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RESUMO

O tracaja (Podocnemis unifilis) € a tartaruga de 4gua doce com maior distribui¢cdo, podendo ser
encontrada nos mais diversos habitats. Associada a caracteristicas naturais dos quel6nios, a agéo
humana provoca um declinio acentuado das populagdes, fazendo com que espécies como P.unifilis
esteja na lista de animais a serem protegidos pelo IBAMA. Muitos aspectos da biologia das espécies
podem ser determinados usando analises genéticas. Em alguns rios da bacia Amazobnica,
corredeiras e cachoeiras limitam o fluxo génico de varios grupos aquaticos e semiaquaticos,
portanto, é necessario estudar os padrdes genéticos das espécies principalmente em locais que
sdo visados para empreendimentos hidrelétricos. Com isso, analisamos a regido D-Loop do DNA
mitocondrial de 300 tracajas adultos de diferentes rios da drenagem da Amazénia brasileira,
determinando padrdes de organizacdo da variabilidade genética e avaliando a interferéncia de
barreiras naturais aos individuos. Foram medidos o numero de haplétipos, nimero de sitios
segregantes, a diversidade haplotipica, diversidade nucleotidicas, testes de neutralidade, AMOVA
e foi construida uma rede de haplétipos. Para medir os niveis de estruturacdo entre as localidades
inferimos o indice de fixacdo ®sr, a quantidade de grupos biolégicos na amostra, nivel de fluxo
genético, teste de Mantel, e por fim, foram estimadas as barreiras naturais ao fluxo génico usando
0 programa Barrier. Encontramos altos valores de diversidade genética e um fluxo genético restrito
com altos niveis de estruturacdo entre as localidades. As diferencas dentro dos rios Madeira,
Tapajos, Trombetas, Xingu e Tocantins-Araguaia possivelmente sdo causadas pelas cachoeiras e
corredeiras. Sugerimos 8 Unidades de Manejo distintas: Barreirinha, Médio rio Trombetas, rio
Tapajos, montante da cachoeira da Volta Grande do Xingu, jusante da cachoeira da Volta Grande
do Xingu, rio Guaporé, bacia Tocantins-Araguaia e um grupo da regido da varzea amazoénica com
as demais localidades. Indicamos a utilizacdo de nossos dados na tomada de decisdo de locais de
soltura de filhotes em projetos de manejo participativo de quelénios amazénicos, nas decisdes sobre
implantacdo de empreendimentos e na fiscalizacdo e apreensdo do comércio ilegal de tracajas,
além de ressaltar a importancia do estudo da espécie através de outros marcadores moleculares, a

fim de auxiliar na conservacéao dos tracajas.

Palavras-chave: tracaja, genética de populac@es, D-loop, conservacao, hidrelétricas.
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ABSTRACT

The yellow-spotted river turtle Podocnemis unifilis is the most widely distributed freshwater river
turtle and is found in a diversity of habitats. Associated with natural characteristics of turtles, human
action causes a sharp population declines, causing species like P. unifilis to be on the list of animals
to be protected by IBAMA. Many aspects of the biology of the species can be determined using
molecular genetic analyses. In some rivers of the Amazon basin, rapids and waterfalls limit gene
flow of various aquatic and semiaquatic groups, so it is necessary to study the patterns of species
especially in places that are targeted for hydroelectric projects. Thus, we analyzed the D-loop region
of mitochondrial DNA of 300 adult turtles of different rivers in the Brazilian Amazon basin,
determining organizational patterns of genetic variability and evaluating the interference of natural
barriers. We measured the number of haplotypes, the number of segregating sites, haplotype
diversity, nucleotide diversity, neutrality tests, AMOVA and we constructed a haplotype network. To
measure levels of structuring among populations, we inferred the ® ST fixation index, the number of
biological groups in the sample, level of gene flow, Mantel's test, and finally, we estimated natural
barriers to gene flow using Barrier program. We found high genetic diversity and restricted gene
flow with high levels of structuring between locations. The differences within the Madeira, Tapajés,
Trombetas, Xingu and Tocantins-Araguaia rivers are possibly caused by waterfalls and rapids. We
define 8 different Management Units: Barreirinha, middle Trombetas River, Tapajés River, upstream
of the waterfall of Volta Grande do Xingu River, downstream of the waterfall of Volta Grande do
Xingu River, Guaporé River, Tocantins-Araguaia basin and a group of the Amazon floodplain area
with other populations. We indicate the use of our data in making decisions to release young in
participatory management of project sites of Amazon turtles, in decisions on implementation of
construction projects and inspection and seizure of illegal trade in turtles, and underline the
importance of studying the species through other molecular markers to assist in the conservation of

turtles.

Keywords: tracaja, population genetics, D-loop, conservation, hydroelectric.
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1. INTRODUCAO

1.1. Podocnemis unifilis

Popularmente conhecida como “tracaja”, ou “zé prego” para os machos, Podocnemis
unifilis € um quelbnio semiaquatico que se diferencia das demais espécies do género
principalmente pelas manchas alaranjadas puxando para um tom amarelo luminoso na
cabeca dos juvenis e machos adultos (Figura 01). As fémeas possuem cabeca marrom
ferrugem de maneira uniforme, sdo maiores que os machos e, geralmente, com 31,3 cm

estdo prontas para se reproduzir, podendo chegar até 46,5 cm (VOGT, 2008).

Figura 01 — Individuo imaturo de Podocnemis unifilis.

O tracaja se alimenta de material animal e vegetal, como sementes, caules e pequenos
crustaceos, e € comumente visualizado tomando sol em grandes grupos sobre troncos
(comportamento de basking). E a tartaruga de agua doce com maior distribuic&o, ocorrendo
na Bolivia, Colémbia, Equador, Guianas, Peru, Suriname, Venezuela e no Brasil
principalmente nos estados da Amaz6nia Legal: Acre, Amapa, Amazonas, Par4, Maranh&o,
Rond6nia, Roraima e Tocantins, além de Goias e Mato Grosso (Figura 02) (VAN DIJK et
al., 2014; VOGT,2008).



Figura 02 - Distribuicdo geografica de Podocnemis unifilis (evidenciado em cor).

Fonte: Van Dijk et al., 2014.

Essa espécie pode ser encontrada nos mais diversos habitats: grandes rios, lagos, lagos
de meandro, pantanos, brejos e lagoas, em locais de 4guas pretas, claras e brancas.
Grande parte das fémeas que ficam em lagos de meandros e lagoas migram para os rios
para desovarem, algumas vezes atravessando centenas de metros por terra, enquanto 0s
juvenis sdo mais comuns em pequenas lagoas ou enseadas, e os machos em grandes rios
(VOGT, 2008).

A estacdo de desova varia ao longo da sua distribuicdo, ocorrendo duas vezes: a
primeira cerca de 2 a 3 semanas antes da “tartaruga-da-Amazonia” (Podocnemis expansa),
préximo ao més de novembro, e a segunda duas semanas depois. As fémeas postam de
16 a 33 ovos por ninhada, aparentemente sem selecéo do local de postura dos ovos, pois,
ninhos podem ser encontrados em praias abertas, altas, baixas, declinadas, em areas com
plantas herbaceas ou em sombras na borda da floresta em solo argiloso, com isso, alguns
ninhos ndo sao detectados por predadores como o gavidao-preto, 0 mais importante, além
de larvas de moscas (VOGT, 2008).

Devido a alta taxa de predacao dos filhotes no momento em que saem do ninho, alguns
projetos de manejo participativo de quelénios amazonicos foram criados, como o projeto
“Pé-de-Pincha”, que em alguns lugares, transporta ninhos de quelénios para incubadoras
artificiais até a eclosdo. Os filhotes sdo criados por meses até se desenvolverem o
suficiente para diminuir o risco de predacdo natural e, somente assim, soltos na natureza

pelos participantes do projeto, juntamente com os comunitarios das regides. Essas acoes



visam aumentar a conscientizacdo da preservacao da espécie e diminuir o consumo em
ambientes naturais, tendo em vista que os maiores predadores das populacfes de tracaja
ainda sédo os humanos (ANDRADE, 2007; VOGT, 2008).

Atualmente, P. unifilis necessita de atencgéo, pois esta classificada como vulneravel na
lista vermelha da IUCN (IUCN Red List of Threatened Species) e incluida no Apéndice Il da
CITES. Segundo a CITIES, é permitido criar tracajas para a venda como alimento no Brasil,
porém é proibido enviar sua carne para o] exterior
(http://www.cites.org/eng/app/appendices.php; IUCN, 2016). A lista vermelha da IUCN
possui critérios biologicos em sua elaboracédo, entre eles parametros de diversidade
genética. Com isso, varios estudos estédo sendo realizados com técnicas moleculares, pois,
para que um programa de manejo e conservacao tenha sucesso para organismos que
possuem um ciclo de vida longo, como os quelbnios, é necessario proteger todos o0s
estagios de vida da espécie (FRANKHAM et al., 2008; CONGDON et al.,1993).

