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RESUMO 

 

 

 

A espécie Podocnemis unifilis, conhecida popularmente como ‘‘tracajá’’, pertence à família 

Podocnemididae, cuja sua distribuição geográfica se estende por toda a bacia Amazônica e do 

Orinoco. A espécie é capaz de se deslocar em grandes áreas de floresta inundada na época da 

cheia dos rios amazônicos, e é conhecida por desovar em diferentes tipos de habitat. Entretanto, 

recentes estudos têm evidenciado que fatores ambientais podem afetar sua dispersão e 

consequentemente a estrutura genética de suas populações. Além disso, a espécie tem sofrido 

um longo histórico de caça ilegal e consumo desenfreado dos seus ovos o que pode ter afetado 

sua diversidade genética. Alguns rios da bacia Amazônica possuem corredeiras e cachoeiras 

que podem funcionar como barreiras geográficas e assim limitar grupos populacionais 

tornando-os mais susceptíveis a fatores estocásticos e antrópicos. Este é o caso dos tracajás que 

ocorrem ao longo do rio Madeira, um rio que apresentava cachoeiras e corredeiras no seu alto 

curso. Nos últimos 15 anos este rio passou por mudanças drásticas causadas pela construção de 

duas hidroelétricas, Jirau e Santo Antônio, as quais causaram serias mudanças no ambiente 

aquático e consequentemente afetaram diretamente a fauna aquática e semiaquático daquela 

região. Assim, entender os efeitos da construção dessas UHEs ao longo do tempo é de 

fundamental importância para se implementar medidas de conservação e manejo para as 

espécies afetadas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética, estrutura 

populacional e a influência de barreiras naturais em populações de Podocnemis unifilis dos rios 

Madeira, Mamoré e Guaporé coletados antes da construção dessas UHE. Para isso utilizamos 

os marcadores da região controle do DNA mitocondrial, 6 loci de microssatélites e SNPs 

genômicos. Foram coletados indivíduos de duas localidades abaixo das cachoeiras, Manicoré e 

Urupiara, e três localidades acimas das cachoeiras, Guajará-Mirim, Pimenteiras, e Costa 

Marques. Foram sequenciados 52 indivíduos para a região controle do DNA mitocondrial, 42 

indivíduos foram genotipados para 6 loci de microssatélites e 40 indivíduos foram sequenciados 

via sequenciamento de próxima geração (Next Generation Sequencing), para a obtenção do 

SNPs com a metodologia de ddRADseq. Para cada marcador foram calculados os indicies de 

diversidades genética. A estrutura genética foi inferida através da análise de AMOVA, 

comparações par a par do Fst, análise Bayesiana de estrutura populacional e análise de DAPC. 

Os resultados mostraram padrões diferentes de diversidade genética para os 3 marcadores: para 

o DNA mitocondrial, foram observados altos níveis de diversidade genética seguido dos 



 

 

 

microssatélites, e valores mais baixos, foram observados para os SNPs. Os resultados sugerem 

que as corredeiras do rio Madeira/Guaporé atuaram como barreira restringindo o fluxo gênico 

entre as populações que estão acima e abaixo dessas estruturas geomorfológicas. Sugere-se 

assim duas grandes unidades de manejo para P. unifilis, uma acima e outra abaixo do 

empreendimento das UHEs. Sugere-se um monitoramento genético das populações uma vez 

que a amostragem deste trabalho foi realizada antes da construção das hidroelétricas de Jirau e 

de Santo Antônio. Ou seja, é de fundamental importância que se obtenha dados das populações 

atuais, pois já são quase 15 anos após o fechamento das hidroelétricas. 

 

Palavras-Chave: Variabilidade genética, Padrões de dispersão, Região controle, SNPs, 

Microssatélites, Fluxo gênico, Barreiras geográficas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

The species Podocnemis unifilis, popularly known as ‘‘tracajá’’, belongs to the 

Podocnemididae family, whose geographic distribution extends throughout the Amazon and 

Orinoco basins. The species is capable of moving through large areas of flooded forest when 

Amazon rivers flood, and is known to spawn in different types of habitat. However, recent 

studies have shown that environmental factors can affect their dispersal and consequently the 

genetic structure of their populations. Furthermore, the species has suffered a long history of 

illegal hunting and unrestrained consumption of its eggs, which may have affected its genetic 

diversity. Some rivers in the Amazon basin have rapids and waterfalls that can act as geographic 

barriers and thus limit population groups, making them more susceptible to stochastic and 

anthropic factors. This is the case of the tracajás that occur along the Madeira River, a river that 

had waterfalls and rapids in its upper course. In the last 15 years, this river has undergone drastic 

changes caused by the construction of two hydroelectric plants, Jirau and Santo Antônio, which 

caused serious changes in the aquatic environment and consequently directly affected the 

aquatic and semi-aquatic fauna of that region. Therefore, understanding the effects of the 

construction of these HPPs over time is of fundamental importance to implement conservation 

and management measures for the affected species. This work aimed to evaluate genetic 

diversity, population structure and the influence of natural barriers on populations of 

Podocnemis unifilis from the Madeira, Mamoré and Guaporé rivers collected before the 

construction of these HPPs. To do this, we used markers for the control region of mitochondrial 

DNA, 6 microsatellite loci and genomic SNPs. Individuals were collected from two locations 

below the waterfalls, Manicoré and Urupiara, and three locations above the waterfalls, Guajará- 

Mirim, Pimenteiras, and Costa Marques. 52 individuals were sequenced for the control region 

of mitochondrial DNA, 42 individuals were genotyped for 6 microsatellite loci and 40 

individuals were sequenced via Next Generation Sequencing, to obtain SNPs with the 

ddRADseq methodology. For each marker, genetic diversity indicators were calculated. Genetic 

structure was inferred through AMOVA analysis, pairwise comparisons of Fst, Bayesian 

analysis of population structure and DAPC analysis. The results showed different patterns of 

genetic diversity for the 3 markers: for mitochondrial DNA, high levels of genetic diversity 

were observed followed by microsatellites, and lower values were observed for SNPs. The 

results suggest that the rapids of the Madeira/Guaporé River acted as a barrier restricting gene 



 

 

 

flow between populations above and below these geomorphological structures. Therefore, two 

large management units for P. unifilis are suggested, one above and one below the HPP 

development.  Genetic monitoring of populations is suggested since the sampling in this work 

was carried out before the construction of the Jirau and Santo Antônio hydroelectric plants. In 

other words, it is of fundamental importance to obtain data on current populations, as it is almost 

15 years after the closure of the hydroelectric plants. 

 

Keywords: Genetic variability, Dispersal patterns, Control region, SNPs, Microsatellites, Gene 

flow, Geographic barriers. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Características gerais e biologia da espécie Podocnemis unifilis 

As tartarugas são animais que apresentam vida longa e uma história evolutiva bem- 

sucedida (Ernst e Barbour, 1989; Gaffney, 1990; Krenz, 2005), são um dos animais mais 

distintos da terra, que essencialmente ao longo de aproximadamente 220 milhões de anos, 

permaneceram com o mesmo plano corporal (Stanford et al., 2020; Villamarín et al., 2021). 

Sua linhagem teve milhões de anos de adaptações evolutivas que favoreceram para o sucesso 

desse grupo nos diferentes ecossistemas, por exemplo no meio terrestre, de água doce e 

marinho. As tartarugas apresentaram especializações morfológicas, ecológicas e 

comportamentais que lhes permitiram se alimentar e se reproduzir em diferentes habitats (Moll 

e Moll, 2004; Villamarín et al., 2021), o que levou a uma grande diversificação das espécies 

tanto no ambiente marinho quanto de água doce (Figura 1, TTWG et al., 2017). 

As carapaças das tartarugas de água doce são mais macias e planas em relação às 

espécies de tartarugas terrestres, que é uma característica que melhora sua hidrodinâmica 

diminuindo o arrasto. Além disso, o pescoço das tartarugas de água doce é fundido ao corpo 

por um tecido conjuntivo espesso, uma adaptação que contribui para sua capacidade de nadar 

(Villamarín et al., 2021). 

Existem atualmente 360 espécies de quelônios e cerca de 80% habitam em ecossistemas 

de água doce. Essas espécies se encontram ameaçadas especialmente devido ao alto consumo 

ilegal de seus ovos e carne e seu uso cultural na medicina tradicional (Rhodin et al., 2018; 

Villamarín et al., 2021). Infelizmente, na bacia Amazônica essa prática é bem comum e diante 

dessa situação, torna-se mais necessário o auxílio das unidades de conservação para essas ações 

que acabam resultando em populações esgotadas em toda a gama de espécies (Villamarín et al., 

2021). 

