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RESUMO

Conhecida popurlamente como Tartaruga-da-amazBoidocnemis expans& um importante
representante da fauna de queldnios da Amazomaraade tamanho o torna um dos quelonios
mais consumidos pela populacdo humana local, alésso,d € uma espécie bastante
comercializada ilegalmente. Por esses motivos,papailacdo foi reduzida e atualmente essa
espécie encontra-se classificada como baixo rispeftente de conservacao, segundo a IUCN
(Unido Internacional para a Conservacado da Natur€&ano medida de conservacgao, a fim de
amenizar a pressao de captura na natureza, esseieeppde ser comercialmente criada em
cativeiro. No entanto, a falta de suporte técnios aativeiros em relacdo a informacdes
ecologicas importantes a respeito da biologia ge&as dificulta seu adequado manejo. Nesse
contexto, o objetivo do presente estudo foi deteamia partir da analise de parentesco dos
filhotes, o tipo de comportamento reprodutivo q@saeespécie apresenta em amostras de
cativeiro e natureza. Amostras de sangue foramaztas, através da puncéo da veia femural, de
191 filhotes de cativeiro, provenientes da FazeSd8a Francisco, Manacapuru-AM e 165
filhotes provenientes do rio Jurua, Carauari-AMrdfo genotipados no total 356 filhotes
somados das duas localidades utilizando 5 locanid®ssatélites. A analise dos locos revelou
100% a ocorréncia de paternidade mudiltipla tanto eativeiro quanto em natureza. Os
marcadores utilizados neste trabalho mostraramastamte polimdérficos e com grande poder
discriminatério para a analise de parentesco cdoresde identidade (1) IC=1,08 x ipara as
amostras de cativeiro e IC= 2,85¥lpara as amostras de natureza, e de probabilidade d
excluséo de paternidade de (Q) QC=99,9% nos dasscandicando o poder de deteccdo de
paternidade mdltipla dos locos utilizados. A paitrmétodo de contagem de alelos, em que é
possivel estimar o nUmero de machos que estavammbeondo em cada prole, foi observado a
contribuicdo de no minimo 10 machos em dois nirgrosenientes de cativeiro e 9 machos em
um dos ninhos de natureza. Esses resultados tamgyéam a capacidade que as fémeas dessa
espécie possuem em armazenar esperma de multgalsalamentos. O conhecimento a respeito
do tipo de comportamento que essa espécie apras@maamental e possui grande implicacao

guando se pensa na conservacad®dexpansaos dados obtidos neste trabalho contribuirdo



como suporte a programas de manejo e conservagipaibs para essa espécie, tanto para

populacfes naturais quanto para os cativeiros.



ABSTRACT

Popurlamente known as Turtle-the-amazon, the GRawer turtle, Podocnemis expansa is an
important representative of the turtle fauna of Amazon, her large size makes it one of the
most consumed turtles by the local human populafiarthermore, is an altogether marketed
illegally. For these reasons, your population weduced and currently this species is classified
as low risk/conservation dependent, according te tWCN (International Union for
Conservation of Nature). As a conservation meadarease the pressure of capture in nature,
this species can be commercially maid in captivitpwever, the lack of technical support
regarding captivity important ecological informati@bout the biology of the species hinders
their proper management. In this context, the dirthis study was to determine, based on the
analysis of relationship of clutch, the type ofnaghuctive behavior in this species about samples
of captivity and nature. Blood samples were codlddby puncture of the femoral vein, of 191
offspring in captivity, from Fazenda S&o Francisetanacapuru-AM and 165 hatchlings from
the Jurua, Carauari-AM. We genotyped a total of 8§6pring added two locations using 5
microsatellite loci. The analysis of the loci rele®h100% occurrence of multiple paternity both
in captivity and in nature. The markers used irs 8tudy were quite polymorphic and highly
discriminatory power for the analysis of kinshipthwidentity values (1) IC=1,08 x 10 for
samples of captivity and IC= 2,85x1@or samples of nature, and the probability of paitg
exclusion (Q) QC = 99.9% in both cases, indicatimg detection power paternity multiple of
these loci used. The allele counting method, fidssible to estimate the number of males that
were contributing each offspring, was observed rdmution of at least 10 males from nests two
in captive and nine males in one of the nests aireaThese results also reveal the ability of
females of this species have in store sperm frotipteimatings. Knowledge about the type of
behavior that this species has is fundamental asdgneat implications when considering the
conservation of P. expansa, the data obtained is dtudy will contribute to support the
management and conservation programs suitablehi®rspecies, both natural populations and

for the captivity.