1.2 Genética populacional de quelénios do género Podocnemis

A ordem TESTUDINES ou CHELONIA, que engloba os quelbnios terrestres, marinhos
e de agua doce, é tida como a mais antiga entre os répteis. Os quelénios sdo organismos
longevos, possuem maturagdo sexual tardia e alta taxa de mortalidade de filhotes e
embrides, fatores que geram uma baixa taxa de substituicdo de individuos (ALFINITO,
1973; PRITCHARD, 1979; ERNST e BARBOUR, 1989; IBAMA, 1989; FERRI, 2002).
Associado as caracteristicas naturais das tartarugas, o consumo indiscriminado como
alimento, da carne, visceras e ovos, e a utiliza¢do de seus cascos como adorno e utensilios
domésticos pelas comunidades locais (PRITCHARD e TREBBAU, 1984), somados a
destruicdo ou ocupacao desordenada de seu ambiente natural provocaram um declinio
acentuado das populagbes de quel6nios. Por isso, P. expansa e P.unifilis animais
protegidos pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis-
IBAMA.

No Brasil estdo registradas 36 espécies de quelbnios distribuidas em oito familias:
Chelidae, Cheloniidae, Dermochelyidae, Emydidade, Geoemydidae, Kinosternidae,
Podocnemididae e Testudinidade. A familia Podocnemididae é representada por trés
géneros: Erymnochelys (Baur 1888), Peltocephalus (Dumeéril e Bibron 1835) e Podocnemis
(Wagler 1830), o mais representativo da familia, com seis espécies: P. erythrocephala
(Spix, 1824), P. expansa (Schweigger, 1812), P. lewyana (Dumeéril, 1852), P. sextuberculata
(Cornalia, 1849), P. vogli (Mdller, 1935) e P. unifilis (Troschel, 1948). Todas as espécies do



género ocorrem na América do Sul, principalmente na regido norte do Brasil (BERNILS e
COSTA, 2012; VAN DIJK et al., 2014). Apesar dessas espécies serem bastante estudadas,
a maioria dos trabalhos esta relacionada a ecologia e reproducdo (FACHIN-TERAN e
VOGT, 2004; FANTIN et al., 2007).

Muitos aspectos da biologia das espécies podem ser determinados usando analises
genéticas moleculares (FRANKHAM et al., 2008). Essas analises sdo importantes pois,
cada espécie do género Podocnemis possui um comportamento diferente quanto a
movimentacdo para alimentacdo e reproducdo. P. expansa, por exemplo, € o maior
gueldnio de agua doce, adaptada para nadar centenas de quildmetros acima nos cursos do
rio, podendo migrar até 45km em dois dias (VOGT, 2008). Em ambiente natural foi
observado, através do DNA mitocondrial, que apesar da capacidade de migracdo de
Podocnemis expansa, existem diferencas genético-populacionais entre bacias,
possivelmente pelo fato de ambos os sexos voltarem todos os anos para o mesmo local de
nidificacdo (SITES et al., 1999; PEARSE et al., 2006). Pearse e colaboradores (2006),
guando utilizaram o DNA nuclear (de heranca biparental) conseguiram encontrar estrutura
entre populacdes de P. expansa no alto rio Madeira e no rio Araguaia, com populacdes
limitadas pelas cachoeiras desses rios.

Em um estudo com Podocnemis lewyana foi verificado que mesmo pequenas
diferenciacdes genéticas em marcadores mitocondriais podem ser informativas, mas bacias
hidrogréficas diferentes ndo mostraram padrdes distintos. Isso indica que existem altos
niveis de fluxo génico entre bacias hidrograficas ou que a separacao das populacbes &
recente (ou muito lenta) de modo que ainda ndo deixou um sinal genético na regiao
mitocondrial citocromo b (VARGAS-RAMIREZ et al., 2007). Utilizando a regi&o controle
mitocondrial e marcadores microssatélites, que sdo mais variaveis, Vargas-Ramirez e
colaboradores (2012), verificaram que a histéria genética de P. lewyana tem sido impactada
por varios eventos de efeito gargalo (bootleneck) e expansdo populacional desde o
Pleistoceno, resultado de baixa variacdo genética devido a distribuicdo geogréfica restrita,
e agravada por fatores antropogénicos recentes.

A “irapuca” (P. erythrocephala), que possui padrao de coloracdo vermelho na cabeca, é
a menor em tamanho e distribuicdo entre as brasileiras do género, ocorrendo basicamente
na bacia do rio Negro (VOGT, 2008; VAN DIJK et al., 2014). Possivelmente devido a sua
baixa migracéo, Santos e colaboradores (2016) verificaram que cachoeiras e corredeiras
presentes no alto rio Negro e no rio Jau podem causar diferenciagdo genética entre as

populacdes.



Podocnemis sextuberculata, conhecida como “iaga” ou “pitiu”, € um pouco maior que a
irapuca e vive em lagos e canais laterais dos rios na cheia e no canal principal do rio na
seca. Os machos migram para as praias de desova antes das fémeas, e assim como P.
expansa, possui potencial migratério maior que as demais, cerca de 15,5 a 44,5 km em um
ano (VOGT, 2008; VAN DIJK et al., 2014). Essa alta capacidade migratoria é corroborada
por estudos genético-populacionais no rio Jurua analisando a regido controle mitocondrial
(VIANA, 2008) e em rios da Amazonia central com a regido ND1 do DNA mitocondrial
(SILVA et al., 2011), os quais verificaram auséncia de estruturacdo genética com intenso
fluxo génico entre as localidades amostradas.

O tracaja, objeto de estudo do presente trabalho, apesar de ndo necessitar migrar muito
para conseguir recursos, um estudo com o DNA nuclear verificou que individuos de
Podocnemis unifilis conseguem manter o fluxo génico migrando areas alagadas e pequenos
cursos d'agua. Entre corredeiras da Amazonia ocidental os autores ndo encontraram uma
gueda drastica de diversidade génica das populacfes, mas foram encontrados sinais de
vulnerabilidade genética devido a gargalos populacionais, que podem prejudicar a futura
integridade das populacdes se a exploracao antrépica persistir (ESCALONA et al., 2009).
Desta forma, € possivel que estruturas geomorfoldgicas (cachoeiras e corredeiras) também
possam ser responsaveis pelos padrées populacionais de P. unifilis, como ja foi visto nas
espécies préoximas, na Amazbnia brasileira (SITES et al., 1999; PEARSE et al., 2006;
SANTOS et al., 2016).

1.3. Problematica e propésito do presente estudo

A transicao abrupta os escudos cristalinos do Brasil Central e das Guianas marcam a
paisagem na forma de cachoeiras e trechos de fortes corredeiras nos maiores afluentes do
rio Solimées—Amazonas (AYRES, 1995), sendo areas com alto potencial de geracdo de
energia. Com isso, rios como o Tapajés, Trombetas, Xingu e Madeira, assim como a bacia
do Tocantins-Araguaia, estdo passando por um momento de avaliagdo em relacdo a
implantacdo de aproveitamentos hidrelétricos, com grandes implicagbes sobre os impactos
ambientais relacionados a construcéo destas. Atualmente existem 416 empreendimentos
em operacao ou construcao e 334 em planejamento ou propostos em toda bacia Amazonica
(Figura 03) (WINEMILLER et al., 2016).



Figura 03 — Empreendimentos hidrelétricos planejados (vermelho) e em construcdo/operagdo (branco) na bacia

Amazobnica.

Fonte: WINEMILLER et al., 2016
*As ecorregides de dgua-doce de acordo com ABELL et al., 2008 estdo separadas por bordas brancas.
** As diferentes cores indicam um gradiente de diferencas na riqueza de espécies dentro das sub-bacias.

***\/alores em preto indicam o nimero de espécies endémicas para cada ecorregido.

As maiores implicacbes da implantacdo desse tipo de empreendimento vém da
fragmentacao dos rios com a perda de conectividade, o desmatamento devido a construcao
de rodovias e o0 alagamento de areas florestais para a criacdo de reservatérios (FINER e
JENKINS, 2012) que inundam praias de desova de algumas espécies de queldnios (ALHO,
2011) e locais utilizados para o basking (termorregulacéo).