Os representantes da classe Reptilia e da ordem Testudines, estão entre os vertebrados 

mais ameaçados no mundo. Por certo, de acordo com a Lista Vermelha de Espécies Ameaçadas 

da União Internacional para a Conservação da Natureza (IUCN), o maior número das espécies 

pertencentes a essa ordem se encontra em situação de ameaça, com apenas 18% sendo 

concedida à categoria de “menor preocupação”.
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A espécie Podocnemis unifilis é pertencente à família Podocnemididae, podendo ser 

encontrada na Bacia do rio Amazonas e Orinoco (Ataídes, 2009), conhecida popularmente 

como tracajá, se encontra distribuída em vários países da América do Sul e atualmente se 

encontra classificada como vulnerável (IUCN, 2016; García-Martín et al., 2021), e listada no 

Anexo II da Convenção sobre Comércio Internacional de Espécies Ameaçadas de Fauna e Flora 

(Cites, 2020; García-Martín et al., 2021). 

  

 
Figura 1. Mapa global de riqueza de espécies para todas as tartarugas e tartarugas de água doce Fonte: 

TTWG et al., 2017. 

 

 

A Podocnemis unifilis (tracajá) é uma espécie que apresenta grande distribuição 

geográfica ocorrendo em países como Colômbia, Venezuela, Peru, Equador, Bolívia, Guiana, 

Guiana Francesa, Suriname, e sua distribuição no Brasil abrange os sistemas hidrográficos da 

bacia Amazônica e bacia do rio Orinoco (Figura 2, TTGW et al., 2021). 

 
 

 

 
Figura 2. Extensão de ocorrência de Podocnemis unifilis incluindo países como a Bolívia (Beni, 

Cochabamba, La Paz, Pando, Santa Cruz), Brasil (Acre, Amapá, Amazonas, Goiás, Mato Grosso, Maranhão, Pará, 

Rondônia, Roraima, Tocantins), Colômbia (Amazonas, Arauca, Caquetá, Casanare, Guainía, Meta, Putumayo, 

Vaupés, Vichada), Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru (Huanuco, Loreto, Madre de Dios, Pasco, Ucayali),
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Suriname, Venezuela (Amazonas, Anzoátegui, Apure, Barinas, Bolívar, Cojedes, Delta Amacuro, Guárico, 

Monagas) Fonte: TTWG et al., 2021. 

 

O período de desova dessa espécie varia fortemente de acordo com o local e com o ciclo 

hidrológico anual. Uma característica fortemente observada é sua plasticidade na escolha dos 

locais de desova, por exemplo, em barrancos, praias, bancos de argila, ou seja, é uma espécie 

generalista em relação ao seu habitat, e diferentemente das outras espécies, essa escolha para o 

local de desova costuma ser muito mais especializado (Erickson et al., 2020; Ferrara et al., 

2017). Quanto a morfologia da espécie, a coloração da cabeça em filhotes e machos adultos 

apresentam manchas amarelas alaranjadas, no entanto nas fêmeas essa coloração é perdida na 

fase adulta, ganhando uma coloração marrom escura (Figura 3). O comprimento retilíneo da 

carapaça das fêmeas maduras é maior do que os machos, e os machos possuem uma cauda mais 

larga e comprida (Ferrara et al., 2017). 

 

 

 
Figura 3. Detalhe da cabeça de um macho adulto de Podocnemis unifilis (esquerda) e Fêmea adulta 

(direita). Foto: Nayene Silveira (2022). 

 

A Amazônia apresenta uma imensa biodiversidade que abriga muitas espécies de 

vertebrados terrestres e aquáticos. No entanto, a pressão antrópica sobre as espécies de 

quelônios amazônicos vem aumentando, e nos últimos anos, foi apontado problemas na 

manutenção dessas populações naturais, que ocorre em decorrência de queimadas, 

desmatamentos, poluição das águas, expansão das atividades agropecuárias, construções de 

empreendimentos hidrelétricos e a exploração desordenada para abastecer o comércio ilegal 

(Rodrigues, 2005; Alho et al., 2015; Ataídes et al., 2021; Agostini et al., 2022).
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Como o patrimônio cultural da bacia amazônica valoriza as tartarugas em toda a região, 

há uma grande demanda pelas famílias ribeirinhas para a obtenção por carne e ovos como fonte 

de alimento que são itens de sobrevivência (Villamarín et al., 2021), o tracajá se destaca como 

uma das espécies mais consumidas em toda a Amazônia (Ferrara et al., 2017). O Brasil no ano 

de 2017, deu os primeiros passos para o manejo de tartarugas com a criação de condições legais 

que permitem iniciativas de manejo comunitário de tartarugas para duas das espécies mais 

importantes e as mais predadas, Podocnemis expansa (Tartaruga-da-Amazônia) e Podocnemis 

unifilis (Tracajá), dessa forma promovendo a conservação e ao mesmo tempo auxiliando 

famílias que necessitam desse recurso (Villamarín et al., 2021). 

Compreender as respostas às atividades antrópicas e os impactos gerados por todas essas 

atividades que atingem a espécie P. unifilis, como por exemplo a mudança no habitat, local de 

alimentação, reprodução, e migração ao longo de toda a Bacia Amazônica, torna-se necessário 

para determinar o status de conservação (Da Silva, 2019). 

 

 

1.2 Cachoeiras e corredeiras do Rio Madeira 

Barreiras à dispersão de espécies e populações na Amazônia têm sido associadas a 

quebras geológicas nos escudos cristalinos do Brasil Central e das Guianas, promovendo a 

criação de trechos de fortes corredeiras e importantes cachoeiras em grandes afluentes do rio 

Amazonas que drenam para a bacia sedimentar, marcando paisagens distintas, e facilitando a 

especiação (Ayres, 1995; Queiroz et al., 2013); a bacia do rio Madeira é um exemplo clássico 

deste tipo de ambiente. A bacia do Rio Madeira corresponde a 20% da Bacia Amazônica, e é a 

maior desse complexo, abrangendo uma parte do Peru e Bolívia. O rio Madeira se destaca por 

ser um grande tributário em descarga líquida e sólida da bacia do Amazonas (Latrubesse et al., 

2005; Vieira, 2015). Os afluentes principais possuem origem andina (Goulding et al., 2003; 

Vieira, 2015), na região de convergência dos rios Beni e Mamoré-Guaporé para estruturar o rio 

Madeira, e em seu tramo inicial até Porto Velho, o rio percorre sobre um vale encaixado 

pontuado por afloramentos cristalinos que derivaram na formação de 19 sequências de 

corredeiras, com um desnível total de aproximadamente 70m entre Guajará-Mirim, no rio 

Mamoré, e Porto Velho (Cella-Ribeiro et al., 2013; Tizuka, 2013; Vieira, 2015). 

Rios com cachoeiras e corredeiras, como as do alto rio Madeira, são importantes 

estruturas geomorfológicas para a construção de usinas hidrelétricas (UHE); estas usinas estão 

intimamente relacionadas a matriz energética brasileira, entretanto sua construção provoca 

mudanças significativas nos corpos hídricos e afetam diretamente o comportamento das
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espécies aquáticas e semiaquáticas como as do gênero Podocnemis (Souza et al., 2016; Da 

Silva, 2019). 

As construções das usinas hidrelétricas do alto rio Madeira (Jirau e Santo Antônio, 

Figura 4), como várias outras, apresentam a finalidade de gerar mais energia e também um 

aumento na geração de empregos, porém isso vem causando distúrbios ambientais 

principalmente aqueles relacionados à utilização dos recursos aquáticos. (Doria et al., 2018). 

 

Figura 4. A usina hidrelétrica de Santo Antônio, no Rio Madeira, fica a 7 km de Porto Velho (esquerda) 

e A usina hidrelétrica de Jirau (direita) – Margem esquerda. Jaci Paraná, Porto Velho. Fonte: 1 Nacional 

Geographic Brasil; 2 Jirau Energia. 

 

 

 

Antes da construção dessas hidrelétricas existiam 19 cachoeiras/corredeiras entre o alto 

e médio rio Madeira, sendo esta região muito importante do ponto de vista biogeográfico para 

a Amazônia como um todo. Cachoeiras e corredeiras podem funcionar como barreiras 

biogeográficas para o movimento dos organismos aquáticos e desta forma serem importantes 

agentes de especiação alopátrica. O rio Madeira é um dos rios da bacia amazônica que tem sido 

objeto de vários estudos evidenciando que tais estruturas geomorfológicas podem funcionar 

como barreiras físicas as quais podem interromper ou interferir no movimento dos vertebrados 

aquáticos (Rahel, 2007; Farias et al., 2010; Torrente-Vilara et al., 2011). Estudos têm sugerido 

que esta região pode funcionar como uma área de contato ou hibridização entre espécies 

diferentes. Um dos estudos realizado com a espécie de boto Inia boliviensis, por exemplo, 

evidenciou que a espécie apresenta dois grupos populacionais geneticamente diferentes acima 

e abaixo das corredeiras do alto rio Madeira, entre os quais se mantém uma conexão por fluxo 

gênico restrito unidirecional (Gravena et al., 2014) evidenciando uma área de hibridização com 

a espécie Inia geoffrensis. Padrão semelhante foi observado com duas espécies de jacarés, 

Caiman crocodilus e Caiman yacare, onde foi evidenciado compartilhamento de haplótipos de 

genes nucleares e mitocondriais mostrando que o trecho de corredeiras/corredeiras também 

pode funcionar como uma zona de contato secundário seguido de hibridização entre as duas
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espécies (Hrbek et al. 2008). Porém, para outros organismos as corredeiras do alto rio Madeira 

não formam uma barreira efetiva mas sim parcial, evidenciando fluxo gênico restrito para as 

populações do tambaqui (Colossoma macropomum) e para o bagre Pseudoplatystoma punctifer 

(Farias et al. 2010; Machado, 2013, respectivamente). 

