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RESUMO 
 

O rio Amazonas é colonizado por varias espécies de organismos aquáticos, e entre os 
animais que fazem parte dessa rica fauna encontram-se os quelônios representados por quatro 
espécies do gênero Podocnemis, destacando-se o P. unifilis conhecido como tracajá. Esta 
espécie representa grande importância comercial para a região, pois produz carne e ovos que 
são produtos bastante apreciados na culinária local, visto que é um alimento de alto valor 
nutricional para as populações ribeirinhas. Tendo em vista a grande procura por este animal 
em época de reprodução, sua captura é realizada de forma intensa, desordenada e sem manejo, 
o que pode implicar na extinção desta espécie. Portanto, estudos genéticos, utilizando 
marcadores moleculares são imprescindíveis para o monitoramento da variabilidade genética 
dessas populações e se tornam necessárias para que, futuramente, seja proposta uma eficiente 
política de manejo sustentável e conservação dos estoques naturais desses animais. O presente 
trabalho teve como objetivo caracterizar a variabilidade genética de populações nativas de P. 

unifilis em diferentes regiões do Baixo Amazonas, utilizando a região controle do DNA 
mitocondrial (mtDNA). Os locais de coleta compreendem as localidades Máximo, Valéria e 
Parananema situadas próximas ao município de Parintins. As análises das populações foram 
realizadas com 31 indivíduos utilizando seqüências nucleotídicas compostas por 487 pares de 
bases da região controle do DNA mitocondrial (D-loop) as quais foram agrupadas em 7 
diferentes haplótipos. Os níveis de variabilidade genética foram altos para as populações 
amostradas. Os resultados de AMOVA indicaram que a maior parte da variação genética 
encontra-se dentro das populações (81,61%) enquanto que entre populações a variação foi 
pequena (18,39%). Tais resultados também evidenciaram que existe estruturação genética 
entre os locais amostrados (F ST =0,1838  ; P =0,034 ). Os testes de neutralidade Fs de Fu e D 
de Tajima não mostraram desvio significativo da expectativa neutra das mutações. Os valores 
do índice de fixação FST  foram significativos nas comparações entre Máximo e as outras duas 
localidades apesar dos valores de Nm (número de migrantes por geração) terem sido maiores 
que 1, isso pode indicar que estas populações estão geneticamente estruturadas. Apesar de ter 
sido encontrada uma pequena Variabilidade genética em uma das populações estudadas, as 
demais podem ser consideradas uma população panmítica. Portanto a utilização da região 
controle do DNA mitocondrial (D – loop) mostrou-se eficiente nos estudos com as populações 
de Podocnemis unifilis, sendo de grande relevância como marcador molecular para o 
monitoramento genético desta espécie. A variabilidade genética encontrada entre as 
localidades amostradas possivelmente podem ser provenientes da pressão antrópica ou de 
fatores ambientais, pois estes determinam as condições de existência para os seres vivos, bem 
como influenciam na sua distribuição devido a fatores adaptativos.  

 
 

Palavras-chave: Variabilidade genética, DNA mitocondrial, tracajá, genética de populações. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Bacia Amazônica é a maior bacia hidrográfica do mundo, abrangendo os estados 

do Amazonas, Pará, Amapá, Acre, Roraima, Rondônia e Mato Grosso. Dentre os seus 

principais cursos de água, está calha do Amazonas, que possui tributos de águas brancas, 

claras e pretas, sendo colonizado por uma enorme diversidade de plantas e animais, servindo 

como fonte inesgotável para estudos, principalmente aqueles relacionados à diversidade e 

identificação de espécies e conservação.  

O rio Amazonas abriga várias espécies de organismos aquáticos as quais têm 

destaque na economia local, além de serem importante fonte de proteína de alto valor 

nutricional para populações ribeirinhas. Dentre os animais que fazem parte dessa rica fauna, 

destacam-se os quelônios do gênero Podocnemis, principalmente as espécies P. expansa 

(SCHWEIGGER, 1812), P. unifilis (TROSCHEL, 1848), P. sextuberculata (CORNALIA, 

1844) e P. erythrocephala (SPIX, 1824).  

O Podocnemis unifilis, também conhecido como tracajá, é uma espécie nativa e 

vastamente distribuída na drenagem do Rio Amazonas (IVERSON, 1992). É uma espécie de 

menor porte em relação à tartaruga, possuindo em torno de 8 kg e até 68 centímetros de 

comprimento de carapaça. Apresenta casco levemente convexo com manchas amareladas bem 

evidentes na parte dorsal da cabeça e nas bordas das placas marginais da carapaça, melhor 

observadas em filhotes, que desaparecem em fêmeas adultas. Este quelônio apresenta 

potencial para o comercial na região amazônica, pois produz carne e ovos que são produtos 

bastante apreciados no cardápio das populações locais, sendo considerada a segunda espécie 

mais consumida na região.  