Apesar de toda a problematica neste tema, pouco se conhece sobre o papel das
cachoeiras e corredeiras como barreiras ao fluxo génico e/ou como agentes da
diversificacdo das espécies aquéticas e semiaquaticas da Amazonia. Em alguns lugares,
corredeiras e cachoeiras sao vistas como elementos importantes nos processos histéricos
de especiacdo alopatrica e de estrutura populacional, limitando o fluxo génico em varios
grupos aquéticos e semiaquaticos como anuros (SIMOES et al., 2010), quelénios (PEARSE
et al., 2006), peixes (FARIAS et al., 2010; TORRENTE-VILARA et al. 2011; WILLIS et al.,
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2012a; OCHOA et al. 2015), jacarés (HRBEK et al., 2008; MUNIZ, 2012; RANGEL, 2015)
e botos (BANGUERA-HINESTROZA et al., 2002; HRBEK et al. 2014; GRAVENA et al.,
2014, 2015).

No rio Madeira por exemplo, foi possivel identificar o isolamento de uma populacéo de
botos hibridos de Inia boliviensis e Inia geoffrensis, entre as corredeiras e cachoeiras de
Santo Antonio e Jirau (GRAVENA et al. 2015). Porém, como quel6nios podem passar por
barreiras onde botos ndo passam, € comum encontrar fluxo génico, mesmo que restrito,
como observado para Podocnemis expansa nessas corredeiras do Madeira (PEARSE et
al. 2006). Portanto, € necessario estudar os padrdes de cada espécie principalmente em
regides visadas para empreendimentos afim de se obter informacdes dos padrbes genético-
populacionais antes da construcdo destes, que provavelmente terdo um efeito nas
populacdes de organismos aquaticos.

Ainda ha uma grande escassez de informacdes sobre a genética de P. unifilis, com
apenas dois trabalhos de genética de populagdes, com foco no extremo oeste da Amazoénia
(ESCALONA et al., 2009 e PINEDA-CATALAN et al., 2012). Com isso, o presente trabalho
se prop6s a caracterizar a genética de populacdes de tracaja na Amazodnia brasileira,
determinando padrbes de organizacao da variabilidade genética e avaliando a interferéncia
de barreiras naturais para a espécie. Esperamos que o0s resultados sejam utilizados para
planos de manejo a fim de mitigar os efeitos de constru¢des de empreendimentos sobre os
atuais padroes genéticos das populacdes de P. unifilis.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Avaliar a diversidade genética, a estrutura populacional e o efeito de barreiras naturais

para Podocnemis unifilis em rios da Amazonia brasileira.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar os niveis de diversidade genética dos individuos de P. unifilis nas localidades
amostradas;

- Estimar o fluxo génico entre e dentro das localidades estudadas;

- Avaliar o efeito de barreiras naturais nas populagées de tracajas;

- Sugerir Unidades de Manejo para a espécie.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo e Amostragem

Foi amostrado um total de 300 individuos adultos de diferentes rios da drenagem da
Amazonia brasileira. Véarias sequéncias foram obtidas do banco de dados de P. unifilis dos
laboratorios de Evolucdo e Genética Animal e de Bioquimica Molecular, ambos da UFAM,
em Manaus-AM. Para o presente estudo foi coletado individuos a montante e a jusante de
cachoeiras e corredeiras sob influéncia de hidrelétricas dos rios Tocantins-Araguaia e Xingu
entre os anos de 2009, 2012 e 2013. Dentre elas estdo as corredeiras de Santa Izabel no
rio Araguaia (onde foi aprovada a construcdo de uma UHE), as cachoeiras e corredeiras de
Itaboca (submersas pela UHE de Tucurui-PA) no rio Tocantins e as corredeiras da volta
grande do Xingu (onde esta sendo construida a UHE Belo Monte). Todas as coletas
seguiram recomendacdes e autorizacdes do ICMBIio n° 12388-4 de 06/11/2009 e 49695-1
de 03/08/2015. Para o presente estudo também amostramos o rio tapajos, onde esta sendo
estudada a implantacdo da UHE S&o Luiz do Tapajés e o rio Madeira, onde estdo
construindo as UHEs Jirau e Santo Antbnio. O resumo da amostragem total pode ser

observado na Tabela 01 e na Figura 04.



Figura 04 — Mapa da amostragem do presente estudo.

74 67 -60 53 46

T4 67 60 53 46

*QOs circulos amarelos sdo os pontos amostrados e os valores em preto representam os nimeros das localidades de
acordo com a Tabela 01.

**As barras representam as regides de corredeiras e/ou cachoeiras amostradas, em vermelho representam onde
estdo construindo ou ja estéo construidos empreendimentos hidrelétricos e em azul onde ainda néo foram construidos.

Tabela 01 - Informacdo sobre o numero amostral usado para a obtencédo dos dados
genéticos. Os codigos das localidades serdo usados ao longo do texto.

Ponto no mapa o Localizagéo no o NUumero
) Municipio Estado ) Cédigo

(Figura 04) rio amostral

1 Tarauaca Acre Alto rio Jurua JuruTara 12

2 Itamarati Amazonas Médio rio Jurua Jurultam 12

3 Manicoré Amazonas Rio Madeira MadeMani 16

4 Costa Marques Roraima Rio Guaporé MadeGuap 19

5 Parintins Amazonas Rio Amazonas AmazPari 22

6 Barreirinha Amazonas Rio Amazonas AmazBarr 17

7 Terra Santa Para Rio Nhamunda NhamTerr 21

Oriximina (Lago i ]
8 i Para Rio Trombetas =~ TromSapu 10
Sapucua)
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9

10
11
12
13
14
15
16
17
Total

*Em negrito - localidades amostradas no presente trabalho.

Oriximina (Lago

Jarauaca) Para
Santarém Para
Itaituba Para
Altamira (Jusante) Para
Altamira (Montante) Para
Tucurui Para
ltupiranga Para
Antonina Tocantins
Xambio& Tocantins

Rio Trombetas

Rio Tapajos
Rio Tapajos
Rio Xingu
Rio Xingu
Rio Tocantins
Rio Tocantins
Rio Araguaia

Rio Araguaia

TromJara

TapaJusa
TapaMont
XingJusa
XingMont
TocaTucu
Tocaltup
AragAnto
AragXamb

3.2. Procedimentos de captura e coleta do material biolégico

15

27
21
22

28
35
300

Para a captura dos individuos (Figura 05) foram utilizadas as metodologias de mergulho

(a), baticdo (b), pesca com linha sem anzol (c) e redes de pesca do tipo malhadeira especial

para queldnios (trammel nets) (d), variando em cada localidade de acordo com

particularidades de cada regido. Cada tartaruga foi marcada com um cddigo Unico, que

consiste em um furo nos escudos marginais da carapaca para evitar a re-amostragem dos

individuos (CAGLE, 1939). Coordenadas geograficas foram tomadas nos locais de captura.

Figura 05 — Metodologias de captura de tracajas.

(@)

(b)

Fonte: CROQUE-UFT
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As amostras de material biologico foram obtidas através da pun¢do de sangue da veia
caudal de individuos adultos de Podocnemis unifilis (Figura 06) e estocadas em &lcool a
96% em caixa térmica e em geladeira a 4°C até o processamento no Laborat6rio de
Evolucdo e Genética Animal (LEGAL), localizado na Universidade Federal do Amazonas
(UFAM) em Manaus-AM.

Figura 06 — Coleta de sangue pela veia caudal

12



3.3. Procedimentos em Laboratorio

3.3.1 Extracao de DNA

O DNA gendmico total foi extraido das amostras de sangue usando o kit QIAGEN
DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Inc., Valencia, CA), de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Apds a extracdo, as amostras de DNA foram analisadas por eletroforese
horizontal, em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, com tampao TBE de
corrida, com a finalidade de verificar a integridade do DNA obtido. A quantidade de DNA

por amostra foi medida no NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) por espectrofotometria.

3.3.2. Amplificacéo in vitro do DNA via reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O marcador genético utilizado foi a alca D-Loop da regido controle do DNA mitocondrial,
por ter se mostrado bastante varidvel em espécies do género Podocnemis, inclusive em
trabalhos de genética de populacdes (VIANA, 2008; PEARSE et al.,, 2006; VARGAS-
RAMIREZ 2012; SANTOS 2016).