Para os padrões amazônicos, a diversidade de espécies de quelônios dentro e ao longo 

do rio Madeira tem sido considerada alta (Keller et al., 2016). Por outro lado, Vogt e 

colaboradores (2007) concluíram que há uma abundância geralmente baixa de quelônios na 

região do médio Madeira. Em um trabalho de levantamento de fauna de quelônios, Keller e 

colaboradores (2016) confirmaram a ocorrência atual de P. expansa e P. unifilis no alto rio 

Madeira, ambas imediatamente a jusante das primeiras corredeiras e entre as corredeiras. 

Levantamentos quantitativos na mesma área de estudo confirmaram a presença de ambas as 

espécies (Keller et al. 2013), bem como a homogeneidade genética de P. expansa (Vieira, 2015) 

entre todas as corredeiras no trecho ao longo de 110 km do rio. Esse resultado nos mostra que 

as corredeiras provavelmente não atuam como barreira impermeável para as espécies (Keller et 

al., 2016). P. expansa e P. unifilis ocorrem nas seções entre as cachoeiras do alto Madeira. A 

espécie P. unifilis foi registrada em praias de nidificação no baixo Madeira e seus afluentes 

(Andrade et al., 2011), e como um item de consumo preferencial nas comunidades locais (Vogt 

et al. 2007; Nusec/Ufam 2014a, 2014b; (Keller et al., 2016). 

Infelizmente há uma escassez de estudos sobre os quelônios do rio Madeira, 

principalmente sobre os aspectos genéticos. Por isso, por serem um importante recurso natural, 

e por estarem em uma área onde as ações antrópicas são muitas, as pesquisas de genética 

populacional de quelônios do gênero Podocnemis são relevantes para se compreender a 

estrutura genética e a influência das barreiras naturais, ou não, em suas populações. 

 

 

1.3 Genética e genômica 

 

 

Na última década, os avanços dos métodos moleculares permitiram a utilização de dados 

genéticos em estudos de processos populacionais e de questões ecológicas com mais eficiência 

(Selkoe e Toonen, 2006). A genética da conservação emerge como ferramenta essencial, 

decifrando processos genéticos e evolutivos, delineando padrões cruciais para o manejo de 

populações ameaçadas e preservando espécies como entidades dinâmicas (Frankham et al., 

2004). O estudo da estrutura populacional usando técnicas moleculares é crucial para a genética
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da conservação. Essa abordagem é valiosa ao analisar populações comercialmente exploradas 

e espécies ameaçadas de extinção (Frankham et al., 2004). 

A identificação de populações, resolução da estrutura populacional, definição de 

unidades de conservação, quantificação da depressão por endogamia, tamanho efetivo 

populacional, tamanho mínimo viável, níveis de variação genética e fluxo gênico em 

populações naturais, entre outros, oferecem medidas específicas e comparáveis dos processos 

que afetam as populações, permitindo compreender os efeitos das forças que geram mudanças 

evolutivas ao longo do tempo (DeSalle e Amato, 2004). 

No manejo e restauração de populações, preservar a diversidade adaptativa ao longo da 

distribuição geográfica é crucial, dependendo do grau e natureza das perturbações recentes. 

Recomendações precisam ser baseadas em amostragem adequada e análises apropriadas 

(Crandall et al., 2000). 

A variabilidade gênica é a matéria bruta de pesquisas em biodiversidade molecular, e é 

a mesma que está envolvida na evolução das espécies; é esta que permite a comparação entre 

indivíduos, populações ou espécies diferentes. Então, dependendo das questões abordadas no 

estudo, o nível da variabilidade a ser acessada é o que determina a escolha do método a ser 

usado em cada abordagem, ou seja, o marcador molecular escolhido será aquele que acessará o 

nível de divergência que se deseja estudar. Por exemplo, marcadores moleculares mitocondriais 

(região controle) e nucleares (locos microssatélites) são bastante polimórficos sendo muito úteis 

para estudos de indivíduos, relacionamentos e populações (Solé-Cava e Cunha, 2012). Diversos 

marcadores moleculares são empregados para esse fim, sendo fragmentos de DNA capazes de 

distinguir indivíduos, os quais são herdados geneticamente e prontamente identificáveis no 

genoma. Esses marcadores fornecem dados sobre o polimorfismo de um local específico e 

podem derivar tanto do DNA mitocondrial (mtDNA) quanto do DNA nuclear (nDNA) (Rangel, 

2015). 

O DNA mitocondrial (Figura 5) tem muitas características que o tornam especialmente 

valioso para certas aplicações em estudos de padrões de variação genética (Allendorf e Luikart, 

2007). O DNA mitocondrial é uma importante ferramenta para estudos da diversidade genética. 

Na maioria das espécies, a mitocôndria possui uma pequena molécula de DNA circular que é 

de herança maternal (da mãe para a prole). Uma vez que existem muitas mitocôndrias por 

célula, o DNAmt é relativamente abundante e é de fácil isolamento. A detecção da diversidade 

genética nesse DNA ocorre através de diversos métodos (Frankham et al.,2008). É composto 

por uma molécula de DNA circular, pequena, fita dupla e ocorre em inúmeras cópias na 

mitocôndria. Seu tamanho em animais é relativamente estável, em torno de 16 – 21 Kilobase
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(Kb) (Ray e Densmore, 2002). Sua organização inclui 13 genes codificadores de proteína, que 

no genoma representa 90%, sendo 22 RNAs de transferência (tRNA), 2 de RNAs ribossômicos 

(12S e 16S tRNA) e uma região controle ou alça-D (D-loop) que é uma região não codificadora 

(Brown et al., 1979; Avise, 1986; Rangel, 2015). Esta região é responsável por toda a regulação 

e transcrição mitocondrial, possuindo altas taxas de mutação, sendo bastante utilizada em 

estudos intraespecíficos de vários grupos biológicos (Stewart e Barker, 1994; Starkey et al., 

2003). 

 

Figura 5. Esquema do DNA mitocondrial. Fonte: Butler, 2005. 

O estudo da herança materna refletirá hipóteses que podem gerar dados de filogenia das 

fêmeas de uma população para verificar por exemplo, a movimentação de fêmeas em 

populações naturais de uma determinada espécie (Lasman et al., 1981; Avise et al., 1954). A 

utilização da região do DNA mitocondrial que possui altas taxas de mutação permite inferir 

relações filogenéticas entre populações ou verificar espécies com tempos de divergência 

relativamente recentes entre milhares e alguns milhões de anos (Brown et al., 1979). 

Além das abordagens tradicionais, avanços na tecnologia genômica, como o 

sequenciamento de alto rendimento, viabilizaram a adoção eficaz de novos marcadores 

moleculares, particularmente os SNPs (Polimorfismos de Nucleotídeo Único), para detecção 

ágil da variabilidade genética (Desalle e Amato, 2004). A genômica da conservação surge como 

uma ferramenta inovadora que, por meio de numerosos marcadores moleculares, possibilita 

explorar detalhadamente questões cruciais de conservação em nível populacional. Limitações 

anteriores em marcadores e informações genéticas são superadas (Allendorf et al., 2010; 

Catchen et al., 2013a). 

Um SNP refere-se à alteração de uma base no DNA. Embora as quatro bases possam 

ocorrer nessa posição, na prática os SNPs são bialélicos, indicando duas opções de nucleotídeos.
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Para ser classificado como SNP, a posição deve ter o alelo menos comum presente em pelo 

menos 1% da população. Sua evolução ocorre por meio de modelos de mutação simples, como 

o modelo de sítios infinitos. Devido à origem na substituição de nucleotídeos, estima-se que a 

taxa de mutação varie entre 1x10^-9 e 5x10^-9 por nucleotídeo por ano, especialmente em 

posições neutras em mamíferos (Vignal et al., 2002). 

 

Figura 6. Um SNP, ou Polimorfismo de Nucleotídeo Único, é uma alteração em um ponto específico da 

sequência de DNA, sendo considerado como tal se estiver presente em pelo menos 1% da população. Caso 

contrário, é classificado como uma simples mutação. 

