 16 15 16 13 12

g2 N 9 7 3 5 6 8
153 Ho 0,6667 0,7500 0,2000 0,4375 0,4615 0,6667
g He 0,8623 0,8206 0,5356 0,6049 0,5661 0,8406
P 0,2011 0,5664 0,0047** 0,2791 0,0695 0,1661

G 12 16 14 17 18 15

2 N 8 7 4 5 6 9
£2 Ho 0,6667 0,8125 0,5714 0,1176 0,7778 0,6000
£ He 0,7645 0,7681 0,5847 0,6712 0,6794 0,8092
P 0,0035** 0,6003 1,0000 0,0000** 0,7158 0,0147

G 14 12 14 14 14 4

e N 8 7 5 5 9 6
-EE‘ Ho 0,7143 0,5000 0,3571 0,6429 0,7143 0,7500
S5  He 0,8122 0,5581 0,7249 0,7345 0,8280 0,8929
P 0,1653 0,2100 0,0046** 0,3106 0,2096 0,4179

Nota: G — nimero de genétipos amostrados; N — niumero de alelos; Ho - heterozigosidade
observada; He - heterozigosidade esperada; ** Valores significantes apds correcao de
Bonferroni (P < 0,0083).

As andlises das populagdes de P. unifilis demonstraram altos indices de

diversidade génica, com excecdo para a populacdo do Jurud como pode ser

observado na tabela 4. A diversidade génica para essa populagéo foi de zero,

enquanto que para as demais variou de 0,6794 (+ 0,4399) para a localidade de

Manicoré a 0,7751 (x 0,4618) em Oriximina. A média da diferenca entre os

pares, definida como a média das diferencas entre todos os locos amostrados,
variou de 0,6794 (+ 0,5308) na populacdo de Parintins a 3,1005 (+ 1,6593) na

Oriximina. A populacdo do Jurud apresentou média das diferencas entre os
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pares de zero, que era previsto devido o baixo indice de diversidade génica
(tabela 4). Na analise de desequilibrio de ligacédo para as popula¢des do Jurua
e Parintins ndo foram encontrados valores significantes (p<0,05 apds correcao)
para 66,67% das comparacfes entre os locos, enquanto para as populacées
de Manicoré, Barreirinha e Oriximina ndo houve significancia em 83,33% das

comparacdes entre os seis locos analisados.

TABELA 4. Medidas de diversidade genética.

Média das
Populacéo N Diversidade génica  diferencgas entre os M Ho - He
pares

Jurua 18 0,0000+0,0000 0,0000+0,0000 6,33 0,4664-0,7138
Manicoré 21 0,6945+0,4399 2,0836+1,1884 7,33 0,6217-0,7239
Barreirinha 16 0,7127+0,4969 1,4254+0,8935 6,33 0,5304-0,7050
Parintins 18 0,6794+0,5900 0,6794+0,5308 6,50 0,5910-0,7127
Oriximina 14 0,7751+0,4618 3,1005V+1,6593 6,67 0,6131-0,7586

Nota: N - nUmero amostral; M - nimero médio de alelos; Ho - heterozigosidade observada; He -
heterozigosidade esperada.

Os resultados de variacdo molecular revelaram moderado grau de estruturacao
populacional (Fst 0,2245 P<0,001). A maior variagcdo genética obtida ocorreu
dentro das populacdes (53,17%) do que em relacdo a variacdo entre as
populacdes (22,45%) e entre os individuos dentro da populacéao (24,38%). Os
valores de Fst para as comparacOes par-a-par entre as localidades foram
significantes para a maioria, exceto para as comparacdes entre as populacdes
do Jurud/Manicoré e Barreirinha/Oriximina, evidenciando a existéncia de
estruturacdo entre as populacdes. No geral, o nUmero de migrantes entre as
populacdes foi considerado alto variando de 1,10 a 16,36. Os maiores valores
(Nm=16,36) e

Oriximina/Barreirinha (Nm=8,18), populacfes que ndo apresentaram valores de

de  migrantes  ocorreram entre Minicoré/Jurua
Fst significantes (tabela 5). Apesar da distancia de 2.675,54 quildbmetros entre
as populacdes de Manicoré e Jurua, a maior entre as populacoes, foram as que
obtiveram maior fluxo génico com nimero de migrantes de 16,36. Ao contrario,
o fluxo génico entre as populacbes de Barreirinha e Parintins foi de apenas

1,26 migrantes por geracdo mesmo apresentando distancia de 44,92
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quildmetros entre elas. O teste de Mantel (-0,16280 P=0,5797) nao foi

significativo.

TABELA 5. Valores de Nm (acima da diagonal e a direita) e valores de Fsr (abaixo da diagonal
e a esquerda) observados entre os pares de populagées de P. unifilis.