 Atualmente, devido à captura desta espécie ser realizada de forma intensa e sem 

manejo adequado, este animal apresenta-se como vulnerável na lista vermelha da IUCN.  

Uma das causas que podem ser citadas como conseqüência da captura desordenada destes 
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animais, ou sobreexploração, é a redução dos estoques naturais de exemplares na natureza que 

pode implicar, futuramente, na extinção desta espécie.  

A perda acentuada de indivíduos das populações ou o desaparecimento de espécies 

resulta em redução da variabilidade genética. A variabilidade genética é um fator de evolução 

de extrema importância à adaptação do animal no ambiente. Alguns dos problemas causados 

pela falta de variabilidade genética são: menor adaptação às condições ambientais, que 

influencia o processo de reprodução; redução do crescimento e desenvolvimento dos animais; 

menor resistência a endo e ectoparasitas, entre outros.  

Assim, o conhecimento e monitoramento da variabilidade genética das populações de 

Podocnemis unifilis se tornam importantes e fundamentais para viabilizar pesquisas 

relacionadas com conservação e produção dessa espécie. 

Existem numerosas técnicas moleculares disponíveis para avaliar a diversidade 

genética entre indivíduos e entre populações, dentre estas, destacam-se os marcadores 

moleculares, utilizados para estimar o número de modificações dos nucleotídeos entre 

alelomorfos. As informações provenientes dessa análise são, em seguida, empregadas em 

estudos de genética de populações ou de diversidade genética, que contribuem em pesquisas 

relacionadas à preservação, manutenção e produção de espécies.  

 Em quelônios, os marcadores moleculares têm sido muito empregados na avaliação 

de polimorfismos de DNA genômico e mitocondrial. Particularmente, o DNA mitocondrial 

constitui-se de uma molécula de DNA circular, de fita dupla, pequena e que se apresenta em 

múltiplas cópias na mitocôndria. Este DNA apresenta altas taxas de mutação quando 

comparado ao DNA genômico, pois possui uma região não codificadora chamada de região 

controle, característica que o torna importante nos estudos de variação genética entre 

populações, assim como outros relacionados à evolução entre indivíduos, espécies e 

populações.  
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Nesse contexto, as informações provenientes do estudo de polimorfismos no DNA 

mitocondrial se tornam importantes e necessários para o monitoramento da variabilidade 

genética do Podocnemis unifilis, e assim obter informações que possam ser aplicadas em 

estudos de conservação genética e produção comercial, e ainda contribuir em tomadas de 

decisões relacionadas à preservação dos ambientes de captura desses quelônios. Além disso, 

gera informações necessárias para a recuperação e manutenção da diversidade genética dos 

estoques naturais do tracajá que apresentarem sinais de esgotamento, evitando a possível 

extinção desta espécie.  

Assim, este trabalho tem como objetivo geral caracterizar a variabilidade genética de 

populações nativas de Podocnemis unifilis em diferentes regiões do Baixo Amazonas, 

utilizando a região controle do DNA mitocondrial.  

 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1. QUELÔNIOS 

Os quelônios existem, aproximadamente, desde o Jurássico (250 milhões de anos) até 

hoje, e possuem cerca de 211 a 335 espécies de água doce, salgada (8) ou terrestre (34) 

(GARSCHAGEN, 1995). É o grupo de animais que compõem as tartarugas, os jabutis e os 

tracajás como seus representantes mais conhecidos (ANDRADE et al, 2005).  

Os quelônios possuem o corpo envolvido por uma carapaça ou casco, formada por 

placas ósseas e coberta por placas córneas. A parte que cobre o dorso é a carapaça 

propriamente dita, e a parte que cobre o ventre é denominada plastrão. Quando lesada, a 

carapaça pode se regenerar devido à formação de novo tecido ósseo córneo (IBAMA, 1989). 

Além desta característica pré-histórica, os representantes desta ordem também se caracterizam 

por mandíbulas desenvolvidas formando bico córneo, língua não extensível, ausência de 

dentes e pescoço retrátil (ORR, 1986). 
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As espécies mais conhecidas dos ribeirinhos são a tartaruga-verdadeira ou tartaruga-

amazônica (Podocnemis expansa), o tracajá (Podocnemis unifilis), o iaçá ou pitiú 

(Podocnemis sextuberculata), o calalumã ou irapuca (Podocnemis erytrocephala) e o 

cabeçudo (Peltocephalus dumerilianus) (ANDRADE et al, 2005). 

 

2.2. TRACAJÁ, Podocnemis unifilis (Troschel, 1848) 

Na Taxonomia se encontra no Filo: Cordado, Sub-Filo: Vertebrado, Super-Classe: 

Tetrápodo, Sub-Classe: Anapsida, Classe: Répteis, Ordem: Quelônio, Família: Podocnemidae 

Espécie: Podocnemis unifilis. 