As amostras de DNA total foram amplificadas por PCR (INNIS et al., 1990) usando um
par de primers externos PRO (5-CCCATCACCCACTCCCAAAGC-3) (PEARSE et al.,
2006) e 12SR5 (5'-GGCGGATACTTGCATGT-3") (HRBEK e FARIAS, 2008). Cada tubo
conteve 4mM de MgClz (Fermentas), 0,8 mM dNTPs (Fermentas), 1,5x tampé&o da enzima
Tag polimerase (100 mM Tris-HCI, pH 8,5, 500 mM KCI) (Fermentas), 1pMol de cada
primer, 1,5 U da enzima Taq DNA polimerase (Fermentas) e de 50ng de DNA, completando
com agua para um volume final de 15 L. Os ciclos de amplificagao foram de 94 °C por 1
minuto para a desnaturacéo inicial da fita de DNA, seguido de 35 ciclos de desnaturagéao a
94 °C por 1min, anelamento dos primers a 57°C por 1min e extensdo a 72 °C por 1 minuto

e 30 segundos, além da extensdo final das fitas de DNA a 72°C por 5min.

3.3.3. Purificacé@o do Produto Amplificado e Reacdo de Sequenciamento

As amostras amplificadas foram purificadas utilizando as enzimas Thermo Scientific
Exonuclease | e Thermo Scientific FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo
Scientific) por 30 min a 37°C seguido de 15 min a 80°C no termociclador. As amplificacoes
foram submetidas a reacéo de sequenciamento utilizando o do Kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), em placas contendo o DNA
amplificado e purificado, o primer forward PRO e o primer interno DLSex (5'-
AGTGCTCTTCCCCATATTATG-3’), 1x do tampao de reacéo do Big Dye, com volume final
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de 10uL para cada amostra. As amostras foram submetidas ao termociclador conforme
protocolo do fabricante.

Em seguida, as amostras resultantes desta PCR foram submetidas ao protocolo
EtOH/EDTA de precipitacdo e submetidas a eletro-injecdo para leitura das sequéncias
nucleotidicas determinadas pelo sequenciador automatico ABI PRISM® 3500 seguindo

instrugdes do fabricante.

3.4. Analises dos dados

3.4.1 Edicéao e organizacdo das matrizes de dados

As sequéncias foram editadas e alinhadas no programa Geneious (KEARSE et al.,
2012) por meio do programa de alinhamento multiplo Clustal W (THOMPSON et al., 1994),
sendo a base para a construcdo de uma matriz de dados contendo todas as sequéncias

nucleotidicas, revisadas manualmente.

3.4.2. Diversidade genética, testes de neutralidade e distribuicdo dos haplétipos

Para cada localidade, foram analisados o numero de haplétipos (nH) - quantidade de
copias génicas diferentes em cada localidade; o nimero de sitios segregantes (S) - as
mutacdes que separam cada haplétipo; a diversidade genética estimada a partir da
diversidade haplotipica (H) - a probabilidade de duas sequéncias escolhidas aleatoriamente
serem diferentes (equivalente a heterozigozidade esperada em marcadores diploides); e a
diversidade nucleotidica (1) - nUmero de nucleotideos diferentes por sitio entre sequéncias
escolhidas ao acaso em uma populagéo (TAJIMA, 1983; LI, 1987; NEI, 1987).

Os testes de neutralidade D (TAJIMA, 1989) e Fs (FU, 1997), analogos aos testes de
equilibrio de Hardy-Weinberg utilizados em marcadores de origem biparental, sao
baseados nas frequéncias dos haplotipos através do modelo de sitios infinitos sem
recombinacdo, apropriados para sequéncias curtas de DNA como a regido D-Loop,
considerando que as mutacdes nesse fragmento séo independentes e irregulares e que a
probabilidade de um mesmo sitio sofrer muta¢des duas vezes é extremamente pequena
(KIMURA, 1969). Valores significantes para estes testes podem indicar que as sequéncias
nucleotidicas mitocondriais ndo estdo evoluindo segundo a hipotese de neutralidade
seletiva (auséncia de equilibrio em relacdo a mutacdo e a deriva genética) ou que as
populacdes foram anteriormente subdivididas e/ou experimentaram flutuagdes no passado

(n&o estdo em equilibrio quanto a migracéo e a deriva genética) (HARTL e CLARK, 1989).
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O teste D de Tajima correlaciona o numero de sitios segregantes e o nimero médio de
diferencas nucleotidicas estimado pela comparacdo em pares de bases, onde valores
negativos estdo relacionados com eventos fundadores e expansdo demogréfica (depois de
um gargalo populacional recente, por exemplo) e valores positivos podem estar
relacionados com subdivisdo populacional (TAJIMA, 1989). J4 o Fs de Fu tende a ser
negativo quando existe um excesso de mutagdes recentes (refletido no numero de alelos
raros), fornecendo evidéncias contra a neutralidade das mutacdes, indicando crescimento
populacional (FU, 1997). As analises de diversidade genética e os testes de neutralidade
foram estimados no programa Arlequin verséo 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER 2010).

Para construir a rede haplotipica foi gerada uma arvore de maxima verossimilhanca
entre as sequéncias usando o modelo de substituicAo mais apropriado determinado pela
ferramenta propose model (HKY[{3,1,1,1,1,3},Empirical]) do programa TreeFinder v.2011
(JOBB et al., 2004), que estima a arvore que melhor explica a evolucdo das sequéncias
através de reconstrucao filogenética tradicional. Esta &rvore é convertida em genealogias
de haplotipos possibilitando a visualizacdo bidimensional das relagbes, através do
programa HaploViewer (SALZBURGER et al., 2011).

3.4.3. Estruturagéo populacional e fluxo génico

As proporcdes de diferenciagdo genética entre as areas amostradas foram calculadas
usando-se a analise de variancia molecular — AMOVA (EXCOFFIER et al., 1992) com
indices analogos aos indices da estatistica F de Wright, entre cada localidade amostrada
(dsc), entre grupos encontrados nas analises genéticas dentro das localidades (®st) e entre
os individuos dentro desses grupos encontrados (®ct), com niveis de significancia
estimados a partir de 10.000 permutacdes, realizados no programa Arlequin versao 3.5
(EXCOFFIER e LISCHER 2010).

Para medir os niveis de estruturacdo entre as popula¢gdes pode-se usar a comparacao
dos pares de localidades através do indice de fixagdo ®st (analogo ao Fsr utilizado em
marcadores biparentais) (HUDSON et al., 1992). Esses valores geralmente sao
inversamente relacionados a habilidade de disperséo, variam de 0 (sem diferenciacdo entre
as populagcdes) a 1 (FRANKHAM et al., 2008), e sdo estimados no programa Arlequin
versdo 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER 2010). Por se tratar de multiplas comparagdes, foi
realizada a correcdo de Bonferroni para inferir o grau de significancia do valor P (RICE,
1989).
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Adicionalmente, o programa BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure)
(CORANDER et al., 2007) foi utilizado para a inferéncia Bayesiana de estrutura genética
das populacdes. Este software trata tanto das frequéncias nucleotidicas quanto do nimero
de grupos geneticamente diferentes na amostragem. Utilizamos um numero fixo de
populacdes especificadas a priori de acordo com as localidades amostradas, a fim de
encontrar o melhor agrupamento dos individuos em clusters (K). O niumero de clusters é
identificado como o de maior probabilidade. Individuos agrupados no mesmo cluster
possuem o0 mesmo padrdo de cores no grafico de barras gerado pelo programa,
independentemente da localidade de origem.

Os valores do ®st foram usados para estimar indiretamente o nimero efetivo de fémeas
migrantes (equivalente ao fluxo génico) através da equacao Nefm= ((1/ Fst)-1) (WEIR e
COCKERHAM, 1984) para marcadores mitocondriais, onde Ne é o tamanho efetivo de
fémeas na populacdo e fm é a taxa individual de fémeas migrantes. O fluxo génico impde
um limite a diferenciac@o genética pois quanto maior o nimero de migrantes, mais intenso
€ o fluxo génico entre populacbes e menor é o nivel de estruturagdo populacional. Desta
forma, um nimero de migrantes maior do que 1 indica que a divergéncia genética esta

sendo refreada e a populacao nao esta totalmente estruturada (HARTL e CLARK, 1989).

3.4.4. Analises de barreiras naturais

Para testar a hipotese de isolamento por distancia foi realizado o teste de Mantel (1967)
no programa Arlequin versdao 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER 2010), com correlacdo de
Spearman através de 10.000 permutacdes para avaliar a significancia (SPEARMAN, 1904).
Esse teste avalia a correlagdo entre as matrizes de diferengas genéticas (Ps1) e a de
distancias geogréficas (dadas em Km, medidas pelo Google Earth seguindo o curso do rio
entre cada par de localidades).