Os SNPs, formas comuns de variação genética, encontram-se amplamente no genoma, 

permitindo o estudo eficaz da herança genômica devido à sua alta densidade. O método 

econômico de identificação envolve o rastreamento de pequenos segmentos genômicos 

adjacentes a sítios de enzimas de restrição, conhecidos como RADs (Restriction-Site 

Associated DNA). Desenvolvidos para amostragem eficiente, esses RADs possibilitam a 

descoberta de milhares de SNPs, tornando a genotipagem de populações altamente produtiva 

(Baird et al., 2008). O ddRADseq (double digest RAD sequencing) é altamente eficaz, 

envolvendo a geração de bibliotecas genômicas com fragmentos obtidos por digestão usando 

duas enzimas de restrição. Esses fragmentos, dentro de uma faixa de tamanho específica, são 

sequenciados posteriormente por Next Generation Sequencing (NGS) (Peterson et al., 2012). 

A genômica de populações, ao empregar RADs e genotipagem por sequenciamento, 

oferece uma abordagem sem precedentes para questões em genética, ecologia e evolução, 

incluindo identificação de paternidade, migração, estrutura populacional, filogeografia, 

reconstrução filogenética, detecção de seleção e adaptação molecular, com potência e precisão 

excepcionais (Morin et al., 2004; Catchen et al., 2013b). 

Outro marcador molecular eficaz são os microssatélites, também chamados de SSR 

(Simple Sequence Repeats), são unidades curtas repetidas em tandem no DNA (2 a 5 pb). Para
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obtê-los como marcadores, é necessário amplificar os microssatélites via PCR, usando primers 

específicos (geralmente de 20 a 25 pb) para regiões que flanqueiam os microssatélites. O 

processo inclui desenvolvimento de primers específicos para a espécie, construção de 

bibliotecas genômicas, seleção e sequenciamento dos clones positivos. Em alguns casos, esses 

primers podem ser usados para obter marcadores microssatélites em espécies geneticamente 

relacionadas (Faleiro et al., 2003d). 
 

 
Figura 7. Na representação esquemática é possível identificar os polimorfismos individuais relacionados ao 

número de repetições do SSR para aquele indivíduo. A projeção de primers para amplificação por PCR em região 

flanqueadora única permite a identificação das diferenças nos números de repetição do SSR encontrado em cada 

indivíduo. Indivíduos 1 - 3 são homozigotos e indivíduo 4 é um heterozigoto. 

 

Os marcadores microssatélites, altamente polimórficos devido à variação no número de 

repetições, são detectados facilmente por PCR, utilizando regiões flanqueadoras. Amplamente 

utilizados devido a sua herança codominante, cobertura ampla e abundância no genoma, esses 

marcadores oferecem alta reprodutibilidade, conteúdo informativo multialélico e facilidade de 

genotipagem. Sua capacidade de distinguir indivíduos próximos geneticamente torna-os 

amplamente aplicáveis em diversas áreas da biologia molecular (Turcheto-Zolet et al., 2017). 

Esses marcadores são fundamentais em análises genéticas, distinguindo uma variedade de 

organismos por métodos moleculares. Sua ampla aplicabilidade permite responder várias 

questões biológicas. Avanços notáveis têm sido feitos na identificação e genotipagem desses 

marcadores, especialmente com o auxílio de genomas completos e avanços em bioinformática 

(Turcheto-Zolet et al., 2017). 

Estimativas de estrutura populacional procuram entender a organização genética dentro 

de uma espécie, revelando o fluxo gênico e diferenciação genética entre populações. Os
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marcadores SSR são frequentemente empregados para este fim, sendo essenciais para 

estratégias de conservação, bem como para compreender a biologia reprodutiva e ecologia das 

espécies. Logo, diversos motivos podem estar influenciando na estrutura genética das 

populações como, sistema de acasalamento, processos históricos, barreiras ambientais e 

principalmente, a ação antrópica (Turcheto-Zolet et al., 2017). 

Dessa forma, a utilização de diversos marcadores moleculares e métodos analíticos 

complementares é crucial para identificar sinais temporais variados nos dados genéticos, 

reforçando os resultados e quantificando a intensidade de cada sinal (Pearse et al., 2006). 

 

2. JUSTIFICATIVA 

Marcadores moleculares como os do genoma mitocondrial e microssatélites têm sido 

utilizados para elaborar estratégias de conservação para espécies do gênero Podocnemis, para 

compreender a dinâmica populacional e características do sistema reprodutivo, variabilidade 

genética, fluxo gênico e estrutura populacional nas espécies deste grupo (Sites et al., 1999; 

Valenzuela, 2000; Santos et al., 2016; Viana et al., 2017; Oliveira et al., 2019). 

A principal ideia para o estudo da biologia da conservação é a manutenção da 

diversidade genética pois através desse foco é possível fornece o potencial adaptativo/evolutivo 

de uma determinada espécie, ressaltando a importância de ter conhecimento da composição 

genética do indivíduo e de como ela está estruturada em suas populações a fim de elaborar ações 

de manejo e conservação. Contudo é importante compreender se a estruturação genética 

encontrada é uma característica natural da espécie estudada ou é resultado da presença de 

barreiras físicas causadas pelo homem (como no caso de fragmentação do habitat) (Frankham 

et al., 2008). 

Sendo assim, para ter uma visão mais completa da dinâmica e distribuição da 

diversidade genética da espécie Podocnemis unifilis é importante analisarmos os padrões 

genéticos de suas populações usando marcadores moleculares. Neste momento, o foco será as 

populações ao longo do rio Madeira, Mamoré e Guaporé onde será testado se as cachoeiras e 

corredeiras funcionam, ou funcionaram, como barreiras nas populações naturais desta espécie. 

Sendo um animal semiaquático, o tracajá apresenta muitas particularidades, e uma delas é que 

essa espécie apresenta uma grande capacidade de mobilidade por terra (Ferrara et al., 2017). 

Mesmo que as duas cachoeiras de Jirau e Santo Antônio tenham sido construídas há mais de 10 

anos, e considerando que o tempo de geração dos quelônios do gênero Podocnemis pode estar 

ao redor de 10 anos (Páez et al. 2015), espera-se que o padrão genetico-populacional observado
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ainda seja um reflexo do cenário antes da construção das duas hidrelétricas. Conhecer esse 

padrão é importante para a elaboração de planos de conservação e monitoramento para a 

espécie. Com isso, será analisada a região D-Loop do DNA mitocondrial, marcadores 

microssatélites e SNPs nucleares com uma abordagem comparativa para se determinar os 

padrões-genéticos populacionais de Podocnemis unifilis.
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3. OBJETIVOS 

 

 

 

3.1 Objetivo geral: Avaliar a diversidade genética, estrutura populacional e a influência 

de barreiras naturais em populações de Podocnemis unifilis dos rios Madeira, Mamoré e 

Guaporé utilizando a região controle do DNA mitocondrial, microssatélites e SNPs. 

 

 

 

3.2 Objetivos específicos: 

• Estimar os níveis de variabilidade genética de P. unifilis; 

• Verificar a ocorrência de populações geneticamente estruturadas; 

• Testar o efeito das cachoeiras e corredeiras como barreiras ao fluxo gênico ao longo 

dos rios Madeira, Mamoré e Guaporé.
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1 Área de estudo 

 

 

Na Amazônia, o rio Madeira destaca-se como uma das principais barreiras geográficas, 

delineando áreas de endemismo (Capparella, 1987; Cohn-Haft, 2000; Cracraft; Prum, 1988; 

Haffer, 1997). Cobrindo 20% da Bacia Amazônica, o rio Madeira estende-se por 

aproximadamente 1400 km dentro do Brasil (Goulding; Barthem; Ferreira, 2003). 

A formação da bacia do rio Madeira ocorre pela junção de quatro rios de grande porte: 

Guaporé, Mamoré, Beni e Madre de Dios (Bourrel; Phillips; Moreau, 2009; Goulding; Barthem; 

Ferreira, 2003). O percurso do rio Madeira é dividido em duas partes distintas: o trecho superior, 

que inclui os rios Mamoré e Beni, bem como uma área com corredeiras a partir da cidade de 

Guajará-Mirim (RO) até a cachoeira Santo Antônio; e o trecho inferior, que vai da cachoeira 

Santo Antônio até onde o rio deságua no rio Amazonas. Ao longo dos rios Mamoré e Guaporé-

Iténez, aproximadamente 1000 km das águas do rio Madeira são compartilhados pelo Brasil e 

Bolívia (Goulding; Barthem; Ferreira, 2003). 

Nascendo da junção do rio Chapare e do rio Mamorecillo, na Bolívia, o rio Mamoré é 

considerado o quarto maior afluente da bacia Amazônica (Goulding; Barthem; Ferreira, 2003). 

Com cerca de 2000 km de extensão, o rio Mamoré se une ao rio Beni, formando o rio Madeira 

no município de Nova Mamoré (RO). Entre os afluentes do rio Mamoré, o rio Guaporé se 

destaca pela sua abundante diversidade biológica e é popular para a pesca esportiva. O rio 

Guaporé tem aproximadamente 1400 km de comprimento e atravessa os estados de Mato 

Grosso e Rondônia no Brasil (Souza, 2017). 