A Podocnemis unifilis (TROSCHEL, 1848) (Figura 01), também conhecida como 

tracajá, é uma espécie nativa e vastamente distribuída na drenagem do Rio Amazonas 

(IVERSON, 1992), sendo encontrada em águas brancas, pretas e claras, assim como em lagos 

e reservatórios, constituindo como importante fonte de alimento para diversas populações no 

estado do Amazonas (ANDRADE, 2004; CANTARELLI & HERDE, 1989). 

 
Figura 1 - Exemplar de Podocnemis unifilis  

FONTE: Retirado de <http://www.tracaja-e.net/9902.htm> Acesso em: 03 janeiro 2011 
 

Este quelônio apresenta patas curtas e cobertas com pele rugosa, cabeça achatada e 

cônica, de pequeno tamanho em relação ao corpo. Possui manchas amareladas na cabeça, na 

parte dorsal, e olhos bastante juntos, separados por um sulco (ANDRADE, 2007). As 

manchas amarelas desaparecem em fêmeas adultas persistindo nos machos adultos. 
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As fêmeas são maiores que os machos e chegam a medir cerca de 50 cm de 

comprimento de carapaça e pesar até 12 kg (SOINI, 1995). Supõe-se estar maduro 

sexualmente após os sete anos. Alimentam-se de frutas, sementes, raízes, folhas, e 

ocasionalmente de insetos, crustáceos e moluscos (REIS, 1994).  

Esta é uma espécie que pode ser manejada em cativeiro para fins de repovoamento, 

ou para fins comerciais. Possui um grande potencial devido algumas vantagens como: fácil 

adaptação às condições bióticas e abióticas de cativeiro, resistência à manipulação, elevada 

taxa reprodutiva em cativeiro, fácil adaptação aos alimentos de origem animal e vegetal, 

rápido crescimento inicial (ACOSTA et al., 1995). 

 
2.3. PREDAÇÃO DE QUELÔNIOS  

Os quelônios possuem grande valor para os moradores da várzea: sua carne e seus 

ovos fazem parte da alimentação das famílias nortistas. A carapaça serve para produzir 

objetos artesanais. A banha e os ovos são usados nas indústrias de medicamentos e de 

cosméticos. Mas isso significa também uma constante ameaça para esses animais 

(ANDRADE et al, 2005).  

As principais causas que ameaçam esses animais é a caça comercial ilegal, aumento 

do numero de pescadores nos lagos e nos rios, destruição da casa dos animais por ação 

antrópica ou por animais como gado que invadem a várzea e destrói os ninhos dos quelônios e 

a alta taxa de mortalidade de filhotes e embriões ocasionados pela predação de uma grande 

diversidade de animais, assim, geralmente, os animais jovens não conseguem chegar á 

reprodução e gerar descendentes. De acordo com SALERA JUNIOR et al (2009), fêmeas 

adultas de P. unifilis apresentam um maior número de predadores que P. expansa, isso pode 

ser atribuído, possivelmente, ao seu menor porte e massa corpórea. 
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Atualmente o tracajá, é a espécie de quelônio mais procurado e consumido na 

Amazônia. Após 300 anos, já não se produz mais óleo, apenas carne e ovos ao longo de toda a 

cadeia de consumo (REBÊLO & PEZZUTI, 2000).  

Em decorrência destes fatores o P. unifilis apresenta-se como vulnerável na lista 

vermelha da IUCN (International Union for Conservation of Nature) de 2009 e está listado no 

Apêndice II da CITES (Convention on International Trade in Endangered Species). A criação 

comercial, permitida pelo IBAMA, pela Portaria N º 142/92, ainda não consegue atender o 

mercado e seus preços, ainda são elevados (ANDRADE et al, 2007). Ainda assim CANTO et 

al (1999), ao realizarem um levantamento preliminar da comercialização ilegal de produtos da 

fauna no Estado do Amazonas, registram que as classes mais apreendidas são répteis 

(principalmente, quelônios) com 52,2%, mamíferos 30% e aves 17,8%. 

 

2.4. VARIABILIDADE GENÉTICA E MARCADORES MOLECULARES 

A variabilidade genética é o princípio básico para estudos genéticos e de 

melhoramento, permitindo selecionar e estudar a herança de caracteres (MEDEIROS-

GALVÃO, 1998). Para que haja evolução adaptativa é fundamental a existência da variação 

genética, devido à atuação da seleção natural sobre estas variações (SILVA, 2002). A perda 

acentuada de indivíduos das populações ou o desaparecimento de espécies resulta em redução 

da variabilidade genética. A perda dessa variabilidade proporciona aumento dos níveis de 

homozigose nas populações, o que permite a expressão de genes deletérios que causam 

injúrias nos processos de produção e reprodução dos animais (FALCONER & MACKEY, 

1992), podendo levar espécies à extinção.  