Por fim, foram estimadas as barreiras naturais ao fluxo génico usando o programa
Barrier 2.2 (MANNI et al., 2004), que considera a matriz de distancias genéticas (®sr) entre
os pares de localidades e o arranjo espacial dos pontos amostrados em um mapa
geografico. Para tanto, sdo criadas 100 matrizes de bootstrap para avaliar os cenarios mais
provaveis considerando a ocorréncia de quatro a 10 barreiras dentro da area amostral. O
programa utiliza o algoritmo de maxima diferenga de Monmonier (MONMONIER 1973) que
€ aplicado a uma rede geométrica que liga todas as localidades por uma triangulagéo de
Delaunay (BRASSEL & REIF 1973), testando a significAncia das fronteiras pelas analises
das matrizes com bootstrap (MANNI et al., 2004).

16



4. RESULTADOS

4.1. Diversidade genética, testes de neutralidade e distribui¢cdo dos haplotipos

Foram analisados 508pb da alca D-loop da regido controle do DNA mitocondrial de 300
individuos de P. unifilis, totalizando 80 haplétipos, 87 sitios polimorficos e altos niveis de
diversidade, com 0,92 de diversidade haplotipica (H) e 0,013 de diversidade nucleotidica
(.

Analisando cada localidade separadamente (Tabela 2), encontraram-se altos niveis de
diversidade haplotipica (H) em dez populacées: 3 - MadeMani, 5 - AmazPari, 7 - NhamTerr,
8 - TromSapu, 9 - TromJara, 10 - TapaJusa, 11 - TapaMont, 12 - XingJusa, 13 - XingMont,
14 - TocaTucu com valores entre 0,74 e 0,97; média diversidade em cinco: 1 -JuruTara, 4 -
MadeGuap, 6 - AmazBarr, 15 - Tocaltup e 16 - AragAnto, com valores entre 0,43 e 0,60; e
baixa em 2 - Jurultam e 17 - AragXamb com 0,32 e 0,40 respectivamente.

Os niveis de diversidades nucleotidicas (1) foram altos nas populagdes 3 - MadeMani,
5 - AmazPari, 7 - NhamTerr, 8 - TromSapu, 9 - TromJara, 10 - TapaJusa, 11 - TapaMont,
12 - XingJusa entre 0,007 e 0,02, onde 11 - TapaMont apresentou o maior indice; e baixas
nas populacdes 1 - JuruTara, 2 - Jurultam, 4 - MadeGuap, 6 - AmazBarr, 13 - XingMont, 14
- TocaTucu, 15 - Tocaltup, 16 - AragAnto e 17 - AragXamb entre 0,001 e 0,005, sendo 2 -
Jurultam com menor indice.

Apenas o teste D de Tajima foi significativo e somente em 2 - Jurultam, 15 - Tocaltup e
16 - AragAnto, indicando que as demais populacdes estao evoluindo segundo a hipétese
de neutralidade seletiva em relacao aos haplétipos da regido D-loop do DNA mitocondrial.
Quando analisadas todas as localidades juntas ambos os testes mostraram valores
negativos significativos (D = -1,57 (P<0,03); Fs=-24.51571 (P<0.00)). O resumo das

medidas por populacdo pode ser visualizado na Tabela 02 abaixo.

Tabela 02 — indices de diversidade genética e testes de neutralidade das populacdes de P. unifilis.

Regido N nH S A n D Fs
1-JuruTara 12 3 3 0,4394 +/- 0,1581 0,001470 +/- 0,001314 -0,82879  0,10495

2-Jurultam 12 3 3 0,3182+/-0,1637 0,000990 +/- 0,001017 -1,62929 -0,61396

3-MadeMani 16 7 12 0,7750 +/- 0,0876 0,007360 +/- 0,004393  0,10593 0,08084

w

4 - MadeGuap 19 6 0,4327 +/-0,1167 0,004400 +/- 0,002837  0,95327 3,50430
5-AmazPari 22 6 10 0,7359 +/-0,0704 0,007458 +/- 0,004360 1,27174 1,88124

6 - AmazBarr 17

D

8 0,5000 +/- 0,1355 0,005242+/- 0,003291 0,41953  2,37282
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7 -NhamTerr 21 10 14 0,8143 +/-0,0809 0,009128 +/- 0,005208 0,66743 -0,96699
8-TromSapu 10 8 16 0,9333+/-0,0773 0,012717 +/- 0,007442 0,62733 -1,133709
9-TromJara 15 12 21 0,9714 +/-0,0327 0,009335 +/- 0,005427 -1,11037 -5,08318
10-TapaJusa 8 6 15 0,9286 +/-0,0844 0,011952 +/-0,007257 0,22163 -0,09629
11 - TapaMont 9 6 21 0,889 +/-0,0910 0,020669 +/- 0,011814 1,97481 1,68338

12 - XingJusa 27 7 23 0,8148 +/- 0,0434 0,011463 +/- 0,006300 0,05169 3,30947

13 - XingMont 21 10 11 0,8524 +/- 0,0552 0,004743 +/- 0,002993 -0,69332 -3,50627
14 - TocaTucu 22 7 11 0,7922 +/- 0,0544 0,004020 +/- 0,002620 -1,13209 -0,96356
15-Tocaltup 6 3 7 0,6000 +/-0,2152 0,004620 +/- 0,003374 -1,39031 1,31156

16 - AragAnto 28 10 18 0,7619 +/-0,0743 0,004772 +/- 0,002973 -1,67261 -2,5324
17 - AragXamb 35 6 6 0,4000 +/- 0,001 0,001531 +/- 0,001274 -1,29082 -2,24367
Total 300 80 87

Legenda: N= nimero de individuos; nH= nimero de haplétipos; S= nimero de sitios segregantes (polimoérficos); H=
diversidade haplotipica de Nei; 1= diversidade nucleotidica de Nei; D= teste D de Tajima (valores significativos de P<0.05

em negrito) e Fs= teste Fs de Fu (valores significativos de P<0.02 em negrito).

Dos 80 haplétipos amostrados, 55 sédo unicos e 3 mais frequentes, com individuos de
varias localidades (Figura 07). O hapl6tipo mais abundante (H1), com 59 individuos
provenientes dos rios Jurua, Madeira, Amazonas, Tocantins e Araguaia. O segundo (H2)
com 49 individuos apenas da bacia Tocantins-Araguaia. O terceiro mais frequente (H3) foi
representado por 28 individuos das localidades 3 - MadeMani, 5 - AmazPari, 6 - AmazBatrr,
7 - NhamTerr, 8 - TromSapu e 12 - XingJusa. Podemos destacar o haplétipo com 14
individuos de 4 - MadeGuap (H4) e alguns haplotipos pouco amostrados com mais de 10
passos mutacionais em relacdo aos demais, que sao provenientes do 11 - TapaMont, 13 -
XingMont e 12 - XingJusa.

A distribuicdo dos haplétipos evidencia alguns haplogrupos formados por individuos a
montante do Xingu e Tapajos, individuos a montante do rio Araguaia, individuos a montante
do Madeira (Guapore). Os outros haplotipos apresentam uma distribuicdo com maior

compartilhamento dos individuos entre as localidades.
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Figura 07 — Rede de haplétipos baseada nas sequéncias da regido D-loop do DNAmt.
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*Os circulos azuis menores representam 0s passos mutacionais entre os haplotipos.
**QOs demais circulos representam haplotipos diferentes, os valores dentro dos circulos indicam quantos individuos
foram amostrados em tal haplétipo.

4.2. Estruturacado populacional e fluxo génico

A andlise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que 53.92% da variacdo esta
distribuida entre as populacdes e 46,08% dentro de cada populacgéo, indicando um alto grau
de subdivisdo genética populacional entre as localidades amostradas (dst = 0.54, p <
0.0000), o que também ¢ verificado quando analisados os valores pareados de ®st, onde
cerca de 77% das comparacdes foram significativas (parte inferior da Tabela 03). As
localidades 13 - XingMont, 4 - MadeGuap e 9 — TromJara separadamente, apresentam
diferenciacdo em relagdo as demais (valores significativos de ®st em todas as
comparacoes). 10 - TapaJusa s6 nao é diferente de 11 - TapaMont; 17 - AragXamb &
diferente de todas, exceto 15 - Tocaltup e 16 - AragAnto; e 16 - AragAnto sé nédo é diferente
de 14 - TocaTucu, 15 - Tocaltup e 17 - AragXamb.