 

 

4.2 Amostragem 

Estamos utilizando amostras de tecidos e DNA de P. unifilis de 05 localidades em 

diferentes rios na bacia amazônica brasileira (Fig. 8), tombados na Coleção de Tecido e 

Genética Animal – Quelônios (CTGA-Q) dos Laboratórios de Evolução e Genética Animal 

(LEGAL) e Bioquímica Molecular, ambos da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em 

Manaus, Estado do Amazonas, Brasil. As amostras de DNA são provenientes de tecidos 

coletados entre 2001 e 2022 por diferentes grupos de pesquisadores de campo, amostrados nos
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seguintes pontos do mapa: Pimenteiras - Guaporé/São Francisco (Ecovale)-, Costa Marques, 

Guajará-Mirim, Manicoré e Urupiara - Comunidade Cristo Rei/Humaitá-. 

Para gerar as sequências de mtDNA foram usadas 52 amostras e para os microssatélites, 

42 indivíduos foram genotipados, para esses dois marcadores foram incluídas amostras de 

Pimenteiras - Guaporé/São Francisco (Ecovale) -, Costa Marques, Guajará-Mirim e 

Manicoré. Para o desenvolvimento dos SNPs, 40 indivíduos foram sequenciados via 

sequenciamento de próxima geração e para esse marcador foram incluídas amostras de 

Pimenteiras - Guaporé/São Francisco (Ecovale) -, Costa Marques, Guajará-Mirim, 

Manicoré e Urupiara - Comunidade Cristo Rei/Humaitá - (Tabela 2 e Figura 5). 

 

 

 

 

 
Figura 8. Locais de amostragem de Podocnemis unifilis utilizados neste estudo(representados pelos 

pontos na cor preta); e as usinas hidrelétrica de Santo Antônio e Jirau (representados pelos dois quadrados na cor 

vermelha). Nota: a numeração das localidades na figura segue a lista da Tabela 1.
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Código Grupo localização Estado 

1 GuapPime Guaporé/Pimenteiras/São Francisco (Ecovale) Rondônia 

2 GuapCost Costa Marques Rondônia 

3 MamoGuaj Guajará-Mirim Amazonas 

4 MadeMani Manicoré Amazonas 

5 MadeUrua Comunidade Cristo Rei/Uruapiara/Humaitá Amazonas 

 

Tabela 1. Os códigos das localidades serão usados ao longo do trabalho. 

 

 

 

4.3 Coleta de dados 

 

4.3.1 Métodos de captura 

As amostras foram coletadas utilizando metodologias de captura de tracajás: mergulho, 

batição, pesca com linha sem anzol e redes de pesca do tipo malhadeira especial para quelônios 

(trammel nets), variando em cada localidade de acordo com particularidades de cada região. 

Sendo assim, o material biológico será obtido através da punção de sangue da veia caudal de 

indivíduos adultos para as posteriores análises no laboratório (Figura 9). As amostras serão 

estocadas em álcool a 96% em caixa térmica e em geladeira a 4ºC até o processamento no 

Laboratório de Evolução e Genética Animal (LEGAL), localizado na Universidade Federal do 

Amazonas (UFAM) em Manaus-AM. As amostras de DNA são provenientes de tecidos 

coletados entre 2001 e 2022 por diferentes grupos de pesquisadores de campo
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Figura 9. Coleta de sangue pela veia caudal. Foto: Nayene Silveira (2022). 

 

 

 

4.3.2 DNA mitocondrial 

 

 

Extração de DNA 

O DNA genômico total foi extraído de amostras de sangue e tecido usando o protocolo 

de extração por fenol/clorofórmio, conforme descrito por Sambrook et al. (1989). Após a 

extração, as amostras de DNA são analisadas por eletroforese horizontal, em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio, com tampão TBE de corrida, com a finalidade de verificar a 

integridade do DNA obtido, e a quantidade de DNA por amostra é medida no NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific) por espectrofotometria. 

 

Amplificação do DNA 

O fragmento mitocondrial que será utilizado é a alça D-Loop da região controle, por ser 

uma região que tem se mostrado ser bastante variável em espécies do gênero Podocnemis, 

inclusive em trabalhos de genética de populações (Viana, 2008; Pearse et al., 2006; Vargas- 

Ramirez 2012; Santos 2016). As amostras de DNA total serão amplificadas por PCR 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 apresenta 

um volume de 4mM de MgCl2, 0,8 mM dNTPs, 1,5x tampão da enzima Taq polimerase (100 

mM Tris-HCl, pH 8,5, 500 mM KCl), 1pMol de cada primer, 1,5 U da enzima Taq DNA 

polimerase e de 50ng de DNA, completando com água para um volume final de 15 μL. Os 

ciclos de amplificação foram estabelecidos da seguinte forma de 94 °C por 1 minuto para a 

desnaturação inicial da fita de DNA, seguido de 35 ciclos de desnaturação a 94 °C por 1min,
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anelamento dos primers a 57°C por 1min e extensão a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, além 

da extensão final das fitas de DNA a 72ºC por 5min. 

 

Sequenciamento e genotipagem 

As amostras que amplificaram na PCR, foram submetidas a uma purificação utilizando 

as enzimas Thermo Scientific Exonuclease I e Thermo Scientific FastAP Thermosensitive 

Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific) por 30 min a 37ºC seguido de 15 min a 80ºC no 

termociclador. As reações de sequenciamento foram realizadas em placas contendo o DNA 

amplificado e purificado, o primer forward PRO e o primer interno DLSex (5’- 

AGTGCTCTTCCCCATATTATG-3’), 1x do tampão de reação do Big Dye, com volume 

finalde 10µL para cada amostra. As amostras serão submetidas ao termociclador conforme 

protocolo do fabricante. O produto da reação de sequenciamento foi precipitado com etanol e 

EDTA, e posteriormente ressuspendido em 10 μL de formamida deionizada para ser injetados 

e analisados no sequenciador automático ABI3500 (Applied Biosystems). 

Para os marcadores microssatélites foram genotipados os loci 1B2, 1E1, 1F10, 1H9, 2E7 

e 2F6 de Fantin et al., (2007), usando o protocolo estabelecido pelos autores. 

 

 

4.3.3 DNA genômico 

 

 

Construção da biblioteca genômica dos SNPs 

 

 

Para construir a biblioteca genômica, é crucial utilizar gDNA de alta qualidade. O DNA 

de cada amostra foi digerido usando duas enzimas de restrição, a enzima Csp6I, de corte 

frequente e a enzima PstI, de corte raro, uma técnica conhecida como ddRADseq (sequências 

de fragmentos de DNA associados a sítios de restrição). Na mesma reação foi realizada a ligação 

dos adaptadores específicos para o sequenciador Illumina, contendo sequências barcode que 

servem para demultiplexação dos indivíduos via pipelines de bioinformática. Os produtos da 

digestão foram purificados usando beads magnéticas. Em seguida, as amostras de cada 

indivíduo foram quantificadas no Qubit para a preparação do pool equimolar de todas as 

amostras de uma mesma biblioteca genômica. 

O pool de fragmentos foi selecionado, de acordo com o tamanho dos fragmentos, no 

aparelho pippen prep para redução do genoma. Por fim, foi realizado o enriquecimento da 

biblioteca genômica, por meio de PCRs específicas, chamadas de PCR de enriquecimento, de
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modo que as bibliotecas genômicas foram secadas e enviadas para o sequenciamento genômico 

no Illumina. Em seguida, as sequências foram processadas usando “pipelines” de 

bioinformática e preparadas para as análises subsequentes. Os dados brutos foram recebidos em 

formato FASTQ e posteriormente processados por meio de ferramentas bioinformáticas. O 

pipeline DiscoSnpRad (https://github.com/GATB/DiscoSnp) foi utilizado para demultiplexar 

os indivíduos, criar uma biblioteca de referência, eliminar as sequências com baixa qualidade 

(phred Q score offset < 33) e determinar homologia entre os loci. 

As sequências foram filtradas por qualidade usando o pacote vcfR (KNAUS; GRÜNWALD, 

20171), implementado na plataforma R, e foi adicionado um importante passo de controle de 

qualidade das sequências filtradas, seguindo tutorial disponível em: 

https://grunwaldlab.github.io/Population_Genetics_in_R/qc.html, a fim de reduzir a quantidade 

de dados faltantes (missing data) no banco de dados final. 