1 LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1. Descricdo das caracteristicas dos loeasictossatélites que foram utilizados para as
2T 1[ET= SO PP PPPPPPPPPPY” 922
Tabela 2. Caracterizacdo dos cincos locos de nsiatéi#es emPodocnemis expansa
proveniente de CatiVeIro € NATUMBZA...........cooveiiie e 45
Tabela 3. Evidéncia de paternidade mdltipla noshasnde P. expansade cativeiro e

e LU (<4 PP RTRPTUPTPTTRIY ¥



2 LISTA DE FIGURAS

REFERENCIAL TEORICO

Figura 1. Exemplar adulto dBdOCNemMIS EXPANSA..........cooeiiiiiiiiiii e 17
Figura 2. Esquema de uma regido microssatélite saptando a unidade de repeticao
(o T U Ted [T o] o [Tor= T (O 2 L o PRI 26

CAPITULO |
Figure 1. Mapa mostrando os 2 locais de coletandd®s de filhotes de. expansa............41



SUMARIO

L INTRODUGAOD. .....coetet ettt eae et ettt es e et ete et eeeste e s teaenaanestenen oees 13
2 REFERENCIAL TEORICO......ccuiiieiiiiieeie sttt tsee ettt sasste et e stsareenee e 15
2.1 Caracteristicas gerais doS TeStUAINES .........ooiiiuiiiiiiiie e 15
2.2 Familia POdOCNEMIAIAAE. ..........ueiiiieiieeee e e e e e e e e 16
2.3 POUOCNEMIS EXPANSEA ..t ieeeeeeeeees e e s s samamss s sesssssnenrnns oas 16
2.4 Comportamento reprodutivo €m qQUEIBNIQS............uvuiiiuiiiiriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeeees 18
2.5 Poliandria e armazenamento de ESPEIMIAL........ccoeeeviieieie i 21
2.6 GENELICA JA CONSEIVAGAD........uuuueeiieeieeeeeaeaiitieeeeeeesaaaarteseaeeaaeeaaasnsnnsaeeeeeeeeeessannsss 23
2.7 Marcadores MOIECUIAIES. ..........uuuiiiiiieiei e e e e 24
2.7.1 Marcadores MIiCrOSSALEIILES..........cuuuiiiiii et e e 25
2.8 Estudos de paternidade em qQUEIANIAS............ceviviiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeee e e 27
3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...ttt sttt seeasis s 29

(@ =11 [ U@ ISR 36



13

1 INTRODUCAO

A fauna de tartarugas na América do Sul é ricareada, aproximadamente 20% das
espécies de tartarugas do mundo estdo na AmericGud@PRITCHARD, 1975). Conhecida
como o bercéario dos queldnios de agua doce, aocaepdestado do Amazonas abriga quatro
espécies de queldnios dulcicolas do géRedocnemisP. expansa, P. unifilis, P. sextuberculta
e P. erythrocephalaDentre estas quatr®,. expansae P. unifilis sdo as preferidas pelo seu
grande porte e seu maior rendimento em carne, setaftaruga a mais consumida nas amostras
urbanas (PRITCHARD e TREBBAU, 1984; REBELO e PEZZ\2D00).

Conhecida popularmente como Tartaruga-da-AmazoRia,expansapossui ampla
distribuicdo, podendo ser encontrada nos maioikagarios do Orinoco, Essequibo, e drenagens
do rio Amazonas na Coldombia, Venezuela, Guianayeste do Peru, leste do Equador, norte da
Bolivia e norte do Brasil (VOGT, 2008). E o maiaretpnio de agua doce da América do Sul
podendo atingir 80 cm de comprimento por 60 cmadgura e pesar 60 kg (IBAMA, 1989).

