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Resumo

O género Podocnemis mesmo sendo considerado abundante na bacia
Amazobnica Brasileira, devido a alta exploracdo comercial recentemente, algumas
espécies constavam na listagem do IBAMA como uma espécie em risco de extin¢ao.
Apesar de atualmente esta categoria ter mudado para "vulneravel” para a P. unifilis
(Red List - [JUCN) muito pouco se sabe sobre o impacto que a intensa atividade de
caca teve sob a diversidade genética das populacbes desta espécie. O trabalho teve
como principal objetivo caracterizar a variabilidade genética em popula¢cbes naturais
de P. unifilis das localidades de Santarém, Trombetas e Tucurui, utilizando a regido
controle do DNA mitocondrial como marcador molecular. A analise constituiu-se de 34
individuos, sendo 20 de Trombetas e 14 de Santarém. Foram definidos 10 haplétipos,
e destes, o mais comum foi (238tr) com 12 individuos de Trombetas, o segundo mais
comum (285tr) possui 10 individuos sendo cinco de Santarém e cinco de Trombetas.
Estes dois hapl6tipos juntos equivalem a aproximadamente 65% do total de hapl6tipos
identificados. A diversidade génica (H) total das localidades de Trombetas e Santarém
foram estimadas em 60% e 80% respectivamente. Os valores resultantes dos testes
de neutralidade seletiva de mutac6es indicam que as localidades estdo em equilibrio
genético com relacdo aos haplétipos do DNA mitocondrial.

Palavra chave: Podocnemis unifilis, Genética de Popula¢ges, DNA mitocondrial.
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1. Introducéo

Os quelbnios sdo animais de vida longa, podem chegar a aproximadamente
100 anos. Muitas espécies apresentam baixas taxas de crescimento e requerem
longos periodos para atingir a maturidade. Espécies de pequeno porte, como a
tartaruga-pintada (Chrysemys picta), ndo atingem a maturidade antes dos sete a oito
anos de idade e podem viver mais de 25 anos. Espécies de maior porte como jabutis e
tartarugas marinhas podem viver tanto quanto os seres humanos, e mesmo o0s jabutis-
caixa podem viver mais do que 50 anos (Pough et al., 2003).

A ordem Testudines compreende 0s répteis terrestres, marinhos e dulcicolas.
Apresentam o corpo envolvido por duas conchas 6sseas, uma carapaga dorsal e um
palastrdo ventral que estdo ligados lateralmente por uma ponte 6ssea. As suas
mandibulas sdo desenvolvidas, assumindo a forma de um bico cérneo, auséncia de
dentes, lingua ndo extensivel, presenca de pélpebras e pesco¢o geralmente retrétil
com oito vértebras cervicais. Os membros sdo geralmente pentadactilos, todos sao
oviparos e ndo apresentam cuidados parentais.

Os Testudines séo classificados em duas subordens de acordo com a maneira
gue recolhem a cabeca para dentro do casco. Os Cryptodira (crypto = escondido, dire
= pesco¢o) retraem a cabeca curvando o pescoc¢o na forma de um S vertical, enquanto
os Pleurodira (pleuro = lado) retraem a cabeca curvando o pescogo horizontalmente
(POUGH et. al., 2003).

1.1 Familia Podocnemididae

A familia Podocnemididae esta inclusa na subordem Pleurodira e segundo
Noonan (2000), a familia Podocnemididae compreende um grupo monofilético que
reine trés géneros de quelbnios de &agua doce: Erymnochelis (Baur, 1888);
Peltocephalus (Duméril e Bibron, 1835) e Podocnemis (Wagler, 1830). O género
Erymnochelis estd representado por apenas uma espécie vivente, E.
madagascariensis (Grandidier, 1867), restrita a Madagascar (Pritchard e Trebbau,
1984). Peltocephalus, grupo-irmdo de Podocnemis, € monoespecifico, estando
Peltocephalus dumerilianus (Schweigger, 1812) distribuida pelo leste da Colémbia,

sudoeste da Venezuela e noroeste do Brasil (Pritchard e Trebbau, 1984).

1.2 Género Podocnemis
O género Podocnemis (Wagler, 1830), pode ser encontrado na América do

Sul. Este género possui seis espécies, das quais quatro podem ser encontrados na
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regido Amazébnica Brasileira: Podocnemis unifilis (Troschel, 1848), Podocnemis
sextuberculata (Corndlia, 1849), Podocnemis erythrocephala (Spix, 1824) e

Podocnemis expansa (Scheigger, 1812).