 

4.4 ANÁLISE DE DADOS 

 

4.4.1 DNA mitocondrial 

 

 

Diversidade genética, testes de neutralidade e distribuição dos haplótipos 

Foram analisados para cada localidade o número de haplótipos (nH) - quantidade de 

cópias gênicas diferentes em cada localidade; o número de sítios segregantes (S) - as mutações 

que separam cada haplótipo; a diversidade genética estimada a partir da diversidade haplotípica 

(Ĥ) - a probabilidade de duas sequências escolhidas aleatoriamente serem diferentes 

(equivalente a heterozigozidade esperada em marcadores diploides); e a diversidade 

nucleotídica (Π) - número de nucleotídeos diferentes por sítio entre sequências escolhidas ao 

acaso em uma população (Tajima, 1983; Li, 1987; Nei, 1987). 

Os testes de neutralidade D (Tajima, 1989) e Fs (Fu, 1997), análogos aos testes de 

equilíbrio de Hardy-Weinberg utilizados em marcadores de origem biparental, os dois se 

baseiam no modelo de sítios infinitos sem recombinação que é apropriado para sequências 

curtas de DNA como a região D-Loop, considerando que as mutações nesse fragmento são 

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

vezes é extremamente pequena (Kimura, 1969). Valores significantes para estes testes podem 

indicar que as sequências nucleotídicas mitocondriais não estão evoluindo segundo a hipótese 

de neutralidade seletiva (ausência de equilíbrio em relação à mutação e à deriva genética) 
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que as populações foram anteriormente subdivididas e/ou experimentaram flutuações no 

passado (não estão em equilíbrio quanto à migração e à deriva genética) (Hartl e Clark, 1989). 

O teste D de Tajima compara o número de sítios segregantes e o número médio de diferenças 

nucleotídicas estimado pela comparação em pares de bases, onde valores negativos estão 

relacionados com eventos fundadores e expansão demográfica (depois de um gargalo 

populacional recente, por exemplo) e valores positivos podem estar relacionados com 

subdivisão populacional (Tajima, 1989). Já o Fs de Fu tende a ser negativo quando existe muitas 

mutações recentes (refletido no número de alelos raros), concedendo evidências contra a 

neutralidade das mutações, apontando crescimento populacional (Fu, 1997). As análises de 

diversidade genética e os testes de neutralidade foram estimados no programa Arlequin versão 

3.5 (Excoffier e Lischer 2010). 

Para construir a rede haplotípica será gerada uma árvore de máxima verossimilhança 

entre as sequências usando o modelo de substituição 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 árvore que melhor explica a evolução das sequências através 

de reconstrução filogenética tradicional. Esta árvore é modificada em genealogias de haplótipos 

possibilitando a visualização bidimensional das relações, através do programa HaploViewer 

(Salzburger et al., 2011). 

 

Estrutura populacional e fluxo gênico 

A diferenciação entre e dentro das localidades estudadas, será estimada mediante a 

análise de variância molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), que se baseia na variância 

das frequências gênicas levando em consideração o número de mutações entre haplótipos. Os 

grupos são definidos a priori e é feita uma análise hierárquica dos componentes da variância 

devido a distinção dos indivíduos, e entre ou dentro das populações, calculando o índice ΦST 

(Excoffier et al., 1992). Então para medir os níveis de estruturação entre as populações pode- 

se usar a comparação dos pares de localidades através do índice de fixação ФST (análogo ao 

FST utilizado em marcadores biparentais) (Hudson et al., 1992). Esses valores geralmente são 

inversamente relacionados à habilidade de dispersão, variam de 0 (sem diferenciação entre as 

populações) a 1 (Frankham et al., 2008), e são estimados no programa Arlequin versão 3.5 

(Excoffier e Lischer, 2010). 

Para inferir a estrutura genética das populações a partir das sequências de DNA 

mitocondrial, foi utilizado um método que visa à formação de grupos biológicos baseado em 

um modelo Bayesiano e implementado no programa BAPS v.6.0 (Bayesian Analysis of
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Population Structure) (Corander et al., 2003; Corander et al., 2008). Esse programa utiliza um 

algoritmo de busca estocástica que calcula a distribuição posterior dos parâmetros do modelo 

condicionados pelos dados observados, nesse caso as frequências nucleotídicas das sequências 

de DNA. Para determinar o número de populações mais provável (K), será realizada uma 

análise de mistura de populações. O K é incluído como parâmetro a ser estimado e a melhor 

partição (número de clusters) dos dados é identificada como a de maior probabilidade. 

Indivíduos agrupados no mesmo cluster possuem o mesmo padrão de cores no gráfico de barras 

gerado pelo programa, independentemente da localidade de origem. 

Os valores do ФST serão utilizados para estimar indiretamente o número efetivo de 

fêmeas migrantes (equivalente ao fluxo gênico) através da equação Nefm= ((1/ FST)−1) (Weir 

e Cockerham, 1984) para marcadores mitocondriais, onde Ne é o tamanho efetivo de fêmeas na 

população e fm é a taxa individual de fêmeas migrantes. O fluxo gênico impõe um limite à 

diferenciação genética pois quanto maior o número de migrantes, mais intenso é o fluxo gênico 

entre populações e menor é o nível de estruturação populacional. Desta forma, um número de 

migrantes maior do que 1 indica que a divergência genética está sendo refreada e a população 

não está totalmente estruturada (Hartl e Clark, 1989). 

 

 

4.4.2. Marcadores nucleares microssatélites e SNPs 

 

 

Um total de seis loci foram utilizados para as genotipagens dos indivíduos de P. unifilis 

do rio Madeira, são eles: Puni1E1, Puni1B2, Puni1F10, Puni1H9, Puni2E7 e Puni2F6, 

desenvolvidos por Fantin et al. (2010). Estimativas de diversidade genética foram calculadas 

através do número de alelos (A) e as heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) usando 

ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). O coeficiente de endogamia eficiente (FIS) 

indicando desvio do acasalamento aleatório foi também calculado em ARLEQUIN seguindo 

WEIR e COCKERHAM (1984). Realizamos um teste de permutação (10.000 permutações) 

para avaliar desvios significativos de zero. Pairwise FST [36], estimativas indiretas do número 

de migrantes e a análise de variância molecular (AMOVA) foram calculados em ARLEQUIN 

v.3.5 (Excoffier e Lischer, 2010) para investigar a estrutura genética da população em P. 

unifilis.
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A estrutura genética também foi inferida pela análise Bayesiana implementada no 

programa Structure (Pritchard et al. 2000), que atribui indivíduos a um número K de populações 

assumindo equilíbrio de Hardy Weinberg (EHW) e ausência de desequilíbrio de ligação (DL) 

entre os locos analisados dentro de cada população. Nessa análise foi usado o modelo de mistura 

(admixture model) que assume que cada indivíduo pode ter ancestrais de mais de uma 

população e opção de frequências alélicas correlacionadas entre populações (correlated allele 

frequencies between populations), esta opção permite a identificação de populações sub- 

estruturadas (Falush et al. 2003). Foram realizadas dez réplicas (runs) para cada valor de K 

entre 1 e 6 com valores de corte (burnin) de 100.000 permutações e 1.000.000 simulações em 

Cadeias de Monte Carlo (MCMC). O número de populações esperado é o valor de K máximo 

estimado pelo modelo log-likelihood (log (P(X/K)) (Falush et al. 2003). 

 

Adicionalmente tambem foi realizada uma analise de PCA, usando o pacote padrão 

adequado para dados SNP, o pacote smartpca mantido por Nick Patterson e Alkes Price (em 

http://data.broadinstitute.org/alkesgroup/EIGENSOFT/). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Diversidade genética 

 

 

Os resultados dos parâmetros genéticos obtidos para cada um dos marcadores 

moleculares podem ser visualizados nas tabelas 2, 3 e 4. 

Foram analisadas 52 sequências da região controle do gene mtDNA, sendo compostas 

por 27 sítios polimórficos. Os haplótipos apresentaram certa segregação geográfica, mas com 

evidente compartilhamento entre as localidades (Figura 10).

http://data.broadinstitute.org/alkesgroup/EIGENSOFT/
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Figura 10. Reconstrução filogenética das sequências através do método de Neighbor- 

Joining. As sequências dos indivíduos de cada localidade são identificadas pelas cores 

vermelha= Guaporé, verde= Pimenteiras, laranja= Guajará-Mirim, azul= Manicoré. 

 

 

Os parâmetros de diversidade genética para cada localidade (Tabela 2). Foram 

observados níveis relativamente altos de diversidade haplotípica em 3 populações: GuaPime, 

MamoGuaj e MadeMani (0.8485 - 0.7417), enquanto que a população GuapCost apresentou 

níveis relativamente baixos de diversidade haplotípica (0.4327). Porém, as diversidades 

nucleotídicas foram baixas em todas as populações (0.003168-0.002611). De uma maneira geral 

os níveis de diversidade genética para este marcador foram semelhantes aos observados para 

outras populações de P. unifilis (Agostini et al., 2024) e outras espécies do gênero (Santos et 

al., 2017; Vieira et al., 2017). 

O teste D de Tajima e o Fs de Fu não foram significativos para nenhuma das localidades. 