Jurud  Manicoré Barreirinha Parintins  Oriximina AMOVA
Jurua - 16,36 3,14 1,25 2,13 ~ Entre
. Entre individuos Dentro
Manicoré 0,0352 - 2,74 1,26 1,92 populacéo dentro populagdo
Barreirinha  0,2399*  0,2376* - 1,26 8,18 populacéo
Parintins 0,3531* 0,2885* 0,3639* -- 1,10 22,45% 24,38% 53,17%
Oriximina 0,1829* 0,1564* 0,0290 0,2979* -- Fst 0,2245 P<0,001

Nota: * Indica valor significante de Fst com P < 0,05 apés correcdo de Bonferroni para multiplas
comparacdes. Em negrito indica os maiores valor de Nm.
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5. Discussao

A pressao antropogénica, como a destruicio de habitats e
principalmente a exploracdo comercial, tem contribuido para o declinio
populacional e extingdo de muitas espécies. Mudancas na distribuicdo e
abundancia das populacdes devido a super-exploracdo humana pode afetar a
dindmica de processos como selecdo natural, fluxo génico e deriva genética,
que acarreta modificagbes na estrutura da diversidade dentro e entre as
populacdes (Vrijenhoek, 1998; Mills 2006). A estrutura populacional €
modificada quando ocorre o aumento do declino populacional ocasionado pela
erosao genética promovida pelo acasalamento consangtineo e rapida perda de
alelos, reduzindo o potencial de adaptacdo da populacdo frente as mudancas
ambientais (Stockwell et. al., 2003). As populagdes de P. expansa e P. unifilis
desde o século XVIII sdo exploradas comercialmente como fonte de alimento,
além de sofrerem perda de habitat devido a destruicdo ambiental contribuindo
de forma significante para seu declinio populacional (Smith, 1979; Redford &
Robinson, 1991; IUCN, 1994; Rebélo & Lugli, 1996; Rebélo & Pezzuti, 2000;
Pearse et al., 2006; Escalona et al., 2009). A espécie P. unifilis, mesmo sendo
considerado abundante da bacia Amazbnica brasileira, devido a alta
exploracdo comercial e destruicdo de seus habitat, é classificado como
“vulneravel e baixo risco, mas dependente de conservacao” na Red List — IUCN
(1994) e incluida no apéndice Il do CITES (Convention on International Trade in

endangered Species — http://www.cites.org/eng/app/appendices.shtml).

Como estratégia para conservacdo e manejo de quelénios na
Amazobnia Legal Brasileira, diversos programas sado direcionados as espécies
de P. unifilis e P. expansa com o intuito de proteger as areas de nidificacéo, o
habitat, criagdo para soltura de filhos na natureza e criagdo de queldnios
destinados a comercializacdo (Cantarelli, 1993; Cantarelli, 1997). Desta forma,
foi estudada a estrutura populacional e a diversidade genética de P. unifilis
buscando disponibilizar informacdes que possam ser usadas na
implementacéo efetiva de programas de conservacao.

Os locos utilizados nesse estudo apresentaram alto grau de
poliformismo com média de 16,17 alelos por loco. Nas andlises foi observado

desequilibrio de ligacdo entre os locos estudados, exceto para o loco


http://www.cites.org/eng/app/appendices.shtml
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Puni_2E7. Os locos de microssatélites utilizados nesse estudo foram
desenvolvidos por Fantin et al., (2007). No desenvolvimento dos mesmos 0s
autores evidenciaram deficiéncia de heterozitogos para os locos Puni_1F10 e
Puni_1H9, assim como, excesso de heterozigosidade para Puni_2E7.

A partir dos resultados foi observado desequilibrio de ligagdo em pelo
menos um loco dos seis estudados por populacdo. O loco Puni_1F10
apresentou desequilibrio em quatro das populacdes analisadas, apresentam
deficiéncia de heterozigotos como descrito por Fantin et al., (2007). O loco
Puni_1B2 também apresentou deficiéncia de heterozigotos, contudo, 0 mesmo
fato ndo foi relatado para esse loco nas analisas de Fantin et al., (2007). Em
estudos utilizando microssatélites, contudo, para P. expansa na populacdo do
Abufari Pearse et al., (2006) encontraram auséncia de equilibrio de ligacdo em
seis dos sete locos analisados. Quando uma populacédo esta em equilibrio de
ligagdo significa dizer que esta apresenta consténcia tanto nas frequéncias
alélicas como genotipicas ao longo de geracdes sucessivas, ou alteracdo ndo
significativa nos valores das frequéncias. No geral, as populacdes estudadas
nesse trabalho apresentaram constancia nas freqtiéncias alélicas e genotipicas
como mencionado acima. Mesmo apresentando desequilibrio de ligacdo em
dois locos (Puni_1B2 e Puni_1F10) as popula¢des do Jurua e Parintins néo
foram obtidos valores significantes em 66,67% das comparacfes, ja para
Manicoré, Barreirinha e Oriximina esse valor aumenta para 83,33%. Escalona
et al., (2009) encontrou desequilibrio de ligacdo para populacdo de P. unifilis
localizada no Trombetas/AM, em que foi encontrado deficiéncia de
heterozigotos.