1.3 Podocnemis unifilis

Conhecida popularmente como tracaja, é encontrada no norte da América do
Sul, nas bacias dos ris Amazonas e Orinoco e seus afluentes (Prichard e Trebbau,
1984; Iverson, 1992). Este quelbnio é facilmente encontrado em rios de agua preta,
clara e branca, em lagos e reservatérios. Quando a morfologia apresenta patas curtas
e cobertas com pele rugosa, cabeca achatada e cbnica, de pequeno tamanho em

relacdo ao corpo (Figura 1).

Fonte: IBAMA.gov.br

Figura 1. Exemplar juvenil de P. unifilis.

Esta espécie é muito predada por populacdes ribeirinhas, é a segunda
espécie mais consumida da regido, devido a qualidade de sua carne e ovos, além do
sabor possuem uma grande reserva de gordura (Branco, 1997). Apés a publicacao da
portaria 142/92-P, que regulamentou a criagdo em cativeiro para a comercializagdo da
tartaruga da Amazonia (P. expansa) e o tracaja (P. unifilis) aumentou a procura destas
espécies por pessoas interessadas em iniciar criacdo de quelbnios.

O IBAMA fornece filhotes aos criadores, 0s quais séo retirados da natureza
sem que haja um prévio estudo das caracteristicas genéticas e ecoldgicas para
escolher a melhor regido de onde serdo coletados. Para solucionar este problema é
necessario conhecer as caracteristicas genéticas das populagbes naturais destas

espécies para orientar a elaboracdo de projetos adequados ao manejo e conservacao.

1.4 Genética de Populagcbes
A genética da conservacdo tem sido aplicada nos estudos relacionados a

conservagcdo de espécies animais e vegetais em todo o planeta, sendo esta,



fornecedoras de ferramentas que auxiliam na identificacdo de espécies
comercializadas, do local onde ocorreu a exploracdo, ou ainda na certificacdo da
origem de espécimes comercializadas por criadores (Frankham, 2008).

A biodiversidade e a variabilidade genética de uma espécie além de serem
muito importantes para a sua evolugdo, pois € a base em que se fundamenta a
sele¢cdo natural que atua sobre as variantes ocorrentes dentro das populacées em
funcdo da adaptacdo ao ambiente. Também pode ser usada para verificar afinidades e
os limites entre as espécies, para estimar niveis de migracdo e dispersdo nas
populagbes, e para detectar modos de reproducédo e estrutura familiar (Viana, 2005).
Atualmente, esta variabilidade pode ser analisada a partir de numerosas técnicas

disponiveis que utilizam marcadores moleculares.

1.5 Marcadores Moleculares

Diversos marcadores moleculares estdo disponiveis, sendo que cada um
deles apresenta caracteristicas proprias que os tornam mais adequado aos trabalhos
realizados. Marcadores moleculares, muitas vezes utilizadas em genética da
conservagdo incluem impressbes digitais de DNA, fragmentos de restricdo do
polimorfismo (RFLP) do seqiienciamento genético, analise mitocondrial e nuclear, e
genotipagem de diferentes loci nucleares, como microssatélites e polimorfismos de
comprimento de fragmentos amplificados (AFLPs) (Aitken et al. , 2004). Junto com
essas ferramentas moleculares, que podem incluir polimorfismo de DNA amplificado
ao acaso (RAPD) e, mais recentemente, polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs).

A utilizacdo de marcadores genéticos que sao transmitidos uniparentalmente

> como o DNA mitocondrial, por exemplo, que nos animais é considerado quase

exclusivamente de heranga materna, € muito Gtil por fornecer dados sobre a evolugéo
e dispersdo dos organismos. Devido a seu predominante modo de heranga materna
(Huntchison et al., 1974; Avise, 1986), o numero efetivo de genes do genoma
mitocondrial corresponde a um quarto do nuclear, levando a mais rapida taxa de
diferenciacdo genética através da deriva (Birky et al., 1983). A divergéncia genética é
também aumentada pela maior taxa de evolugcdo de seqiiéncias (pelo menos em
vertebrados), particularmente dentro de uma porcdo hipervaridvel do genoma
mitocondrial, a regido controle, em comparacdo aos genes condificantes do DNA
nuclear (Brown et al., 1979; Brown, 1983; Moritz et al., 1987). Estas propriedades
também facilitam a reconstrucéo de relacdes filogenéticas entre os hapl6tipos do DNA
mitocondrial, que podem ser comparadas a sua atual distribuicdo geografica para
identificar os processos que definem a estrutura genética entre populacdes (Avise et
al., 1987; O’Corry-Crowe et al., 1997).