Assim como a maioria dos quelonids, expansapresenta demorada maturacdo sexual
(ocorrendo entre 11 a 15 anos na fémea e 7 anasopanachos), o que influencia uma baixa
taxa de substituicdo de individuos na populacadT@RARD, 1979), suas populacdes sdo
caracterizadas por uma baixa taxa de mortalidadeadimais adultos e alta taxa de mortalidade
de filhotes e embrides (SOARES, 2000), sendo aagéed natural um dos fatores mais
importantes do baixo sucesso de eclosdo dessasessPEALLE et al., 1973). Como medida de
conservacao dessa espécie, pelo fato do consunuetfimio ser um habito arraigado na regido e
por esses animais sofrerem com a comercializaegaljlé que houve a liberacdo para a criacao
em cativeiro da Tartaruga-da-amazomadqocnemis expansa o Tracajafodocnemis unifilis
a partir da publicagdo da portaria 142/92, ocoweadsim um estimulo a constru¢cdo de
criadouros destinados a criacdo desses animaisfiparaconémicos. No entanto, os criadores
continuam com pouca ou nenhuma assisténcia, eagdes existentes no Estado do Amazonas
vém sendo desenvolvidas com base no empirismo (ANDIR 2004).

Com base nisso, estudos a respeito da biologiaodaefiva dessa espécie sao
fundamentais para gerar informacgdes ecoldgicas riapes a respeito de seu comportamento

reprodutivo. Devido a falta de suporte técnico adelg, sobre a dindmica de populacdes de
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guelbnios, para os 6rgados governamentais e pasaagres, existe a necessidade de dados que
fornecam suporte aos cativeiros sobre a biologieotkitiva deP. expansaComo ainda ndo ha
relatos de estudos que avaliem o tipo de comportameprodutivo de individuos dessa espécie
criados em cativeiro, € que o presente estudo tigee&, a partir da andlise de parentesco, seu
tipo de comportamento, estudando individuos recélodielos provenientes de criadouros e
provenientes da natureza, através de marcadoresssatélites. Esse tipo de conhecimento é

fundamental para o0 manejo diferenciado e adequad@dsEcie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas Gerais dos Testudines

A ordem Testudines esta representada por espépiétias, semi-aquaticas e terrestres
gue compreendem as tartarugas, cagados e jabsgiss uelonios que surgiram ha cerca de 250
milhdes de anos descobriram um modo de vida besdgl@ no Triassico, e desde entdo pouco
se modificaram (POUGH et al., 2008).

Esses animais desenvolveram um sistema de protecédefesa diferenciado, pois
apresentam seu corpo encaixado num casco formadtups conchas 0sseas, uma parte dorsal e
convexa (a carapaca) e outra, ventral e planaa@&rab) que estéo ligados lateralmente por uma
ponte 0ssea. A morfologia do casco reflete a e@lbg espécie, sendo o casco sua caracteristica
mais marcante e também o que limitou a diversiddmlegrupo. Cascos com a cupula bem
elevada e pés semelhantes ao dos elefantes sa@samados pelos jabutis, cascos achatados e
patas com membranas interdigitais sdo representaelos cagados e cascos achatados com
patas modificadas em forma de remo séo represenfalas tartarugas marinhas (POUGH et
al., 2008).

S&do amniotas, anapsidos, ectotérmicos (regulammpetatura corporal de acordo com a
temperatura do ambiente), todos sdo oviparos eapé&esentam cuidado parental, tambéem
apresentam mandibulas desenvolvidas formando Biceeao, lingua ndo extensivel, auséncia de
dentes e pescoco retratil (POUGH et al., 2008)slran alta expectativa de vida, podendo as
espécies terrestres viver mais de cem anos. Bsge periodo de vida geralmente esta associado
a uma baixa taxa de substituicdo de individuosopallpcdo, e espécies com essas caracteristicas
correm risco de extingdo quando seu nimero € reéolymEla caca ou destruicdo do habitat.

Os Testudines atuais sdo classificados em 13 &smidom aproximadamente 300
espécies, sendo divididos em duas subordens. Quodima (grego, crypto = escondido, dire =
pescoco) retraem a cabeca para dentro do cascandarw pesco¢o na forma de um S vertical,
ja os Pleurodira (grego, pleuro = lado) retraemal@eca curvando o pescogo horizontalmente. O

grupo dominante sdo os Cryptodira, encontradodnaéude na maior parte do hemisfério norte,
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e existem formas aquéticas e terrestres na Amédcaul e formas terrestres na Africa, sendo
ausente apenas na Australia. Ja os Pleurodirans@oteados apenas no Hemisfério Sul, e todos
sdo semi-aquaticos (POUGH et al., 2008). Esta altsnbordem possui trés familias de

Testudines aquaticos: Chelidae, Pelomedusidae @cRedhididae.