Analisando a estimativa do numero de fémeas migrantes (Nefm) por geragcao entre as
localidades estudadas, a maioria apresentou valores menores que 1. Apesar disso,
algumas comparagdes sugerem um numero alto ou moderado de migrantes como entre 7
- NhamTerr e 8 - TromSapu (com 12,64 migrantes) e 16 - AragAnto e 17 - AragXamb (com
10,04), os demais foram menores que 6,83 (entre 1 - JuruTara e 2 - Jurultam) (parte
superior da Tabela 03). Observou-se mais de uma fémea migrante entre as localidades com
diferenciagcdo encontrada na comparacao do ®st, como em 4 - MadeGuap que possui

pouco mais de um migrante entre 7 - NhamTerr e entre 12 - XingJusa. O mesmo foi
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observado entre 9 - TromJara com 3 - MadeMani e com 6 - AmazBarr. Dentre as populacdes
sem diferenciacéo, foi observado um fluxo génico infinito apenas entre 15 - Tocaltup e 16 -
AragAnto, j& entre 7 - NhamTerr e 8 - TromSapu, também sem diferencas, possuem 12,64
migrantes por geracdo. Entre 3 - MadeMani e 5 - AmazPari, com média diferenciacéo,
existem 230,76. Dentre as populacbes com alta diferenciacdo, 12 comparacdes

apresentaram pelo menos uma fémea migrante por geragao.
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Tabela 03 - Comparagédo par a par dos valores de ®st das populagbes (abaixo), e nUumero de fémeas migrantes de tracaja por geragao entre as popula¢des amostradas (acima).

Juru Tara

Juru Itam

Made Mani

Made Guap

Amaz Pari

Amaz Barr

Nham Terr

Trom Sapu

Trom Jara

Tapa Jusa

Tapa Mont

Xing Jusa

Xing Mont

Toca Tucu

Toca ltup

Juru Juru

Tara Iltam

- 6,83
0,06818 -

0,15977 0,16981

0,6808 0,69006

0,16983 0,1611

0,28792 0,37446

0,37366 0,37678

0,43448 0,44529

0,34374 0,36907

0,65821 0,67377

0,39449 0,41493

0,21858 0,21944

0,88761 0,89528

0,1277 0,10805

0,53898 0,56866

Made
Guap

Made
Mani

2,63 0,23

2,44 0,22
- 0,70
0,4165 -
0,00216 0,421
0,1658 0,5907
0,06633 0,3329
0,13618 0,4215
0,31381 0,6131
0,48058 0,6406
0,34121 0,5384
0,07393 0,2892
0,82358 0,8585
0,13468 0,58147

0,33132 0,6718

Amaz
Pari

2,44

2,6

230,76

0,69

0,24662

0,09713

0,19017

0,35597

0,49576

0,35651

0,10575

0,81121

0,14778

0,33056

Amaz
Barr

1,24

0,84

2,52

0,35

1,53

0,32131

0,36876

0,32899

0,58058

0,40132

0,24805

0,84598

0,32937

0,47688

Nham
Terr

0,83

0,83

7,04

1,00

4,65

1,06

0,03807

0,39298

0,44562

0,3895

0,0769

0,79861

0,3223

0,41794

Trom
Sapu

0,65

0,62

3,17

0,69

2,13

0,86

12,64

0,36506

0,41527

0,34855

0,12142

0,80431

0,39923

0,41428

Trom
Jara

0,95

0,85

1,09

0,32

0,9

1,02

0,77

0,87

0,55544

0,41021

0,23537

0,82545

0,36066

0,41648

Tapa
Jusa

0,26

0,42

0,54

0,28

0,51

0,36

0,62

0,70

0,40

0,28818

0,4171

0,8056

0,62967

0,58905

Tapa
Mont

0,77

0,7

0,97

0,42

0,09

0,75

0,78

0,93

0,72

1,23

0,30846

0,58062

0,45071

0,36792

Xing
Jusa

1,79

1,78

6,26

1,22

4,22

1,52

3,61

1,62

0,7

1,12

0,7413

0,1856 0,87037

0,3017 0,87104 0,24717

Xing
Mont

0,06

0,06

0,11

0,08

0,12

0,09

0,12

0,12

0,11

0,12

0,36

0,17

Toca
Tucu

3,42

4,13

3,21

0,36

2,88

1,02

1,05

0,75

0,89

0,29

0,6

2,19

0,07

Toca
Itup

0,43

0,38

1,01

0,24

1,01

0,55

0,7

0,71

0,70

0,35

0,86

1,16

0,07

1,52

Arag
Anto

1,15

1,18

1,12

0,28

1,12

0,67

0,63

0,52

0,62

0,25

0,5

1,01

0,08

3,21

inf

Arag
Xamb

0,26

0,25

0,43

0,13

0,48

0,27

0,32

0,24

0,3

0,12

0,26

0,54

0,04

0,73

12,72
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Arag Anto  0,30238 0,29684 0,30727 0,6385 0,30707 0,424826 0,44305 0,49228 0,44538 0,66306 0,50095 0,3303 0,86568 0,13472

Arag Xamb  0,6557 0,66558 0,53973 0,7938 0,51011 0,6474 0,60772 0,67601 0,62437 0,80728 0,65651 0,4797 0,92187 0,40398

*Em negrito valores de ®st significativos (com P<0.0003 apds corregao de Bonferroni).

0,0236
7

0,0377
9

0,04743

10,04
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A analise Bayesiana de estrutura populacional indicou a ocorréncia de cinco grupos
biolégicos (K=5) entre os individuos (Figura 08). O grupo em amarelo, tem sua distribuicao
desde a amostragem do rio Jurud, sendo encontrado em quase todas as localidades até o
leste da Amazobnia, com excec¢do dos grupos dos individuos do Lago Sapucua, no rio
Trombetas (8 - TromSapu), e os individuos a jusante e a montante do rio Xingu (12 -
XingJusa e 13 - XingMont). O grupo verde surge a partir da bacia do rio Madeira (3 -
MadeMani e 4 - MadeGuap), sendo encontrado até Tucurui-PA (14 — TocaTucu), no rio
Tocantins. O grupo rosa, inicia a partir da area central da bacia do rio Amazonas (7 a 12),
aparentemente mais restrito aos rios Nhamunda, Trombetas, baixo rio Xingu sendo
encontrada também na populacéo de Tucurui-PA (14 - TocaTucu).

A populacéo a montante do Xingu (13 - XingMont) aparece como um grupo representado
pela cor azul, que também apresenta individuos das localidades a montante do Tapajos (11
- TapaMont) e Jusante do Xingu (12 - XingJusa). O grupo vermelho é restrito as localidades
da bacia do rio Tocantins-Araguaia (14 — TocaTucu, 15 — Tocaltup, 16 - AragAnto e 17 -
AragXamb), ndo tendo sido observado em nenhuma populagéo da bacia do rio Amazonas.

Figura 08 — Mapa com a amostragem do presente estudo e o grafico gerado no BAPS mostrando os niveis de

estruturacao para P. unifilis baseado na regido controle do DNA mitocondrial.
i\ B R P AL = X

*QOs circulos amarelos sdo os pontos amostrados e os valores em preto representam os numeros das populacdes de
acordo com a Tabela 01.

**As barras pretas representam as regides de corredeiras e/ou cachoeiras amostradas.
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4.3. Analises de barreiras naturais

Apesar das localidades apresentarem distancias de 4.972 km a 48 km entre si, o teste
de Mantel ndo apresentou valores significativos (r2 = 0.128, P= 0,195), nem mesmo quando
reanalisamos sem as populacdes que apresentaram diferenciacéo (r2 = 0.146, P= 0,268).
Esse é um indicativo de que as diferencas observadas entre as populagbes ndo séo
explicadas apenas devido a distancia geografica.

As analises pelo programa Barrier corroboram com as diferenciacdes de populacdes
vistas nos demais resultados. Foram inferidas de 4 a 5 barreiras, que indicaram a presenca
total ou parcial de barreiras entre as populacdes (Figura 09): 4 - MadeGuap, 13 - XingMont,
9 - TromJara, 11 - TapaMont, e de maneira mais sutil em 14 - TocaTucu, e 6 - AmazBarr.

Figura 09 — Distribuicéo dos pontos geograficos amostrados e as possiveis barreiras naturais inferidas pelo Barrier.

74" 67" 60 537" -46
*Os circulos amarelos s&o os pontos amostrados e os valores em preto representam os nimeros das populacdes de

acordo com a Tabela 01.