1.6 DNA mitocondrial e Regido Controle (D-loop)

A mitocéndria é uma organela encontrada na maioria dos eucariontes, po 3
13 genes codificadores de proteina que sao 90% do genoma, 22 genes codificadores
de RNAs de transferéncia, dois genes codificadores de RNAs ribossémicos e uma
regido nédo codificadora chamada regido controle (AVISE et. al., 1986).

O DNAmt é muito utilizado devido a facilidade em isola-lo, ao grande nimero
de copias por célula, seu tamanho pequeno, sua organiza¢do simples, por ndo ser
recombinante (Avise et al., 1984; Hayashi et al., 1985) e por sua suposta heranga
materna (a mitocondria paternal parece ser ativamente degradada durante a
fertilizacdo) e uniclonal (Hutchinson et al., 1974; Giles et al., 1980; Waughn et al.,
1980; Avise, 1986, 1994). A heranca materna gera hipoteses que refletem a filogenia
das fémeas de uma populagdo, sendo util, por exemplo, no estudo da movimentagao
de fémeas em populagfes naturais de uma espécie (Lasman et al., 1981; Avise et al.,
1984). A alta taxa de mutagdo ainda permite que o DNA mitocondrial seja utilizado
para inferir relagcdes filogenéticas entre populagbes ou espécies com tempos de
divergéncia relativamente recentes entre milhares e alguns milhées de anos (Brown et
al., 1979).

A regido controle, uma das poucas regides nao codificadoras do genoma
mitocondrial, esta localizada entre as regides codificadoras do RNA transportador da
prolina e do RNA transportador da fenilalanina. Esta regido é chamada de D-loop
(displacement loop structure) ou alca D porque nela estdo contidos os sitios de
iniciacdo da replicacao da fita pesada (H) e os promotores de transcricdo das fitas leve
e pesada. Possui uma taxa de evolucdo de duas a cinco vezes maiores que a dos
genes mitocondriais codificadores de proteina, além de possuir uma maior
variabilidade de substituicdo de bases que outras regides do DNA mitocondrial e do

DNA nuclear, por esse motivo tém sido muito utilizada em estudos populacionais.

2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Analisar e comparar a diversidade genética em trés populagcbes naturais de
Podocnemis unifilis da Amazbénia Brasileira, utilizando como marcador molecular a

Regido Controle do DNA Mitocondrial.

2.2 Objetivos especificos
Determinar os niveis de variabilidade genética em populacdes de Podocnemis

unifilis provenientes da Reserva Biol6gica de Trombetas, Tucurui e Santarém;



Comparar a diversidade genética da populacdo de Tucurui com as
populacdes de Santarém e Trombetas;
Verificar a ocorréncia de popula¢cdes geneticamente estruturadas.

3. Material e Métodos
3.1 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de sangue, pele e casco de 78 espécimes de P.
unifilis, provenientes trés localidades: Rio Trombetas (Rebio Trombetas) 30 amostras,
Rio Amazonas (Santarém) 28 amostras e Rio Tocantins (Tucurui) 30 amostras (Figura
2).
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Figura 2. Mapa das localidades amostradas: Rio Trombetas (Rebio Trombetas), Rio
Amazonas (Santarém) e Rio Tocantins (Tucurui).

Os tecidos coletados foram armazenados em microtubos contendo 500 pl de
etanol absoluto. Apéds a coleta, os quelénios foram libertados no local de onde foram
capturados. As amostras de tecidos foram depositadas na Colecdo de Tecidos de
Genética Animal (CTGA) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

3.2 Extrac&o de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método CTAB (Doyle e Doyle, 1987), com
algumas modificacBes. A eficacia da extracdo e a concentracdo do DNA foram

verificadas através da técnica de eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Neste
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procedimento, foram utilizados 2uL do DNA extraido juntamente com 2uL de azul de
bromofenol. Apés o término da corrida, o gel foi corado com gel red e observado em

transluminador de luz ultravioleta VDS.