Os testes de neutralidade para os dados da região controle evidenciaram que as populações, 

estão de uma maneira geral, evoluindo em equilíbrio populacional em relação ao genoma 

mitocondrial, sem nenhuma evidência recente de expansão ou redução populacional, com 

exceção dos poucos casos citados acima.
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Tabela 2. Índices de diversidade genética das populações de P. unifilis para o marcador da região controle do 

DNA mitocondrial. N, número de indivíduos por localidade; Hap, número de haplótipos; S, número de sítios 

segregantes (polimórficos); π, diversidade nucleotídica; Ĥ, diversidade haplotípica; D (p), teste D de Tajima com 

valor de p; teste Fs de Fu com valor de p. 

 

 

 

 

Cidade N hap S Código Ĥ π D (p) Fs (p) 

Pimenteiras 12 12 6 GuapPime 0.8485 +/- 0.003180 +/- -0.73090 -1.92425 

     0.0744 0.002278 (0.26840) (0.05810) 

Costa Marques 19 19 6 GuapCost 0.4327 +/- 0.004400 +/- 0.95327 3.50430 ( 

     0.1167 0.002837 (0.84560) 0.94430) 

Guajará-Mirim 5 5 4 MamoGuaj 0.7000 +/- 0.003168 +/- -1.0938 0.27642 

     0.2184 0.002611 (0.08070) (0.49440) 

Manicoré 16 16 11 MadeMani 0.7417836 0.007112 +/- 0.31529 0.92265 
     0.7417 +/- 0.004266 (0.66920) (0.69330) 
     0.0836    

 

 

 

 

Os resultados obtidos para os seis loci de microssatélites (Tabela 3) evidenciaram níveis 

de diversidade genética abaixo de 0.50 para a maioria das localidades. Os baixos valores dos 

parâmetros de diversidade foram observados para as localidades acima das cachoeiras do alto 

rio Madeira. Os níveis de heterozigosidade observada e esperada também foram baixos em sua 

maioria, entretanto estando todos em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Somente a localidade de 

Manicoré (MadMani) localizada no baixo rio Madeira apresentou níveis de heterogeneidade 

moderados igualando-se aos valores observados por Escalona et al. (2008) para as populações 

de P. unifilis de outras localidades da bacia Amazônica e para outras espécies de quelônios 

marinhos (Roden et al., 2023). Esses resultados evidenciam que as populações de P. unifilis 

acima das cachoeiras do rio Madeira apresentam uma diversidade bem menor, o que pode ser 

explicado ou por um efeito de redução do tamanho populacional causado por um gargalo de 

garrafa (efeito bottleneck), ou por uma colonização histórica. Como nenhum dos resultados 

evidenciou algum sinal de reduções populacionais para os indivíduos acima das cachoeiras,
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provavelmente estes baixos valores observados nestes marcadores podem ser melhor explicados 

por uma colonização histórica rio acima. A tartaruga da Amazônia, uma espécie de quelônio 

que também tem ocorrência natural acima das cachoeiras do rio Madeira, não apresentou 

valores de diversidade genética baixos para os microssatélites, mesmo sendo uma espécie que 

passou por confirmadas reduções populacionais evidenciadas por tais marcadores (Pearse et al., 

2006). Baixa diversidade genética na fauna acima das cachoeiras do rio Madeira foram 

observados para o tambaqui, Colossoma macropomum, e pirarucu, Arapaima gigas, sendo 

ambos os casos considerados como efeitos de colonização ou introdução de indivíduos em áreas 

que não ocorriam naturalmente (Hrbek et al., 2005; Santos et al., 2018; Farias et al., 2019). 

 
Tabela 3. Índices de diversidade genética das populações de P. unifilis para os seis loci de marcadores de 

microssatélites. N, número de indivíduos por localidade; Ho, Heterozigosidade observada; He, Heterozigosidade 

esperada. 

 

Cidade N código Média N de 
alelos 

Média da 
diversidade 
genética 

Ho He 

Pimenteiras 11 GuapPime 3.333 0.449495 +/- 
0.277159 

0.3939 0.4495 

Costa Marques 10 GuapCost 2.75 0.206140 +/- 
0.152215 

0.225 0.3092 

Guajará-Mirim 6 MamoGuaj 2.5 0.203030 +/- 
0.164409 

0.3083 0.3816 

Manicoré 15 MadeMani 8.583 0.759540 +/- 

0.437735 

0.5692 0.7637 

 

 

 

Para os dados dos SNPs foi possível adicionar mais uma localidade abaixo das 

cachoeiras do rio Madeira, a localidade de Uruapiara (localidade 5 na Tabela 1). Para os dados 

genômicos, as informações foram obtidas utilizando 1000 SNPs polimórficos. Os 1000 são uma 

amostra aleatória de todos os SNPs polimórficos após a filtragem. 

 
Tabela 4. Índices de diversidade genética das populações de P. unifilis para os marcadores genômicos de SNPs 

nucleares. N, número de indivíduos por localidade; Ho, Heterozigosidade observada; He, Heterozigosidade 

esperada.
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Cidade N código Média da 
Diversidade 

genética 

Ho He 

Pimenteiras 11 GuapPime 0.221766 +/- 

0.109982 

0.34032 0.3112 

Costa Marques 10 GuapCost 0.222558 +/- 

0.115089 

0.39909 0.38221 

Guajará-Mirim 6 MamoGuaj 0.271211 +/- 

0.135722 

0.34788 0.32702 

Manicoré 8 MadeMani 0.275566 +/- 

0.139611 

0.35796 0.34045 

Uruapiara 5 MadeUrua 0.284921 +/- 
0.150220 

0.46213 0.45099 

 

 

 

Este é o primeiro trabalho onde foi possível se fazer uma comparação entre três tipos de 

marcadores moleculares, mitocondrial (região controle), microssatélites e SNPs. De uma 

maneira geral os valores dos parâmetros de diversidade genética foram bastante heterogêneos 

entre as localidades e entre os diferentes marcadores. Os dados da região controle do DNA 

mitocondrial apresentaram valores mais elevados, seguidos dos marcadores microssatélites; 

valores mais baixos de diversidade genética foram encontrados nos marcadores SNPs. Este 

trabalho também é o primeiro a utilizar dados de marcadores genômicos de SNPs para uma 

espécie de quelônio da bacia Amazônica, o que impossibilita a comparação com outras espécies 

que ocorrem na região. Entretanto, tais marcadores têm sido utilizados em outros trabalhos 

como em espécies de tartarugas marinhas, como foi abordado neste trabalho de Komoroske e 

colaboradores (2017), o autor cita que aplicação de marcadores de mtDNA, herdados 

maternalmente, ajuda a definir a estrutura e conectividade populacional, pois dessa forma gera 

resultados a nível de escala do homing natal feminino. Porém, esses dados só esclarecem a 

história evolutiva materna e podem ter baixa resolução devido à lenta evolução mitocondrial 

em tartarugas. Em contraste, marcadores nucleares, que incluem conectividade masculina, são 

essenciais para delinear populações com maior precisão e possuem maior poder estatístico, 

como os marcadores de microssatélites e SNPs. 

Pesquisas recentes com mais marcadores nucleares revelaram diferenças significativas 

entre filhotes de tartaruga-verde no Pacífico, indicando que o fluxo gênico mediado por machos 

entre estoques regionais de nidificação é mais limitado do que se pensava, permitindo uma
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delimitação mais clara dos estoques (Roden et al., 2013). Vários viveiros na Turquia exibiram 

diferentes frequências alélicas de microssatélites (Bagda et al., 2012), indicando uma estrutura 

populacional não detectada pelo mtDNA. Esses resultados são semelhantes a estudos com 

tartarugas-de-couro, onde o mtDNA identificou sete populações no Atlântico, mas os 

microssatélites revelaram nove, sendo assim mostrando maior precisão na delimitação 

populacional (Dutton et al., 2013). Dessa forma, está claro que a combinação dos marcadores 

de mtDNA e marcadores nucleares pode fornecer mais informações sobre o fluxo gênico e os 

limites populacionais, o uso de vários marcadores pode complementar muito mais no avanço 

da nossa compreensão da estrutura populacional em escala precisa (Komoroske et al., 2017). 

 

 

5.2 Estrutura populacional 

Os resultados da AMOVA para os dados da região controle indicaram uma estrutura 

populacional significativa (Fst= 0.48, P< 0.001) com 47.8% da variância entre populações e 

52.2% da variância dentro das populações (tabela 5). Os valores de Fst pareados mostraram alta 

estrutura populacional para todas as comparações (tabela 6). 

 
Tabela 5. Análise de Variância Molecular entre localidades de Manicoré, Guajará-Mirim, Costa Marques e 

Pimenteiras. Índices de FST específicos para cada população: Manicoré (0,45708); Guajará-Mirim (0,49617); 

Costa Marques (0,48072); Pimenteiras (0,49257). 