**As barras pretas representam as regides de corredeiras e/ou cachoeiras amostradas.
***As barras vermelhas representam as barreiras inferidas no Barrier e os nUmeros em vermelho representam em

quantas matrizes de bootstrap essas barreiras foram visualizadas;
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5. DISCUSSAO

5.1. Padr@es diversidade genética em Podocnemis unifilis

O tracaja mostrou indices de diversidade genética heterogéneos entre as localidades,
com valores altos (em sua grande maioria) a baixos em algumas poucas localidades. Os
altos niveis de diversidade genética expressados pelos valores de diversidade haplotipica,
também foram verificados para a mesma espécie através de marcadores nucleares obtidos
para as populagdes da Amazonia ocidental (PEARSE et al., 2006; ESCALONA et al., 2009)
e em outras espécies do género com a regido D-loop (PEARSE et al., 2006; SANTOS et
al., 2016).

Pode ser que as populacdes tenham capacidade de aumentar a diversidade genética,
se a reducdo do numero populacional ndo persistir (FRANKHAM et al., 2008), mas,
provavelmente a exploracdo sofrida historicamente pela espécie ainda ndo afetou os niveis
de diversidade genética observados no DNA mitocondrial. Escalona e colaboradores (2008)
utilizando marcadores nucleares microssatélites, encontraram altos niveis de diversidade
genética, entretanto, as populacdes de P. unifilis evidenciaram sinais de reducdes nos
tamanhos populacionais. O mesmo foi verificado por Pearse et al. (2006) com P. expansa
com esses marcadores, mas, assim como nos dados aqui apresentados, através de dados
mitocondriais, os resultados dos testes de neutralidade indicaram que as populagdes estao
evoluindo segundo a hip6tese de neutralidade seletiva em relagéo aos haplétipos da regiao
D-loop (HARTL e CLARK, 1989).

Desta forma, a alta diversidade genética observada nas populacées de P. unifilis da
Amazodnia brasileira tem que ser vista com cautela, uma vez que alta diversidade genética
também tem sido observada em outras espécies de quelbnios que foram bastante
exploradas no passado, e que tiveram suas populacdes reduzidas significantemente (KUO
e JANSEN, 2004; PEARSE et al., 2006; ESCALONA et al., 2008; WILLOUGHBY et al.,
2013). Esta alta diversidade pode ser o reflexo de uma variabilidade genética historica que
tem sido tamponada das reducdes populacionais pelas caracteristicas do estilo de vida dos
guelbnios, como a longevidade das espécies, sobreposicao das geracdes, maturacao tardia
e pela paternidade multipla (FANTIN et al., 2008). Assim, é recomendavel que se obtenha
dados de outros marcadores moleculares, como microssatélites, para P. unifilis das
populacdes da Amazonia brasileira, para verificar se suas populagbes passaram por uma

reducdo no tamanho efetivo populacional em um passado mais recente.
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5.2. Fatores causais da estrutura genética

Corroborando com caracteristicas ecolégicas da espécie de ndo possuir altos indices
de migracéo (VOGT, 2008), os resultados evidenciaram grande estruturacdo entre as
populagdes, através das analises da AMOVA (alto grau de subdivisdo), dst (maioria das
comparacoes com diferencas significativas entre si), fluxo génico baixo, BAPS (com grupos
dentro da amostragem) e haploview (evidenciando haplogrupos). A estruturacédo foi
observada entre drenagens de diferentes rios bem como dentro de um mesmo sistema de
rio.

O padrao da estruturacdo genética mostrou-se complexo e provavelmente influenciado
pelas caracteristicas geomorfoldgicas e ecolégicas dos ambientes presentes nos rios do
sistema de drenagem da bacia Amazonica e bacia Tocantins-Araguaia. Os principais
grupos populacionais observados baseados em todas as andlises sdo: alguns grupos mais
restritos como a populacdo de Barreirinha, a do médio rio Trombetas, o rio Tapajés, no
Xingu a montante e a jusante da cachoeira da Volta Grande, no rio Guaporé, as localidades
acima da hidrelétrica de Tucurui no rio Araguaia e um grupo principal que inclui as
localidades do médio e alto rio Jurud, baixo rio Madeira, localidades do baixo rio Amazonas
e baixo rio Tocantins, seguindo um padréo de distribuicdo de grupos haplotipicos no sentido
do oeste para leste da bacia.

Através deste grupo principal, pode-se sugerir uma auséncia de estruturacdo dentro da
regido da varzea amazonica (Figura 10) entre localidades ndo separadas por cachoeiras e
corredeiras. Esse padrdo de auséncia de diferenciacdo genética na calha do sistema
Solimdes-Amazonas, e principalmente na regido da varzea amazobnica, foi similar ao
observado por Pearse et al. (2006) para P. expansa. Os autores encontraram um padrao
de estruturacao entre bacias, e auséncia de estruturacdo dentro das bacias dos rios, onde
o grupo “Cluster Amazon” (localidades indo da drenagem do Peru até baixo rio Tapajos,
localidades da calha do rio Amazonas) apresentou auséncia de estruturagcdo. O mesmo foi
verificado para outros organismos da bacia Amazonica (HRBEK et al. 2005; FARIAS et al.
2010; WILLIS et al. 2012b; FREDERICO et al. 2012; OCHOA et al. 2015) os quais as
populacfes da calha principal do Amazonas (sistema de aguas brancas da varzea) nao
apresentaram estruturacao geneética.

A estrutura observada entre a populacdo de Barreirinha e as demais amostradas
também foi vista para irapuca (Podocnemis erythrocephala) por Santos e colaboradores
(2016). Como a espécie ocorre basicamente em lagos e rios de dgua preta, os autores

associaram a diferenciacao pelo fato da localidade ser a Unica amostrada do lado direito do
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rio Amazonas. Foi sugerido que o rio Amazonas, pela sua extensao e propriedades fisico-
guimicas poderia ser uma barreira ao fluxo génico.

E possivel que questdes ecoldgicas relacionadas ao tipo de agua possam estar
contribuindo para a diferenciacéo observada em nossos dados. O tracaja habita rios e lagos
de aguas brancas, claras e pretas (PRITCHARD & TREBBAU 1984; RUEDA-ALMONACID
et al. 2007), e esta tolerancia aos diferentes tipos de corpos d'dgua pode refletir em
adaptacoes locais relacionadas a estes ambientes.

Diferencas ecoldgicas entre as populacdes nestes diferentes ambientes podem resultar
em limitacdes nos padrdes de dispersao e estilo de vida que poderiam levar a diferenciagéo
genética de suas populacdes, sendo assim caracterizadas como uma barreira ecolédgica
para a espécie. Isto pode ter alguma relacdo uma vez que os lagos presentes na drenagem
de Barreirinha sdo de agua preta, e as populacdes dos rios Tapajés e Xingu (caracterizados
como rios de agua claras) também se mostraram diferenciadas em relacdo as demais
localidades, assim como o grupo principal citado acima, que corresponde a localidades que
estdo principalmente na varzea Amazodnica, de drenagem de agua branca. O efeito de
diferentes tipos de aguas influenciando nos padrdes de diferenciacdo genética também foi
evidenciado com o jacaré-acu (Melanosuchus niger), através de estrutura genética
relacionada a tipos de aguas preta e branca em rios da bacia Amazénica e drenagem da
Guiana Francesa (FARIAS et al., 2004; THOISY et al.,, 2006 e VASCONCELOS et al.,
2006).

Nas drenagens do Amazonas (ocidental) e Orinoco, Escalona e colaboradores (2009)
evidenciaram forte estrutura populacional para P. unifilis, mas apenas uma localidade (rio
Trombetas) foi amostrada para a Amazonia brasileira. Dentro de cada bacia de drenagem
0s autores também observaram estruturacdo, principalmente na drenagem do rio Orinoco
a qual associaram a isolamento por distancia e heterogeneidade ambiental do sistema de
drenagem, incluindo a presencga de barreiras fisicas como cachoeiras e corredeiras.

Estruturacéo genética entre populacdes causada pela auséncia de fluxo génico, ou fluxo
génico restrito, dentro de um mesmo rio foi observada para individuos de P. unifilis
coletados nos rios Madeira, Tapajés, Trombetas, Xingu e Araguaia-Tocantins. Em todos
esses casos foi observado que a estruturacdo pode estar associada a presenca de
cachoeiras e corredeiras no curso do rio, uma vez que os tipos de agua (ou seja, uma
barreira ecoldgica), pode ser descartada. Resultado evidenciado principalmente pelo
programa Barrier.