3.3 Amplificag&o in vitro via PCR

As reacbes de amplificacdo estdo sendo realizadas via PCR em tubos
eppendorf de 0,2 mL sendo as concentracdes de cada componente as seguintes: 1,5
puL de tampédo 10X; 1,5 uL de dNTPs (25 mM); 1,5 pL de cloreto de magnésio (25mM);
1,5pL do Primer Forward PRO (5'- CCCATCACCCACTCCCAAAGC-3'/ Pearse et al.,
2006) e do 1,5 pL Primer Reverse 12SR5 (5-GTCAGGACCATGCCTTTGTG-3'/
Tomas Hrbek com. Pessoal) ambos a 2 mM; 0,4 pL de DNA Taq polimerase a 5 U/pL
e 1,0 uL do DNA genémico de cada individuo a 10 — 100 ng/uL. O volume final foi
ajustado para 15 pL de reacdo com agua deionizada autoclavada. O programa de
amplificacdo tem os seguintes perfis de temperatura: 92°C por um minuto; seguidos
por 35 ciclos de 92°C (1 minuto), 55° C (35 segundos), 72°C (1 minuto e meio); e uma
extensao final a 72°C por 5 minutos para a extensdo dos segmentos amplificados de
DNA.

ApOs a reagéo, a eficiéncia da amplificagéo foi verificada através da aplicagéo
de 2 pL do produto amplificado de cada reacdo em gel de agarose 0,8 %, e 2uL do
marcador molecular Ladder 1 Kb, por cerca de 1 hora e 40 minutos com corrente de
70 mA. Por comparagdo com o marcador, foi determinado se o tamanho do fragmento

amplificado.

3.4 Purificagdo do material

A purificagdo consiste na eliminacdo dos varios tipos de produtos nao
incorporados na reacdo de amplificagdo como primers, dNTPs, sais e outras
moléculas de peso molecular baixo, e foi realizada com polietileno glicol. Este DNA

purificado foi utilizado na reagédo de sequéncia.

3.5 Reacdo de sequéncia

A reacdo de sequéncia também foi realizada através da técnica de PCR na
qual o volume final de cada reacao foi obtido com os seguintes componentes: 2 uL do
primer foward (F) ou reverse (R), utilizados anteriormente na amplificacdo do
fragmento; 4 pL da solugéo do Kit de reagédo Dyenamic™ ET Dye Terminator; 4 uL de

DNA purificado (entre 30 —100 ng/uL).
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A reacdo foi preparada em placas com 96 pocos, em seguida levada ao
termociclador por 25 ciclos com o seguinte perfil de temperatura: 20 segundos a 95 °C
a fim de desnaturar as fitas complementares, 15 segundos a 50 °C, para o0 anelamento
dos primers e 1 minuto a 60 °C para a extenséo da regido a ser seqiienciada.

Apo6s o término da PCR de sequienciamento, o produto foi precipitado de
acordo com o seguinte protocolo: Adiciona-se a placa com o material amplificado 1uL
de acetato de aménio 7,5 mM e 27,5 uL de etanol absoluto (100% de pureza) misturar
com o vortex e centrifugar por alguns segundos (spin down). Incubou-se a temperatura
ambiente por 15 minutos e em seguida centrifugou-se em centrifuga refrigerada por 45
minutos. Eliminou-se o &lcool por inversao da placa e acrescentou-se 120 uL de etanol
70%. Centrifugou-se por 15 minutos e eliminou-se o alcool por inversdo da placa. Em
seguida centrifugou-se com a placa invertida em um papel toalha um spin a 700 RPM.
Deixou-se secar em temperatura ambiente e depois de seco ressuspendeu-se 0
material 10 uL de Loading buffer (presente no kit de seqienciamento). Apos a

precipitacao o material esta pronto para ser sequenciado.

3.6 Sequenciamento

Para a obtencdo da sequéncia nucleotidica final, O DNA purificado foi
submetido a uma eletroforese em gel de poliacrilamida no sequenciador automatico

ABI, seguindo a metodologia padrao do fabricante.

Apés 0 sequenciador automatico gerar as sequéncias nucleotidicas de cada
reacdo, estas serdo conferidas e editadas no programa BioEdit, a fim de que sejam
estabelecidas as sequéncias individuais finais. As sequéncias, entdo, foram alinhadas
utilizando a ferramenta Clustal W do referido programa gerando uma matriz de dados
contento sequéncias de todos os individuos estudados. ApoOs este processo foram

feitas as andlises estatisticas e moleculares.