2.2 Familia Podocnemididade

A familia Podocnemididae reune trés géneros dedgied dulcicolagrymnocheliBaur
(1888), PeltocephalusDuméril e Bibron (1835) e?odocnemisWagler (1830). O género
Erymnochelis esta representado por apenas uma espécie viveBtgmnochelis
madagascariensiSrandidier (1867), restrita a Madagascar (PRITCIBARTREBBAU, 1984).
Ja o génerd’eltocephalusé monoespecifico, estan@eltocephalus dumerilianuSchweigger
(1812) distribuida pelo leste da Coléombia, sudoetde Venezuela e noroeste do Brasil
(PRITCHARD e TREBBAU, 1984). Na Amazobnia brasileeacontramos quatro espécies do
géneroPodocnemidVagler (1830)Podocnemis unifiligroschel (1848)P. erythrocephal&pix
(1824),P. sextuberculat&€orndlia (1849) €. expansé&chweigger (1812).

Dentre as espécies localizadas na Ameérica do Sthckese odocnemis expansple €
encontrada nos rios Amazonas e Orinoco, sendo ar fAkeurodira existente, o casco das fémeas

chega a alcancar 90 centimetros de comprimento GDé&t al., 2008).

2.3Podocnemis expansa

Conhecida popularmente como Tartaruga-da-amazaneay (Venezuela), chapanera ou
samurita (Coldémbia), charapa (Colémbia, Equadoreau) Podocnemis expans@ o maior
Pleurodira e também o maior quelénio de agua dacémérica do Sul, com sua carapaga com
70 cm (65-79) e pesando 25 kg (15-45). Apresentapiadistribuicdo nos maiores tributarios
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do Orinoco, Essequibo e drenagens do rio Amazoa&ofdmbia, Venezuela, Guiana, Noroeste
do Peru, leste do Equador, norte da Bolivia e rawtBrasil (VOGT, 2008).

Podocnemis expansassim como outras espécies de queldnios, apaeskemborada
maturacdo sexual, ocorrendo apenas entre os 1laadsbna fémea e 7 anos para 0s machos
(IBAMA, 1989). Os machos séo ligeiramente menatesque as fémeas de carapaca mais
estreita, comprida e cauda mais espessa e evagiaagi maiorP. expansgpossui carapaca
larga, achatada e lisa com coloracao entre ciqate, sendo a parte posterior mais larga que a
anterior, aléem de extremamente grossa e pesadaaBé&multas perdem o padrdo de coloracdo
da cabeca como o dos filhotes, gradualmente desbmtpara o marrom. Machos tendem a
manter o padrdo por mais tempo. Existem dois basbeb queixo presentes na maioria dos
individuos das popula¢des (VOGT, 2008).

Figura 1. Exemplar adulto d®docnemis expansa
Fonte: Richard C. Vogt, 2008.

Como essa espécie habita na bacia Amazonica, fmpeata cheia, adultos e individuos
do mesmo tamanho possuem o0 habito de adentragas ¢aas florestas alagadas em busca de
frutas e sementes para se alimentar. Além de pessuima dieta herbivora, seu contetdo
estomacal pode apresentar pequena quantidadentgentdi de origem animal (PRITCHARD e
TREBBAU, 1984), como por exemplo esponjas, o queobservado na Venezuela por Vogt
(2008). Em um estudo que avaliava o comportamergeferéncia alimentar efdfodocnemis
expansaP. unifilis e P. sextuberculatae cativeiro, foi observado qire expansae P. unifilis
podem ser consideradas espécies onivoras, poigda® &s fases de desenvolvimento aceitaram

alimento de origem animal e vegetal (MALVASIO et aD03).
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P. expansajuntamente comPodocnemis unifilis(tracajd) sdo os mais importantes
representantes da fauna de queldnios da Amazami@ sua carne, visceras e ovos servem de
alimento para as comunidades locais e os seusscadooutilizados como adorno e utensilios
domésticos (PRITCHARD e TREBBAU, 1984). Além de sara espécie bastante consumida
pelos ribeirinhosP. expansaofre com a exploracao ilegal e a venda de queddrapturados na
natureza ainda é elevada no Estado do AmazonaalnfdgnteP. expansasta classificada como
baixo risco/dependente de conservacao, segundsta Y ermelha de Animais Ameacados da
Unido Internacional para a Conservacao da Natwelts Recursos Naturais (IUCN, 2012).