O monitoramento da variabilidade genética das populações pode ser realizado 

utilizando-se metodologias de análise molecular, como os marcadores moleculares, sendo que 

estes têm se mostrado bastante eficientes no estudo de populações de organismos aquáticos 
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(POVH, et al., 2008; SCHIAVINATO, et al., 2008; FANTIN et al, 2007; FREITAS et al., 

2007; CHAND, et al., 2005; MOREIRA et al., 2003). A técnica dos marcadores moleculares 

permite a detecção de polimorfismos de DNA, ou seja, alterações na cadeia de DNA, tanto em 

regiões do genoma que codificam proteínas, quanto em regiões que ainda têm funções 

desconhecidas (REGITANO, 2001). 

O DNA mitocondrial (DNAmt) tem recebido atenção especial, dentre os fragmentos 

de DNA mais estudados (AVISE, 1994), particularmente em pesquisas que tem o objetivo de 

verificar a diversidade genética de espécies de quelônios do gênero Podocnemis (SANTOS, 

2008; NOVELLE, 2006). Sua utilização como marcador molecular é ampla devido a sua 

facilidade de manipulação e isolamento, por seu grande número de cópias por células, taxa de 

mutação relativamente rápida e sua presumida falta de recombinação, a qual resulta da 

herança uniparental e geralmente materna (AVISE, 1994; FREELAND, 2005).  

O genoma mitocondrial (Figura 2) em animais é uma molécula de DNA circular, fita 

dupla pequena e com múltiplas cópias na mitocôndria (BROWN, 1981; 1985; MORITZ et al. 

1987). Possui 13 genes codificadores de proteína que são 90% do genoma, 22 RNAs de 

transferência (tRNAs), 2 RNAs ribossômicos e uma região não codificadora chamada região 

controle ou alça D (d-loop) (AVISE  et al., 1986). 

 

Figura 02 - Genoma mitocondrial completo de Pelomedusa subrufa [13974] 
gi|5835582|ref|NC_001947.1|. 
FONTE: Retirado de <http://ncbi.nlm.nih.gov/genomes/framik.cgi?db=genome&gi=13974>  
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A região controle (alça-D ou D-loop) é a região não codificadora do genoma 

mitocondrial. Apresenta em torno de 1100 pares de bases e localiza-se entre as regiões 

codificadoras de dois RNAs transportadores (tRNA), o tRNA da prolina, e o tRNA da 

fenilalanina.  Esta região é chamada D-loop (displacement loop structure) ou alça-D porque 

nela estão contidos os sítios de iniciação da replicação da fita pesada (H) e os promotores de 

transcrição das fitas leve e pesada (BROWN et al., 1986; HONEYCUTT & WHEELER, 

1990; STRACHAN & READ, 1996). 

 

3. METODOLOGIA 

3.1. AMOSTRAGEM 

Foram coletadas amostras de sangue de 60 indivíduos provenientes de três 

localidades próximas ao município de Parintins, na Região do Baixo Amazonas, conhecidas 

como Lago Máximo, Lago da Valéria e Lago do Parananema (Figura 3), sendo amostrados 20 

indivíduos por localidade. 

 
Figura 3 - Vista Aérea das localidades amostradas : azul - Máximo; verde - Valéria e; vermelha - 
Parananema. 
FONTE: Retirado de http://www.google.maps.com.br. Acesso em 29 de junho de 2011. 
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3.2. OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 

Para a obtenção das amostras de sangue utilizou-se indivíduos jovens e recém 

eclodidos, coletando-se 50 µL de sangue de cada indivíduo através de punção da veia femural. 

O material foi preservado em microtubos tipo eppendorf contendo 500 µL de etanol absoluto 

e conservado em temperatura ambiente. Em seguida, os animais foram devolvidos para a 

natureza no mesmo local de onde foram amostrados, sendo que nenhum animal foi 

sacrificado.  Realizaram-se as coletas com o apoio do Projeto Pé de Pincha. As análises 

laboratoriais foram realizadas no Laboratório de Genética da Universidade Federal do 

Amazonas – UFAM/MANAUS, sob supervisão da professora Maria das Neves Silva Viana e 

no Laboratório de Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas – 

UFAM/PARINTINS. 

 

3.3. EXTRAÇÃO DE DNA 

A extração de DNA foi realizada utilizando-se a metodologia proposta por Doyle & 

Doyle (1987). Este protocolo utiliza o CTAB, que é um detergente catiônico (cationic 

hexadecyl trimethyl ammonium bromide) que solubiliza as membranas celulares, juntamente 

com a Proteinase K, formando um complexo com o DNA, que é posteriormente precipitado 

com etanol. 