3.7 Andlises estatisticas — Populacionais

Medidas estatisticas de genética populacional foram feitas através das analises
das frequéncias e distribuicdo dos hapl6tipos utilizando o programa TCS (Clement et
al., 2000). Este software agrupou as seqiéncias de pares de bases que diferem entre

si, em passos mutacionais, dentro de haplétipos.

12



3.8 Analises de Polimorfismos genéticos

Para determinar a diferenciagcdo e variabilidade genética entre as
populacbes, foi realizada a Andlise de Variancia Molecular (AMOVA)
(Schneider et al.,2000) - € uma estimativa de estrutura genética populacional
similar a outras abordagens que levam em conta a variacdo na frequéncia
génica, entretanto a AMOVA considera 0 numero de mutacdes entre 0s
haplétipos. Os niveis de estrutura de populagdo foram inferidos a partir de
analises dos F statistics (Fst), onde sera possivel determinar o fluxo génico

através do numero de migrantes.

Para testar se as mutagfes encontradas ao longo das sequéncias de DNA
realmente sdo neutras, foram aplicados os testes de neutralidade seletiva de Tajima e
Fu, estes testes sdo muito utilizados em analises genéticas de populagbes. O teste D
de Tajima, baseado no modelo dos sitios infinitos sem recombinacgéo (Kimura, 1969) é
apropriado para seqiiéncias curtas de DNA. Este modelo assume que os sitios ao
longo de uma sequéncia de DNA sofrem mutagfes independentes e irregulares e que
a probabilidade de um mesmo sitio sofrer mutacdes duas vezes é infinitamente
pequena (Epperson, 2003). Todos estes testes de variabilidade genética foram

realizados no programa Arlequin 2000 (Schineider et al., 2000).

4. Resultados e Discusséo

O banco de dados para andlises de populac¢des foi composto de 34 seqiiéncias
com um total de 359 pares de bases cada. A composicdo média de bases
nucleotidicas do fragmento parcial da regido controle do DNA mitocondrial foi de:
25,56% para Adenina, 33,03% para Timina, 23,14% para Citosina e 18,26% para
Guanina. A partir de todas as seqliéncias analisadas verificou-se que 340 sitios foram
monomoarficos e 19 foram polimorficos. Dentre os sitios variaveis, 13 corresponderam
a mutacgdes do tipo transi¢céo e 6 do tipo transversao.

As andlises foram realizadas com apenas 34 individuos de Podocnemis
unifilis, sendo 20 espécimes de Trombetas e 14 de Santarém. Como os tecidos
coletados dos espécimes de Tucurui foram pedacos de casco nés néo tivemos muito
sucesso na amplificacdo do DNA, devido a técnica utilizada para a extracdo de DNA
ser especifica para tecidos moles, e para as amostras de fragmentos de casco ela ndo
foi muito eficiente. Para esta populacdo continuamos com a adequacdo do protocolo

de extracdo e amplificacao e, os resultados serdo apresentados no proximo relatorio.

13
8



Utilizando o programa TCS (Clement et al., 2000) as sequéncias de DNA dos
individuos coletados em Santarém e Trombetas foram plotadas em uma matriz de
dados que foi utilizada para estimar um cladograma intra-especificos de haplotipos.
Este software agrupa sequéncias de pares de bases que diferem entre si em passos
mutacionais dentro de haplétipos e calcula a frequéncia desses hapl6tipos, estimando
relacbes genealdgicas entre eles, usando um algoritmo descrito por (Templeton,
Crandall e Sing , 1992).

Neste cladograma foram definidos 10 haplétipos, e destes, o mais comum foi
(238tr) com 12 individuos somente da localidade de Trombetas, o segundo mais
comum (285tr) possui 10 individuos sendo cinco de Santarém e cinco de Trombetas
(Figura 3). Estes dois haplétipos juntos equivalem a aproximadamente 65% do total de
haplétipos identificados. Também foram encontrados de hapl6tipos raros ou singletons
e alguns missing haplotype. Tais caracteristicas estdo de acordo com o critério de
origem baseado na freqliéncia descrito por Templeton (1998) e segundo o qual o

haplétipo 238tr seria 0 hapl6tipo ancestral dos individuos de tracaja estudados.