Como o consumo de quelbnios é um habito arraigadgapulacdo local, houve a
liberagdo para a criagcdo em cativeiro da Tartadagamazonia Hodocnemis expanga o
Tracajd Podocnemis unifillsa partir da publicagdo da portaria 142/92, ocwloeassim um
estimulo a construcdo de criadouros destinadoggaor desses animais para fins econémicos,
com o intuito de amenizar a atividade predatorigoatribuir para a sua conservacdo. O
crescimento de tartarugas em cativeiro em uma grasdala comercial ja foi comprovado como
economicamente pratichvePe expansdem se reproduzido com sucesso em cativeiro r@asspr
artificiais (VOGT, 2008). Sendo o Estado do Amazonamaior criador de queldnios do pais,
com 85 criadores registrados e cerca de 250.00tha#iem cativeiro, sendo 27% em
Manacapuru, 16% em Manaus, 16% em Rio Preto dalfd¥a,em Manicoré, 5% em Iranduba e
5% lItacoatiara, 5% em Parintins, 5% em Carauari,&Careiro e 5% em S&o Gabriel da
Cachoeira (ANIZIO, 2008). E 87 praias reprodutitabuleiros) protegidas em diferentes
calhas do rio no Amazonas (ANDRADE, 2008).

2.4 Comportamento reprodutivo em quelonios

Como a maioria das espécies de Testudines sdoicapahd uma dificuldade na
observacdo de seu comportamento na natureza, maitas faltando detalhes nas informacdes.
Segundo Carpenter e Ferguson (1977) o comportardesteepteis é considerado estereotipado,
0 que significa dizer que o padrdo de comportamebservado na natureza pode ser 0 mesmo

gue o observado em cativeiro, sendo pouco alterado.
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Como todos os répteis, as tartarugas apresentamd&cdo interna e como possui uma
grande cavidade corporal, as fémeas sdo capaza®digzir e guardar uma grande quantidade
de numero de ovos. Durante suas interacfes sasd@tarugas podem empregar sinais tateis,
visuais e olfativos. Na época do acasalamento,azhas nadam a procura de fémeas e a cor e 0
padrdo das patas posteriores permitem que os mashadentifiguem. Utiliza-se também o
ferormonio para a identificacdo das fémeas (POUGHL €2008).

De forma geral, observam-se 4 fases béasicas ndAgatdie acasalamento entre os
quelbnios: (1) encontro do casal, (2) perseguigBaammpanhamento a fémea, (3) pré-copula e
(4) copula. Este padrdo ocorre tanto em familiasuteordens diferentes, como em espécies
aquaticas e terrestres. Nem sempre todas as fa@@sern, e algumas espécies exibem corte mais
elaborada, com etapas adicionais (MOLINA, 1992).

No que diz respeito ao periodo reprodutivo de Paesga, quando o rio esta em seu nivel
mais baixo € quando inicia-se o comportamento diigicido da espécie (ALHO e PADUA,
1982). Nesse periodo foi observado que grupos medé costumam tomar sol na praia, nas
horas mais quentes do dia, por pelo menos dua8sasémanas antes da nidificacdo. Esse
comportamento estd associado, presumivelmente, a rapida formacdo de ovos (VOGT,
2008).

Para as tartarugas a escolha do local de desova @rashde importancia para o
desenvolvimento embrionario de sua prole. Essdles@mssui reflexo no sexo dos filhotes, na
sobrevivéncia dos embrides e na taxa de predacganiaioos (SWINGLAND e STUBBS, 1985;
FERREIRA JUNIOR, 2009). Geralmente grandes grup@séineas de tartaruga nadam rio
acima até as praias planas expostas onde prefemangrossa a fina para a nidificagdo em
profundidade de 1 a 2m. Os ninhosRleexpansapresentam cerca de 80 cm de profundidade
(IBAMA, 1989). Nos cativeiros, as praias artifidgbara as tartarugas devem ser construidas
com areia fina ou média, situadas as margens dagi¢a, ou no centro, em forma de ilha.
(ANDRADE, 2008).

Alho e Padua (1982) reconhecem sete fases durasdmportamento de nidificagdo das
tartarugas: (1) agregacdo da populacdo nas agsas padximas a praia de nidificacdo; (2)
subida a praia para se exporem ao sol duranteras foentes do dia; (3) subida a praia a noite

com caminhada de vistoria e escolha do sitio dégadao; (4) escavacao do ninho; (5) postura;
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(6) preenchimento e compactacdo do ninho; (7) metér agua. O tempo de ovoposicdo pode
durar de 1,5 a 4 horas aproximadamente.