 

Fontes de 
variação 

Grau de 
Liberdade 

Somas dos 
Quadrados 

Componente 
variantes 

Porcentagem de 
Variação 

Entre grupos 3 45.125 1.12349 47,77% 

Dentro das 
localidades 

48 58.971 1.22856 52,23% 

Total  104.096 2.35205  

Indice de fixação 
de FST 

0.47767   
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Tabela 6. Matriz dos valores de Fst nas comparações par a par entre as populações de P. unifilis a partir dos 

dados mitocondriais (D-loop). 

 Localidade 1 2 3 4 

1 MadeMani 0    

2 MamoGuaj 0.45955 0   

3 Guap Cost 0.42123 0.6332 0  

4 GuapPime 0.46808 0.4203 0.48639 0 

 

Para os dados dos marcadores microssatélites os resultados da AMOVA também 

indicaram uma estrutura populacional (Fst= 0.25, P<0.001), inferindo que 25% da variância 

ocorre entre populações e 75% dentro das populações. Já os resultados do Fst pareados 

evidenciam que somente a comparação entre Guajará-Mirim e Costa Marques não foi 

significativa (tabela 7). 

 
Tabela 7. Matriz dos valores de Fst nas comparações par a par entre as populações de P. unifilis a partir dos 

dados microssátelites. . 

 

 Localidade 1 2 3 4 

1 GuapCost 0    

2 MamoGuaj 0.01367 0   

3 GuapPime 0.15003 0.19078 0  

4 MadeMani 0.29784 0.29373 0.22975 0 

 

 

 

 

Com a análise do programa STRUCTURE os dados obtidos pelos microssatélites 

indicaram K= 3 (Figura 11), ou seja, a melhor probabilidade é que existam três grupos 

populacionais (LnP (K)= -500.3500. De acordo com a Figura 11, os três grupos populacionais 

seriam compostos pelo grupo de Manicoré, o segundo pelo grupo de Costa Marques, Guajará- 

Mirim e alguns indivíduos da localidade do Guaporé. O terceiro grupo populacional seria 

composto por parte dos indivíduos de Guaporé também.
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Figura 11. Resultados da análise no programa STRUCTURE para os dados de microssatélites. 

 

 

 

 

Para os dados dos SNPs foi possível adicionar mais uma localidade abaixo das 

cachoeiras do rio Madeira, a localidade de Uruapiara. Os resultados do programa STRUCTURE 

para dados de SNPs também indicaram um melhor Delta K (11.402691) para três grupos 

populacionais (Figura 12). 

 

Figura 12. Resultados da análise no programa STRUCTURE para os dados dos marcadores SNPs.



                                                                                                                                                                                           

43                              

 

 

O resultado do PCA para os dados dos marcadores microssatélites recuperaram dois 

grupos populacionais, onde o PC1 explicou 29.9% da variação total, mostrando uma segregação 

do grupo do médio Madeira em relação ao PC2 (explicando 13% da variação) com as amostras 

do alto Madeira (Figura 13). 

 

Figura 13. Resultados das análises de PCA para os dados dos marcadores microssatélites. 
 

 

Os resultados dos PCAs para os dados dos SNPs genômicos foram bastante semelhantes 

aos resultados obtidos pelos microssatélites. O PC1 identificou as populações do alto Madeira 

(Guajará-Mirim, Costa Marques, Ecovale, e Pimenteiras) como um cluster distinto, 

enquanto que as populações do médio Madeira (Uruapiara e Manicoré) foram agrupadas ao 

longo do PC2 (Figura 14). O PC1 (explicou 8.37% da variação total) mostrou uma segregação 

do grupo do médio Madeira em relação ao PC2 (explicou 6.7% da variação) com as amostras 

do alto Madeira.
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Figura 14. Resultados da análise no programa STRUCTURE para os dados dos marcadores SNPs. 

 

 

Todos os resultados são concordantes em sugerir que as cachoeiras do rio Madeira 

funcionam como uma barreira que restringe o fluxo gênico dos indivíduos de P. unifilis para as 

localidades abaixo e acima dessas estruturas geomorfológicas. Esses resultados são similares 

ao observado para outras espécies de vertebrados estudadas para esta mesma região, como por 

exemplo o observado em peixes (Cunha-Machado et al., 2022), anuros (Simões et al., 2008), 

jacarés (Hrbek et al., 2008; Muniz et al., 2018), botos (Gravena et al., 2014, 2015), para uma 

outra espécie do gênero, Podocnemis expansa (Pearse et al., 2006), e mesmo para P. unifilis 

com poucas localidades amostradas no rio Madeira e somente um único marcador utilizado 

(Agostini et al ., 2024). 

Interessantemente, alguns marcadores detectaram estrutura genética populacional entre 

localidades dentro de cada área amostrada (acima e abaixo das cachoeiras). Abaixo das 

cachoeiras, o marcador de SNPs nucleares identificou pela análise do Structure diferenciação 

entre a localidade de Manicoré e Uruapiara. Esta estrutura populacional precisa, no entanto, 

ser melhor explorada uma vez que foram poucas localidades amostradas nas áreas abaixo deste 

grande sistema de drenagem. Acima das cachoeiras a análise do STRUCTURE inferiu estrutura 

populacional para as localidades de Guaporé e Costa Marques com marcadores de 

microssatélites e SNPs. 

Assim, nossos resultados nos levam a propor diferentes unidades de manejo para o 

tracajá acima e abaixo das cachoeiras do rio Madeira. De acordo com Moritz (1994) populações 

que não são reciprocamente monofiléticas (dados da região controle) mas divergiram na 

frequência alélica (dados de microssatélites e SNPs), são significativos para fins de conservação
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e devem ser reconhecidos como Unidades de Manejo diferentes a serem manejadas e geridas 

de forma diferencial. 

Esse trabalho está contribuindo para o conhecimento sobre da espécie P. unifilis da 

Bacia Amazônica, uma vez que Agostini et al (2024) incluiu somente duas localidades do alto 

rio Madeira e usou somente um marcador molecular (região controle). Os resultados 

comparativos de três marcadores moleculares apresentados no presente estudo nos indicam de 

forma mais robusta a presença de pelo menos duas unidades de manejo para o tracajá, uma 

unidade acima e outra abaixo das cachoeiras do rio Madeira. Tais resultados irão contribuir para 

futuros planos de manejo desta espécie nesta região. Estas unidades de manejo devem ser 

consideradas de forma independentes para quaisquer planos de manejo para a espécie que 

envolva translocação, introdução, ou obtenção de indivíduos para criação em cativeiro. 

Para justificar a manutenção da biodiversidade, precisamos refletir que nós utilizamos 

dos benefícios, seja de forma direta ou indiretamente da nossa floresta Amazônica, que nos 

proporciona inúmeros recursos de valor econômico. Grandes empreendimentos hidrelétricos 

precisam ter esse conhecimento em mente das proporções causadas e ajudar a colaborar com 

planos de manejo a fim de proteger os organismos vivos, para que os recursos naturais e o 

patrimônio genético das espécies sejam mantidos para as gerações futuras. Dessa forma torna- 

se importante mais estudos voltados para a conservação da Biodiversidade Amazônica, a 

genética da conservação é crucial para a manutenção das espécies ameaçadas, a diversidade 

genética está diretamente ligada a biodiversidade, logo a diversidade das espécies deve ser 

priorizada.
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Este estudo foi o primeiro feito usando 3 tipos de marcadores moleculares para as 

populações de tracajás com a finalidade de realizar uma comparação, de modo geral, os valores 

dos parâmetros de diversidade genética variaram consideravelmente entre as localidades e entre 

os diferentes marcadores; 

As populações de tracajá (P. unifilis) apresentam padrões de distribuição da 

variabilidade genética devido a diferenciação e estruturação por presença de barreiras 

geográficas, que constituem as dinâmicas populacionais mais importantes para a espécie; 

Para dados mitocondriais, a espécie, no geral, apresentou altos níveis de diversidade 

genética, para dos dados microssatélites, os resultados indicaram que as populações de P. 

unifilis acima das cachoeiras do rio Madeira possuem uma diversidade menor, entretanto ainda 

dentro do esperado para a espécie, não evidenciando reduções do tamanho efetivo populacional; 

As corredeiras do rio Madeira/Guaporé atuam como barreira para a espécie restringindo o fluxo 

gênico entre as populações que estão acima e abaixo delas; 

Considerando tais resultados sugere-se duas grandes unidades de manejo para a espécie 

no alto rio Madeira. Para os dados de SNPs, as localidades de Manicoré e Uruapiara 

apresentaram diferenciação, através da análise no Structure, ressaltando a importância de se 

obter mais amostras para mais localidades abaixo das cachoeiras; 

Sugere-se um monitoramento genético das populações uma vez que a amostragem deste 

trabalho foi realizada antes da construção das hidroelétricas de Jirau e de Santo Antônio. Ou 

seja, é de fundamental importância que se obtenha dados das populações atuais, pois já são 

quase 15 anos após o fechamento das hidroelétricas. 
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