Além de P. unifilis, padrdes de diferenciacdo genético-populacional sugerindo
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cachoeiras e corredeiras como barreiras ao fluxo génico foram observados também para
populacdes de Podocnemis erythrocephala no alto rio Negro, a montante e jusante da
cachoeira de Sado Gabriel da Cachoeira, e localidades a montante e jusante do rio Jadu,
também da drenagem do rio Negro. Este padréo tem sido sugerido em outros grupos para
explicar as diferenciacées causadas pela presenca das cachoeiras/corredeiras do alto rio
Madeira, por exemplo, para peixes (LOVEJOY e COLLETTE 2001), anfibios (SIMOES et
al., 2012), jacarés (HRBEK et al., 2008), botos (GRAVENA et al.,, 2014 e 2015), e
principalmente, para explicar o padrdo de estruturagcdo observado na tartaruga da
Amazonia (PEARSE et al., 2006). Trabalhos realizados em outros sistemas de drenagem
também sugerem estruturas geomorfoldégicas como responséaveis pelos padrées de fluxo
génico unidirecional e aumento da diversidade genética no sentido de montante para
jusante, seguindo o fluxo do rio (HERNANDEZ-MARTICH e SMITH, 1990; CASTRIC et al.,
2001; TATARENKOV et al., 2010).

Um resultado interessante e intrigante, foi a proximidade de haplétipos das populacdes
a montante do Tapajos e Xingu com Varios passos mutacionais em relacédo as demais. Pode
ser que a conexao entre essas populacdes se faca entre as drenagens das cabeceiras
destes rios, pois, essa conexdo de corpos d'agua, foi reportado no século XX, através de
uma travessia a pé entre os rios Xingu e Tapajos, percorrendo um territdério até entao
desconhecido pela cartografia (JUNGHANS, 2008). De qualquer maneira ndo se pode

descartar uma captura de cabeceiras para a explicacdo deste compartilhamento

Drenagem da bacia Amazénica x bacia do rio Tocantins-Araguaia

Acredita-se que a bacia Tocantins-Araguaia tenha se divergido da bacia do Amazonas
no periodo do Pleistoceno e reconectado durante o Holoceno, junto com a formacéo da ilha
de Maraj6é (PEARSE et al., 2006; ROSSETTI e VALERIANO, 2007). Além disso, nossas
analises indicaram diferencas populacionais entre as bacias, Tocantins-Araguaia aparece
como um grupo diferenciado no BAPS (vermelho) que n&o ocorre nas localidades do
Amazonas, além de possuir haplétipos exclusivos da bacia. Esse padrao de separacao foi
evidenciado para populacdes de P. expansa (PEARSE et al., 2006), para espécies de
peixes (AMARAL et al., 2013) e até boto (Hrbek et al., 2014).

Dentro da bacia encontram-se possiveis barreiras, tendo em vista a alta diferenca da
localidade 17 - AragXamb com as demais populagdes fora da bacia. Essas corredeiras,
associadas com a antiga cachoeira de Itaboca submersa pela UHE Tucurui podem ser

responsaveis pelo nivel de estruturacédo enontrado.
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As Unicas localidades com fluxo infinito foram entre 15 - Tocaltup e 16 - AragAnto,
possivelmente por estarem entre as corredeiras submersas pela hidrelétrica de Tucurui e
as corredeiras de Santa Isabel do Araguaia, isso foi evidenciado também através do teste
D deTajima, que mostrou valores significativos em 15 - Tocaltup e 16 - AragAnto, mostrando
gue essas populacdes foram anteriormente subdivididas, ndo estando em equilibrio quanto
a migracao e a deriva genética no DNA mitocondrial (HARTL e CLARK, 1989).

Ha uma conexdo de 17 - AragXamb com 16 - AragAnto e 15 - Tocaltup, mas com fluxo
reduzido indicando que as corredeiras de Santa Isabel apesar de ndo serem uma barreira
total, diminuem o fluxo entre elas e possivelmente € responsavel pela baixa diversidade
dessa localidade.

As diferencas geomorfoldgicas que causaram estruturacéo entre as populacdes podem
ser analisadas no mapa geoldgico anexado no presente trabalho, que mostra os locais das

guebras geoldgicas entre as localidades amostradas (anexo 1).

5.3. Implica¢des para a conservagéao

Através de uma analise global dos dados obtidos, sugeriram-se Unidades de Manejo
(Management Units - MUs) para o tracaja ha Amazbnia brasileira, que podem ser
administradas como populac¢des biologicamente independentes, uma vez que representam
linhagens geneticamente distintas de acordo com os critérios definidos por Moritz (1994).

Com isso, sugerimos como 8 MUs distintas, 0s seguintes grupos em nossa amostragem
(Figura 10): Barreirinha (6 - AmazBarr - em vermelho no mapa), médio rio Trombetas (9 -
TromJara - rosa), jusante e montante da cachoeira de Séo Luiz do Tapajés (10 - TapaJusa
e 11 - TapaMont - azul esverdeado), montante da cachoeira da Volta Grande do Xingu (13
- XingMont - azul marinho), jusante da cachoeira da Volta Grande do Xingu (12 - XingJusa
— azul escuro), o rio Guaporé (4 - MadeGuap - verde), a bacia Tocantins-Araguaia (14 -
TocaTucu, 15 - Tocaltup, 16 - AragAnto e 17 - AragXamb - cinza) e o grupo principal da
regido da varzea amazonica com as demais localidades (1 - JuruTara, 2 - Jurultam, 3 -

MadeMani, 5 - AmazPari, 7 - NhamTerr e 8 - TromSapu - amarelo).
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Figura 10 — Unidades de Manejo consideradas no presente estudo.

*QOs circulos amarelos sao os pontos amostrados e os valores em preto representam os numeros das populacdes de
acordo com a Tabela 01.

**As barras pretas representam as regides de corredeiras e/ou cachoeiras amostradas.

Com isso, projetos de manejo participativo de queldnios amazénicos podem utilizar
esses dados na tomada de decisdo dos locais de soltura dos filhotes, ndo se limitando
apenas onde ja existe o projeto, aumentando assim a integracdo dos comunitarios da regido
e ajudando a reintroduzir individuos em locais impactados.

As informacdes contidas nessa dissertacdo devem ser levadas em consideracéo para
contribuir nas decisdes sobre empreendimentos, pois atualmente os Estudos de Impacto
Ambiental (EIA) tem uma tendéncia a minimizar ou ignorar impactos significativos
(FEARNSIDE 2015) com embasamento técnico-cientifico insuficiente.

Esses empreendimentos consistem ndo somente em aproveitamentos hidrelétricos,
tendo em vista que o médio rio Trombetas possui uma mineradora que pode estar causando
impacto nas populacdes de queldnios também devido ao trafego intenso de embarcacoes.
Além disso, houve o transporte de quelbnios realizado por técnicos do Instituto Brasileiro
de Desenvolvimento Florestal (IBDF), do rio Trombetas para o rio Tapajés entre os anos de

30



1970 e 1974, visando a preservacao dos animais (Alfinito et al. 1976), verificado
geneticamente por Pearse e colaboradores (2006), o que de acordo com 0s nossos dados,
ndo poderia ter sido realizado devido as diferencas genéticas dessas populacdes. Isso
explicaria inclusive a proximidade genética de haplétipos de P. unifilis entre as localidades
dos rios Trombetas e Tapajos.

Os dados também fornecem informacgfes importantes para serem utilizadas na
fiscalizacdo e apreensdo do comércio ilegal de tracajas, para descobrir a real origem dos
individuos capturados, auxiliando na decisdo do local de soltura, ajudando a manter a
diversidade genética da espécie.

De qualquer forma, decisbes para gestdo e conservacdo de espécies sdo complexas,
com isso, outras fontes de informacédo devem entrar no processo de tomada de deciséo,
incluindo marcadores a partir do genoma nuclear, que podem apresentar diferentes

padrdes, e o papel ecoldgico das populacdes (CARDOSO, 2016).
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6. CONCLUSAO
- Os individuos de Podocnemis unifilis apresentaram altos valores de diversidade

geneética;

- Fluxo genético restrito com altos niveis de estruturacao entre as localidades;

- As cachoeiras e corredeiras limitam o fluxo genético entre populagcfes de tracaja nos
rios Madeira, Tapajés, Trombetas, Xingu e Tocantins-Araguaia;

- Definimos 8 Unidades de Manejo distintas: Barreirinha, médio rio Trombetas, rio
Tapajos, montante da cachoeira da Volta Grande do Xingu, jussante da cachoeira da Volta
Grande do Xingu, rio Guaporé, bacia Tocantins-Araguaia e 0 grupo principal da regido da

varzea amazodnica com as demais populacoes.
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EXO |- carta Hidro-Geolégica da Amazénia Legal com localizagdo das areas de coleta dados
n, Qceano Atlantico

Areas de coleta
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