Para as espécies @ expansa periodo médio de incubacédo varia de acordo com a
temperatura, sendo de aproximadamente 48 diaseseappam uma taxa de fecundacéo de 85 a
98% desde que permanecam em equilibrio a umidéeteperatura, pois tanto esses dois fatores
guanto as concentracdes de oxigénio e didxido dbowa exercem influéncia sobre o
desenvolvimento embrionario das tartarugas. Em anadiostura é de 87 ovos, sendo 0s ovos
redondos de cascas flexiveis, com diametro de 4% mm e de 24 a 35 g (ALHO e PADUA,
1982; VOGT, 2008).

Os fatores ambientais exercem grande efeito nadapéo das tartarugas, como citada
anteriormente a temperatura do ninho afeta a taxadesenvolvimento embrionario e
temperaturas excessivamente altas ou baixas pceteletais. Além da temperatura, existe uma
relacdo entre a duragdo da incubagdo com o sudaseclosdo, de acordo com Ferreira Junior
(2003) paraP. expansas ninhos com menor duracdo de incubacao tiveranmanor sucesso
de ecloséo, possivelmente por causa das elevadpsriguras.

A determinacdo do sexo dependente da temperaiwtarfinstrada em algumas familias
de tartarugas, essa descoberta tem implicacdestanpes para a compreensao dos padrdes de
histéria de vida e também para a conservacao gexies (POUGH et al., 2008). Geralmente
temperaturas mais elevadas resultam em fémeasperaioras mais baixas em machos. Em um
estudo realizado por Valenzuela (2001), sobre woefla temperatura na determinacéo sexual
em filhotes deP. expansafoi observado que temperaturas na faixa de 30,8 32,5 °C foram
mais tendenciosas a producao de filhotes do sewmifeo, e temperaturas em torno de 29,5 °C
resultaram em filhotes do sexo masculino. O mesonmlbservado por Vogt (2008) no rio
Trombetas, em que temperaturas em torno de 344595 produz principalmente individuos
fémeas.

E importante ressaltar que os filhotes Rle expansando eclodem simultaneamente,
havendo dois grupos com taxas de desenvolvimeferedriadas, o que possivelmente é devido
a diferencas de temperatura entre o topo e a lmsseighos e que também pode gerar machos e
fémeas (MALVASIO et al., 2002).
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2.5 Poliandria e armazenamento de esperma

A estratégia reprodutiva das fémeas de tartarugastitui aspectos muito interessantes.
Mesmo que um Unico acasalamento seja suficiente quag ocorra a fertilizagdo, essas fémeas
escolhem acasalar com varios machos, ou seja,eapaes comportamento poliandrico, o que
resulta na paternidade mudiltipla dentro dos nintmeurnente observado na natureza (LEE e
HAYS, 2004).

Um dos aspectos importantes da biologia reprodutizs fémeas de tartarugas é a
capacidade de armazenar esperma em seus ovidutosgongo periodo de tempo. Os tubulos
de armazenamento de espermatozoéides das tartasig@slocalizados na porcdo posterior da
regido secretora de albumina do oviduto (GIST eB®NL989). Entre os vertebrados, destacam-
se por armazenarem por maior periodo de tempo reapem seus ovidutos, as cobras e as
tartarugas (PEARSE e AVISE, 2001).

Essa capacidade de estoque de esperma somada ae fatie essas fémeas acasalam
com varios machos resulta em mudltiplos reprodutatestro de um mesmo ninho. Outra
potencial consequéncia do armazenamento é, porptxeoma fémea que acasalou com um
macho de alta qualidade, optar por ndo acasalanacseguinte, mas utilizar o esperma desse
macho para fertilizar ovos adicionais huma seguéqteca de nidificagcdo (PEARSE e AVISE,
2001). Em cativeiro, de acordo com Olsson e Ma@s888), o armazenamento de esperma esta
bem estabelecido, uma vez que foi observado quardges fémeas isoladas de machos,
continuam a produzir descendentes ao longo do tempo

As evidéncias de multiplos reprodutores em um mesimao também pode ser resultado
da competicdo de esperma, que € possivel uma wagiémeas de tartarugas possuem a
capacidade de armazenar espermatozoides de meilipdsalamentos, por exemplo, a evidéncia
de paternidade mdultipla na espédiestudo horsfeldipode ser resultado da competicdo de
esperma, e isso sugere que a escolha de acasalam@nfémea tras bons beneficios
(JOHNSTON et al., 2006). No entanto, estudos resena especi€helonia mydagtartaruga
marinha conhecida como tartaruga verde) discutdaresus significativos custos para as fémeas
em seus multiplos acasalamentos. Muitas vezesultads de acasalar com varios machos as

expde a doenca (THRALL et al., 2000), aumento scoride predacdo (ROWE, 1994), tempo e
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custo de energia bem como danos fisicos (WATSOMIgt1998). A persisténcia das fémeas
nesse tipo de acasalamento deve ser compensadalbeleficios que a prole obtém (LEE e
HAYS, 2004; WRIGHT et al., 2013).