 Verificou-se a eficácia da extração e a concentração do DNA através da técnica de 

eletroforese em gel de agarose a 0,8%, e após o término da corrida eletroforética visualizou-se 

os resultados em um transluminador de luz ultravioleta VDS. Após a quantificação o DNA foi 

diluído na concentração de 20 ηg e estocado a -5ºC. 
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3.4. AMPLIFICAÇÃO IN VITRO VIA PCR  

O DNA foi amplificado empregando a técnica PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) 

utilizando-se iniciadores específicos para a região controle do DNA mitocondrial, com as 

seguintes seqüências: PRO (5'-CCCATCACCCACTCCCAAAGC-3') (SITES et al., 1999), e 

12SR5 (5'-GTCAGGACCATGCCTTTGTG-3') (KOCHER et al.,1989).  

A reação de PCR foi realizada em microtubos tipo eppendorf de 0,2mL, sendo as 

quantidades dos componentes padronizados iguais a 6,3µL de Água MilliQ, 1,0µL de DNA, 

1,5µL de cada iniciador (PRO e 12SR5), 1,2µL de MgCl2 (50mM), 0,5µL da enzima Taq 

polimerase (5 U/µL), 1,5µL de dNTP e 1,5µL de tampão de PCR [10 mM Tris-HCl (pH 9,0) e 

50 mM KCl], completando em um volume final de 15 µL de reação.  

As reações de PCR foram realizadas em um termociclador cujo programa foi 

ajustado para os seguintes perfis de temperatura: 92ºC por um minuto para a desnaturação das 

fitas complementares do DNA; seguidos por 35 ciclos de 92ºC (1 minuto), 55 ºC (35 

segundos), 72ºC (1minuto e meio) para o anelamento dos primers; e 72ºC por 5 minutos para 

a extensão final à dos segmentos amplificados de DNA.  

A eficiência da amplificação foi verificada por meio de corridas eletroforéticas, por 

aproximadamente 45 min., aplicando-se 2 µL do produto amplificado de cada reação em gel 

de agarose 1,0 %, . Por comparação com o marcador 1 Kb DNA Ladder, foi determinado o 

tamanho do fragmento amplificado. Após o término da corrida, o gel foi corado com gel RED 

e observado em um transluminador de luz ultravioleta VDS. 

 

3.5. PURIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS 

A purificação foi realizada com PEG 8000 e NaCl (20% w/v PEG, 2,5 M NaCl) 

especifico para purificação. Esse processo consiste na eliminação dos vários tipos de produtos 
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não incorporados na reação de amplificação como primers, dntps, sais e outras moléculas de 

peso moleculares baixo. Este DNA purificado foi utilizado na reação de seqüenciamento. 

 

3.6. REAÇÃO DE SEQUÊNCIA 

A reação de seqüência também foi realizada através da técnica de PCR na qual o 

volume final de cada reação foi  ajustado pra 10 µl. A reação foi preparada em placas com 96 

poços, em seguida levada ao termociclador por 25 ciclos com o seguinte perfil de 

temperatura: 20 segundos a 95 ºC a fim de desnaturar as fitas complementares, 15 segundos à 

50 ºC para o anelamento dos primers e 1 minuto à 60 ºC para a extensão da região a ser 

seqüenciada. 

Após o término da PCR de seqüenciamento, o produto foi precipitado utilizando 

método EtOh/EDTA precipitation - Cycle sequencing. O produto purificado foi submetido à 

uma reação de genotipagem que foi seqüenciada em seqüenciador automático MegaBACE 

1000 Amershan Biosciences, seguindo a metodologia padrão do fabricante, que gerou uma 

seqüência nucleotídica de cada amostra.  

O alinhamento e edição das seqüências foi realizado no programa BioEdit (HALL, 

1999). Com o auxílio da ferramenta  ClustalW (THOMPSON et al, 1994) foi feito o 

alinhamento automático, e em seguida as seqüências foram editadas manualmente. 

 

3.6. ANÁLISE GENOTÍPICA 

Realizou-se a análise genotípica utilizando-se os programas Genetic Profiler e 

Fragment Profiler, a fim de identificar o genótipo de cada loco para os indivíduos 

amostrados. Em seguida, construiu-se uma matriz com as informações dos genótipos dos 

indivíduos para as análises estatísticas. 
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3.7. ANÁLISES ESTATÍSTICAS POPULACIONAIS  

3.7.1. ANÁLISES DA FREQÜÊNCIA E DISTRIBUIÇÃO DOS HAPLÓTIPOS 

As medidas estatísticas de genética populacional foram realizadas através das 

análises das freqüências e distribuição dos haplótipos utilizando o programa TCS (CLEMENT 

et al., 2000). O cladograma dos haplótipos obtido com o auxílio do programa TCS foi 

utilizado para realizar a Nested Clade Analysis (NCA). Esta análise converte o cladograma em 

uma série de ramos ou clados hierarquicamente agrupados e, juntamente com as informações 

sobre a distribuição geográfica dos haplótipos foram utilizadas para as análises de associações 

geográficas no programa GeoDis versão 2.0 (POSADA et al., 2000). 