Neste trabalho foram detectados altos niveis de diversidade génica
para as populacfes de P. unifilis, exceto para Jurua, assim diversidade alélica.
Resultados semelhantes foram encontrados por Escalona et al., (2009)
analisando locos de microssatélites em populacées de P. unfilis localizada na
Venezuela, Colémbia, Peru e Trombetas/Brasil. Altos niveis de diversidade e
riqueza alélica também foram diagnosticados para outras tartarugas exploradas
como a congénere P. expansa (Pearse et al., 2006). Esses resultados sugerem
que a pressao antropogénica ainda ndo esta afetando a variabilidade genética
das populacdes analisadas (Escalona et al., 2009). Contudo, essa variabilidade

encontrada pode ser reflexo de diversidade que ainda ndo esta sendo afetada
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por fatores recentes, devido essa espécie apresentar sobreposicdo de
geracBes por causa da grande longevidade e multipla paternidade (Gibbons
and Semlitsch, 1982; Fantin et al., 2007; Escalona et al., 2009).

As populacbes aqui analisadas apresentaram moderado grau de
estruturagdo populacional com Fst = 0,2245 e significancia de P<0,001, apos
correcdo de Bonferroni para a=0,05. Interessantemente, as comparagdes par-
a-par entre as populacdes de Jurud e Manicoré ndo foram significantes e
apresentou alto nivel de fluxo génico (Nm=16,36). Essas popula¢cbes estdo
separadas por aproximadamente 2.675,54 quildbmetros seguindo o curso dos
rios. Ao contrario da congénero P. expansa, P. unfilis ndo apresenta como
caracteristica dispersdo a longas distancias (Bock et al., 1998) indo de
oposicao aos dados aqui reportados. Para melhor compreender essa situacéo
sugere-se aumentar o numero amostral, assim como, amostrar populacdes
intermediaria a essas localidades para maiores confirmacdo dos dados aqui
apresentados. As populacbes de Barreirinha e Oriximina, equidistantes a
194,81 quilémetros, também ndo apresentaram valores de Fst significante e
namero de migrante igual a 8,18. Apesar de possuirem equidistancia de 44,92
e 149,89, respectivamente para as comparagcdes entre Barreirinha/Parintins e
Oriximina/Parintins, foi observado Fst significante. Bock et al., (2001)
estudando padrdo eletroforético em P. unifiis e P. expansa, encontrou
pronunciada diferenciacdo entre as populacbes de P. unifilis separadas a
pouco mais que 60 quildmetros, semelhante as populacdes separadas a
milhares de quildbmetros. Bock et al.,, (2001) sugere que tal fato esteja
relacionado as caracteristicas generalista da espécie, pois sendo menos
seletiva tanto em termos alimentar e microhabitat de nidificacdo, essa espécie
pode satisfazer suas necessidades dentro de uma area muito mais restrita.
Assim, Bock et al.,, (2001) concluem que apesar da grande variedade
geografica de P. unifilis, essas sdo compostas por mdultiplas populacdes
isoladas reprodutivamente, mesmo na auséncia de barreiras reprodutivas. Por
meio dos dados aqui apresentados, ndo foi observado relagéo entre a distancia
genética e geografica (r=-0,16280 P=0,5797), contudo, o baixo numero de
populacdes analisadas pode ter influenciado no teste, assim, mais populacées

deve ser incluida nas analises.
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6. Consideragdes finais

Os dados aqui reportados apresentam implicacao para a conservacao e
manejo das espécies de P. unifilis. As populacdes de P. unifilis, assim como,
sua congenéro P. expansa tem apresentado recente declinou populacional em
muitos lugares, devido a exploracédo e perda de habitat (Vrijenhoek, 1998). As
populacdes estudadas nesse trabalho devem ser consideradas com unidade de
manejo, a fim de promover a manutencéo de sua variabilidade genética. Afinal,
se uma espécie ocupando uma determinada area se apresenta geneticamente
estruturada, a estratégia para sua conservacdo deve procurar preservar sua
diversidade genética desta localidade, pois a espécie pode apresentar
adaptacdes especificas para esta area as quais seriam perdidas caso a
populacdo fosse misturada com outras (Vasconcelos, 2005). Mesmo as
populac6es de Minicoré e Jurua que ndo apresentaram Fst significativo devem
ser consideradas como unidade de manejo, até que outras populacdes
localizadas entre essas sejam amostradas. A aparente alta diversidade
genética encontrada para as populacdes de P. unfilis estudadas nesse trabalho
devem ser consideradas com cautela, essa variabilidade pode ser reflexo de
diversidade que ainda ndo estd sendo afetada por fatores recentes, devido
essa espécie apresentar sobreposicdo de geracBes por causa da grande
longevidade e mdltipla paternidade (Gibbons and Semlitsch, 1982; Fantin et al.,
2007; Escalona et al., 2009).

Os resultados obtidos fornecem informacbes para que projetos de
manejo e conservacado de P. uniflis sejam desenvolvidos adequadamente. A
conservacdo das diversas espécies de quelbnios da Amazdnia é importante
ndo apenas por manter a diversidade biologica neste bioma, mas também por
serem um meio de subsisténcia para as populagdes ribeirinhas e simbolismo

cultural para muitas etnias indigenas (Rebélo & Lugli,1996; Salera et al., 2006).
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