De forma geral, essa decisdo das fémeas de esmolleasalar com varios machos
incluem possiveis beneficios genéticos para a paie a manutencdo da diversidade genética
dos descendentes. No entanto, para as fémeas m&mindm beneficio genético direto, porém o
efeito da promiscuidade feminina resulta em gamad# fertilizacdo, selecdo de esperma e
reducdo dos custos resultantes de falhas repraegutpor incompatibilidade genética
(STOCKLEY et al., 1993; LEE e HAYS, 2004). O conineento a respeito do comportamento
de acasalamento das fémeas € importante quandansa pm espécies ameacadas de extin¢cao,
pois espécies com diferentes sistemas reprodutdgpgerem manejo diferenciado, sendo vital a
identificacdo desses sistemas (FRANKHAM et al.,800

2.6 Genética da Conservacao

O estudo de todas as informacdes biolégicas aitespe uma espécie (modo de vida,
comportamento, alimentacdo, habitat e etc.) cantripara uma melhor estratégia de
conservacio. E exatamente isso do que se trataéticggeda conservacio, é uso tanto da teoria
guanto das técnicas da genética para reduzir o deextincdo das espécies ameacadas. Além
disso, o foco da genética da conservacdo esta emgaar quais Sdo as consequéncias da
diminuicdo de uma populacdo ameacada e tambén @uako de técnicas de genética molecular
para investigar informacdes bioldgicas importam&s 0 manejo e conservacao adequados de
uma espécie (FRANKHAM et al., 2008).

A matéria bruta nos estudos de biodiversidade ratdeceé a mesma envolvida na
evolucdo das espécies: a variabilidade génica.ddasgenética auxilia no conhecimento da
diversidade de alelos nos varios locos de uma Esp&@ esta variabilidade que nos permite
comparar individuos, populaces ou espécies dilesefBOLE-CAVA, 2001). O componente
genético da biodiversidade é fundamental, poisv@racao genética que fornece o material
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basico para a selecédo natural e, portanto, paralagdo de todas as espécies (ALLCOCK et al.,
1995)

Normalmente populac¢des naturais apresentam alt@ssndle variacdo genética. Essa
variacdo é introduzida continuamente nas populagdemutacdo ou migracao de individuos de
outras populacdes e é perdida por deriva genétpza endocruzamento (SOLE-CAVA, 2001).
Dessa forma, um dos objetivos buscados na conservdags espécies € a manutencdao da
heterozigosidade e a diminuicdo do endocruzameniwipalmente com espécies mantidas em
cativeiro para a recolonizacdo (BORLASE et al., 398VISE e HAMRICK, 1996). O
endocruzamento pode ser evitado, através da madotelos tamanhos populacionais acima de
um nivel critico, com o monitoramento regular daseis de heterozigosidade e com
cruzamentos que maximizem a variabilidade génioanémizem o endocruzamento (BORLASE
et al., 1993).

A variabilidade genética &, portanto, importante@apersisténcia evolutiva das espécies
e como instrumento de investigacdo possui inunfargges: verificar as afinidades e os limites
entre as espécies, detectar modos de reproducdautiea familiar, estimar niveis de migragéo e
dispersdo nas populagbes e até mesmo ajudar ndfiecdedo de restos de animais, como
conteudos estomacais e produtos industrializad®SB, 1994). As andlises genéticas geram
informacdes importantes sobre o sistema reprodup@rnidade, sexo e relacdes de parentesco
entre os individuos fundadores.