238tr

Figura 3. Arvore de haplotipos de P. unifilis
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Os niveis de variabilidade genética, estimados com base nos parametros
genéticos e na analise de polimorfismo de DNA, estdo sumariados na Tabela 1. A
diversidade génica (H) total das localidades de Trombetas e Santarém foram
estimadas em 60% e 80% respectivamente. Estes valores indicam que as populagbes
de ambas as localidades apresentam bons niveis de diversidade. A diversidade
nucleotidica (/7) observada nas localidades de Trombetas e Santarém foram de 1%.
Estas estimativas de polimorfismo genético indicam que os niveis de variabilidade

genética ao longo da area estudada sao semelhantes.

Os valores resultantes dos testes de neutralidade seletiva de mutac¢des indicam
que as localidades estdo em equilibrio genético com relagdo aos haplétipos do DNA
mitocondrial (Tabela 1). O Teste D de Tajima nao foi significativo (P < 0,05) para as
localidades. O Fs de Fu também ndo mostrou desvio significativo da expectativa
neutra das mutagdes. Estes testes estatisticos foram desenvolvidos sob as premissas
da teoria neutra de mutacdes e baseiam-se no modelo de sitios infinitos sem
recombinagdo (KIMURA, 1969), apropriado para sequéncias de DNA. Portanto, como
nao foram encontrados desvios significativos, os dois testes estatisticos indicam que

as populacdes estudadas estdo em equilibrio genético.

Tabela 1. Parametros genéticos para P. unifilis

D de Fs
Populacbes N S NH A r Tajima de Fu
Trombetas 20 10 4 0.5947+0.098 0.0101% 0.006 0.98889 3.97138
Santarém 14 9 7 0.8462+0.074 0.0111+0.007 1.54175 -0.12150

Tabela 1. NOTA: * Nivel de significancia P <\0,005; N = Nimero de Individuos; S = Numero
de Sitios Polimérficos; NH = Nimero de Haplétipos; H = Diversidade Génica; 1 = Diversidade
Nucleotidica (por sitio);

As andlises de expanséo populacional e polimorfismo do DNA foram realizados
através do programa Arlequin (Schneider et al., 2001). As Analises de Variancia
Molecular (AMOVA) revelaram a existéncia de subdivisdo populacional (FST = 0,198;
P < 0,001). Os resultados mostraram que 19,78% da variancia total ocorrem entre as
populacdes, entretanto a maior variacdo genética foi atribuida a variancia dentro das

amostras populacionais (80,22%).
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5. CONCLUSAO

Segmentos mitocondriais tém emergido como uma importante escolha para
estes estudos por que podem medir o atual nivel de fluxo génico entre populacdes e
espécies, distinguir taxas de migracdo através de panmixia e estimar a variabilidade
genética intra e inter populacionais, caracteristica de extrema importancia para o
manejo e a conservacao de espécies ameacadas.

A utilizacdo da regido controle do DNA mitocondrial (D — loop) mostrou-se
eficiente para estimar a variabilidade genética das populacdes da P. unifilis.

Apesar de terem sido estudadas apenas duas populacdes a pequena
diferenciacao genética encontrada entre elas, deve ser considerada enquanto ndo sao
feitas comparagbes com um numero maior de populagdes que comprovem que esta
diferenciacéo existe de fato.

Estudos como este podem servir como referéncia para futuros projetos de
manejos com tracaja. Quando as populacdes sdo consideradas semelhantes do ponto
de vista genético é possivel escolher uma regido mais acessivel, para protecao e
soltura de animais na natureza que forem apreendidos pelos 6rgaos competentes
durante as fiscalizacdes de pesca ilegal. Esta medida permite poupar despesas com
transportes e com as informacdes do status genético das populacdes ndo se corre o

risco de colocar esses animais em um ambiente ao qual ndo estariam adaptados.
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6. Cronograma

NO

Descrigao

Ago
2009

Set

Out

Nov

Dez

Jan
2010

Fev

Mar

Abr

Mai

Jun

Jul

01

Extragéo de DNA das
Amostras

02

Quantificacdo do DNA
extraido

03

Amplificagéo do
material através de
PCR

X

X

04

Purificacdo da PCR

05

Sequienciamento do
produto de PCR

06

Andlise dos dados

07

Levantamento
Bibliografico

X | X | X | X

X | X | X | X

08

Elaboracédo do Resumo
e Relatério Final

09

Preparacéo da
Apresentacao Final
para o Congresso
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