 

3.7.2. ANÁLISES DE POLIMORFISMOS GENÉTICOS  

Para determinar a diferenciação e variabilidade genética entre as populações, foi 

realizada a Análise de Variância Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992), que é uma 

estimativa de estrutura genética populacional que considera o número de mutações entre os 

haplótipos. 

Estimativas sobre a existência de polimorfismo intra-específico e divergências 

genéticas entre populações foram obtidas através da Análise de Variância Molecular 

(AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992), utilizando-se o programa Arlequin versão 3.1 

(EXCOFFIER et al., 2005), e aplicando-se o FST de WRIGHT (1969), o qual descreve a 

quantidade de diferenciação e fluxo gênico entre as populações  (NEIGEL, 2002) . Este 

modelo estatístico (AMOVA) é baseado em análises de variação de freqüência gênica levando 

em consideração o número de mutações entre os alelos.  

Para testar se as mutações encontradas ao longo das seqüências de DNA realmente 

eram neutras, foram aplicados os testes de neutralidade seletiva de Tajima e Fu, estes testes 

são muito utilizados em análises genéticas de populações.  O teste D de Tajima, baseado no 
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modelo dos sítios infinitos sem recombinação (KIMURA, 1969) é apropriado para seqüências 

curtas de DNA. Este modelo assume que os sítios ao longo de uma seqüência de DNA sofrem 

mutações independentes e irregulares e que a probabilidade de um mesmo sítio sofrer 

mutações duas vezes é infinitamente pequena (EPPERSON, 2003). Todos estes testes de 

variabilidade genética foram estimados no programa Arlequin versão 3.1 (EXCOFFIER et al., 

2005). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Realizou-se a extração de DNA de 60 amostras de sangue de Podocnemis unifilis. O 

DNA extraído foi avaliado e quantificado por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%, 

como pode ser observado na Figura 4. De modo geral, o DNA mostrou-se íntegro sem 

quaisquer sinais de degradação, que quando presente é representado por um arraste no gel de 

agarose.  

 
Figura 4 - Gel de quantificação de DNA de Podocnemis unifilis 

O padrão de amplificação das amostras podem ser visualizados na Figura 5, onde é 

possível observar que o tamanho do fragmento de DNA amplificado é de aproximadamente 

1.100 pb.   
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Figura 5 – Eletroforese em gel de agarose a 1,0 % dos produtos amplificados do DNA mitocondrial de 
Podocnemis unifilis, mostrando o padrão de migração do fragmento de aproximadamente 1.100 pb 
comparados com aqueles DNA de peso molecular conhecido (1Kb Ladder). 

 

Purificou-se o produto da PCR para que produtos indesejáveis não viessem acarretar 

em falhas no processo de seqüenciamento.  

O seqüenciamento gerou seqüências de DNA que foram alinhadas no programa 

BioEdit (HALL, 1999) obtido pela ferramenta Custal W sendo então editadas manualmente.  

O banco de dados para análises de populações foi composto por 32 seqüências de 

DNA da região mitocondrial, sendo 22 pertencentes a localidade do Parananema, 06 da 

localidade da Valéria e 04 da localidade do Máximo. A obtenção desse número de amostras 

foi resultado da ineficácia no processo de purificação de DNA, onde resíduos de reações que 

são prejudiciais ao seqüenciamento persistiram e impossibilitaram a leitura das seqüências de 

DNA.  

As seqüências formaram um seguimento de nucleotídeos com um total de 487 pares de 

bases cada. A composição média de bases nucleotídicas deste fragmento parcial da região 

controle do DNA mitocondrial foi de: 24,17% para Adenina, 33,22% para Timina, 30,75% 

para Citosina e 11,86% para Guanina para uma dispersão (Desvio Padrão) de 9,56. A partir de 

todas as seqüências analisadas verificou-se que 466 sítios foram monomórficos e 21 foram 
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polimórficos. Dentre os sítios variáveis, 17 corresponderam a mutações do tipo transição e 4 

do tipo transversão. A Tabela 1 mostra a composição nucleotídica encontrada em cada 

população e sua dispersão. SILVA (2002) analisando a região ND1 do DNA mitocondrial de 

Podocnemis sextuberculata de três regiões do Amazonas encontrou 9 mutação do tipo 

transição e 14 do tipo transversão de 23 sítios polimórficos. 

Tabela 1 - Composição nucleotídica encontrada em cada população. 

Composição nucleotídicas Máximo Parananema Valéria 

C% 30,63 30,82 30,80 

T% 33,23 33,16 33,26 

A% 24,26 24,13 24,13 

G% 11,88 11,89 11,81 

Desvio Padrão 9,52 9,54 9,60 

 

Considerando os 32 indivíduos obtidos de três amostras populacionais situadas na 

região de Parintins, foram definidos 7 haplótipos, e destes, 3 foram únicos os singletons, e 

apenas um haplótipo (134P) está presente em todas as localidades representado por 11 

indivíduos (Figura 6). Além deste foi observado que o haplótipo 131P também representado 

por 11 indivíduos se encontra distribuído em igual proporção, mas, neste não foram 

observados representantes da localidade Valéria. Estes dois haplótipos juntos equivalem a 

aproximadamente 69% do total de haplótipos identificados e constituem os haplótipos de 

maior distribuição geográfica quando comparados a outras populações próximas a Parintins. 

Tais características estão de acordo com o critério de origem baseado na freqüência descrito 

por Templeton (1987) e segundo o qual um destes seria o haplótipo ancestral dos indivíduos 

de tracajá estudados.  
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Observou-se também a presença de elipses menores, que ligam os haplótipos 

identificados, estes correspondem aos haplótipos não amostrados (missing haplotypes) ou que 

não foram encontrados nas amostras populacionais examinadas, sendo necessário aumentar o 

número de amostras para que sejam identificados ou sua existência pode ser atribuída a sua 

extinção ao longo de milhões de anos (SANTOS, 2004). 

 

 
 

Figura 6. Cladograma dos haplótipos identificados de Podocnemis unifilis. 

 

Os níveis de variabilidade genética, estimados com base nos parâmetros genéticos e 

na análise de polimorfismo de DNA, estão sumariados na Tabela 2. A diversidade gênica (Ĥ) 

total foi estimada em 0, 662. Este valor indica que as populações apresentam bons níveis de 

diversidade. A diversidade nucleotídica (Π) observada quando reunidas todas as localidades 
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amostradas foi de 0,0063 (0,63%) e variou de 0,007 em Parananema, 0,002 no Máximo e 0,01 

em Valéria. Estas estimativas de polimorfismo genético indicam diferentes níveis de 

variabilidade genética ao longo da área estudada.  

Os valores resultantes dos testes de neutralidade seletiva de mutações indicam que as 

localidades estão em equilíbrio genético com relação aos haplótipos do DNA mitocondrial 

(Tabela 2). O Teste D de Tajima não foi significativo (P < 0,05) para as localidades. O Fs de 

Fu também não mostrou desvio significativo da expectativa neutra das mutações. Estes testes 

estatísticos foram desenvolvidos sob as premissas da teoria neutra de mutações e baseiam-se 

no modelo de sítios infinitos sem recombinação (KIMURA, 1969), apropriados para 

seqüências de DNA. Portanto, como não foram encontrados desvios significativos, os dois 

testes estatísticos indicam que as populações estudadas estão em equilíbrio genético.  

 

Tabela 2. Parâmetros genéticos estimados para Podocnemis unifilis 

Populações N S NH Ĥ Π D de Tajima Fs de Fu 

PAR 22 9 5 0,718 ± 0,064 0,00754 1,6385 2,907 

MAX 6 4 3 0,600 ± 0,215 0,00273 1,2950 0,297 

VAL 4 6 2 0,667 ± 0,204 0,01095 2,1975 4,151 

NOTA: P < 0,05; N = Número de Indivíduos; S = Número de Sítios Polimórficos; NH = Número de 
Haplótipos; Ĥ = Diversidade Gênica; Π = Diversidade Nucleotídica (por sítio); PAR = Parananema; 
MAX = Lago Máximo; VAL = Comunidade Valéria. 

 

Análises de variância molecular (AMOVA), e análises de expansão populacional e 

polimorfismo do DNA foram realizados no programa Arlequin (SCHNEIDER et al., 2001). 

Os resultados revelaram uma alta taxa de diversidade genética para as amostras populacionais 

estudadas. Os valores de FST revelaram um baixo grau de subdivisão populacional (ФST = 

0,1838, P < 0,034). Os resultados mostraram que 18,39% da variância total ocorrem entre as 

populações, entretanto a maior variação genética foi atribuída à variância dentro das amostras 
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populacionais (81,61%). Tais resultados também evidenciaram que existe estruturação 

genética entre os locais amostrados (F ST =0,1838  ; P =0,034 ). 

Os valores obtidos das comparações múltiplas entre os pares de populações através 

do índice ФST foram utilizados para estimar o fluxo gênico das fêmeas. Os resultados indicam 

o número efetivo de fêmeas de tracajá migrantes por geração entre as localidades (Tabela 3). 

Todas as comparações entre o Máximo e as outras duas localidades foram significativas 

apesar dos valores de Nm (número de migrantes por geração) terem sido maiores que 1. O 

fluxo gênico dado pelo equivalente ao número de migrantes por geração Nm é uma força 

contrária e impõe um limite à diferenciação genética. Valores de Nm maior do que um é 

indicativo de que a divergência genética está sendo refreada (HARTL & CLARK, 1989). Este 

resultado indica que existe estrutura genética entre as populações, mas devemos levar em 

consideração o pequeno número amostral para as localidades do Máximo e Valéria o que 

pode estar interferindo nas comparações. Para confirmar estes resultados é necessário 

aumentar o número de indivíduos analisados para estas duas localidades. 

 

Tabela 3. Estimativa indireta de fluxo gênico (Nm) (acima da diagonal e à direita) e 
diferenciação genética (ФST) (abaixo da diagonal e à esquerda) entre os pares de populações 
de P. unifilis. 
Populações Parananema Máximo Valéria 

Parananema   –           1,2522 inf 

Máximo   0,3992*         – 1,3877 

Valéria   0,0000        0,3603* – 

NOTA: * Nível de significância P < 0,008 (após a correção de Bonferroni); inf= infinito. 

 

Na tabela 3 os valores encontrados para o FST são inversamente proporcionais aos 

valores de Nm, ou seja, quanto maior o número de migrantes, os valores de FST são menores. 

Logo com o numero alto de Nm pode-se sugerir uma baixa taxa de migração. Segundo 
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GIBBONS (1986) muitas espécies de quelônios se movimentam a grandes distancias em 

respostas a mudanças sazonais, mas a resposta para condições adversas pode variar dentro e 

entre espécies. Forner (2001) também encontrou esta característica para a espécie de P. 

unifilis utilizando RAPD como marcador molecular onde os resultados também sugerem 

baixa migração.  

Os resultados da análise de variância molecular mostraram que grande parte da 

variação genética ocorre dentro das localidades amostradas. Contudo, os significantes valores 

de ФST de algumas comparações entre localidades e o grau de estrutura observada pelos 

resultados de AMOVA sugerem que a localidade do Máximo (Tabela 3) encontra-se 

geneticamente diferenciada. 

 A distribuição geográfica desses animais nos afluentes do rio Amazonas 

possivelmente pode explicar o porquê da população da localidade do Máximo se encontrar 

geneticamente diferenciada, quando comparada com as localidades da Valéria e Parananema, 

pois está localizada em uma região de águas claras, ao contrario das demais. Por outro lado, as 

localidades da Valéria e do Parananema estão conectadas diretamente pelo rio Amazonas o 

que estabelece fluxo contínuo de genes entre as regiões que é confirmada na Tabela 3, onde 

observamos que existe o fluxo gênico infinito. De acordo com Castro et al (2008), para as 

tartarugas de água doce do gênero Podocnemis, as características morfológicas dos rios 

afetam o seu ciclo biológico e conseqüente sua migração. O rio Amazonas possui tributos de 

águas brancas, claras e pretas, sendo este um fator que influencia a distribuição e a 

sobrevivência de muitos organismos aquáticos (SANTO et al, 2003).  

Contudo, considerando o pequeno número amostral para duas das três localidades 

estudadas, faz-se necessário ampliar o numero de indivíduos para que possamos chegar a uma 

conclusão definitiva. 
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5. CONCLUSÃO 

A utilização da região controle do DNA mitocondrial (D – loop), mostrou-se 

eficiente para estimar a variabilidade genética das populações da Podocnemis unifilis, sendo 

de grande relevância como marcador molecular para o monitoramento genético desta espécie. 

Apesar de ter sido encontrada uma pequena variabilidade genética em uma das 

populações estudadas nesse caso a localidade de Máximo, as localidades de Valeria e 

Parananema podem ser consideradas uma única e grande população panmítica.  

A variabilidade genética encontrada entre as localidades amostradas possivelmente 

podem ser provenientes da pressão antrópica ou de fatores ambientais que podem determinar 

as condições de existência para os seres vivos, bem como influenciar na sua distribuição.  

Estudos como este podem servir como referência para futuros projetos de manejos 

com tracajá. Caso seja necessário repovoar uma área (tabuleiro) com a espécie, pode-se 

capturar animais em qualquer umas das localidades estudadas. Ou se ocorrer uma apreensão 

de uma grande quantidade desses animais provenientes dessa região, essas informações 

possibilitam que os órgãos responsáveis possam fazer a soltura em um ponto mais acessível, 

podendo assim ser devolvida a natureza, poupando despesas com transportes e não correndo 

risco de colocar esses animais em um ambiente ao qual não está adaptado.   
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