Como a Genética da Conservacdo esta interligadaotodta Molecular, dentre as
técnicas de genética molecular disponiveis enaort@ os marcadores geneéticos que
apresentam grande potencial para o estudo da brsdiade molecular nas populagdes naturais
das espécies sob impacto antropogénico, sendo @ssebjetivo central da genética da
conservacgio (SOLE-CAVA, 2001)

Entre os marcadores moleculares empregados naksgtopulacionais, evolutivos e/ou
voltados para a conservacao destacam-se: a etegefde proteinas, que deu inicio aos estudos
genéticos em populagdes naturais; estudos com RMREstriction fragment Lenght
Polymorphism e sequenciamento do DNA mitocondrial (mtDNA) oengs nucleares; DNA
fingerprinting utilizando sondas para regifes minissatélites; RAfRandom Amplified
PolymorphicDNA); e polimorfismos em regides de microssatéli(@VISE, 1994; EIZIRIK,
1996).
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2.7 Marcadores moleculares

Marcador molecular é definido como todo e qualder6tipo molecular oriundo de um
gene expresso, ou ainda de uma sequéncia diretasttatura do DNA. Quando seu
comportamento segue os padr6es mendelianos dechemmarcador € denominado marcador
genético (AVISE, 2004).

Do ponto de vista da genética da conservacado,codatque marcadores moleculares
diferentes podem ter taxa de substituicdo/evoluwifearentes, de modo que, através de uma
escolha judiciosa desses marcadores, podemos estasde problemas de identificacdo de
individuos a identificacdo de espécies cripticasfamulacdo de hipoteses filogenéticas. Os
marcadores disponiveis atualmente podem ser ataskis de acordo com a existéncia de
dominéancia: padrées com dominancia, como os geremlosRAPD ou AFLP, sdo menos Uteis
em analises populacionais, pois existe um pressupgogortante, o equilibrio de Hardy-
Weinberg, para que possam ser estimadas as fregsiégénicas a partir dos dados brutos
obtidos. Podem ainda sem classificados em relac@msaibilidade de viés sexual (DNA
mitocondrial é em geral transmitido apenas pelageés), as taxas evolutivas (microssatélites e
RAPDs evoluem muito rapidamente, aloenzimas evolmeais lentamente) (SOLE-CAVA,
2001).

Para cada estudo, a escolha do método adequado wilgado deve ser avaliado.
Marcadores que evoluem rapidamente sdo Uteis paestwdo de individuos, familias e
populacdes, enquanto que marcadores que evoluemlemi@mente sdo melhor utilizados no
estudo de espécies ou taxons supra-especificoscélha do marcador ideal para o tipo de
estudo a ser realizado € critica, pois, ao escollmr marcador que evolui de forma
demasiadamente lenta para o nivel estudado, taréapeariabilidade e uma saturacdo de
plesiomorfias nos dados (ou seja, todas as sengelbawobservadas serdo devidas a
ancestralidade dos alelos, e ndo havera eventossncapazes de discriminar 0s grupos
estudados). E ao escolher um marcador que evgigdad@emais para o nivel estudado, se tera
um excesso de variabilidade e uma saturacao depgiasi nos dados (ou seja, as semelhancas
observadas seréo frequentemente devidas a coneerg@mdental dos alelos, devido ao carater
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finito do espaco amostral, e serdo cometidos eraadiscriminacdo dos grupos) (SOLE-CAVA,
2001). Para cada estudo uma escolha de abordafgrentk sera utilizada.

De forma geral, o uso de marcadores molecularegstasios de genética populacional,
filogenéticos ou ecoldgicos tem sido bastante (i&ia responder certas questdes da biologia de
uma espécie a fim de que estratégias corretas dejona conservacao possam ser empregadas a
partir do conhecimento obtido pelo uso da genétiokecular. Em principio qualquer marcador
variavel, transmitido de pais para filhos podew#izado em analises de parentesco, no entanto,
certos tipos de marcadores sdo mais adequadosg@raplicacdo do que outros, portanto a
escolha do marcador a ser utilizado € muito impéetaritica porque deve estar de acordo com o
estudo a ser investigado.

Segundo Queller et al. (1993), o marcador moleddksal para estudo gendmicos seria
um de facil uso e que diferenciasse locos com aleedominantes, que fornecesse valores nédo

ambiguos, e preferivelmente com alta variagao.

2.7.1 Marcadores microssatélites

Os eucariotos possuem em seu genoma uma fracéaficaiiya de sequéncias de DNA
repetitivo. Nesta classe de DNA repetitivo encantse as sequéncias altamente repetitivas
(minissatélites e microssatélites). Estas regipessentam altas taxas mutacionais muito maiores
do que as observadas nas sequéncias de copiaassoa,sao regides instaveis do genoma. Essa
instabilidade resulta em marcadores altamente pdiicos, multialélicos, ideais para o estudo
da genética. Os marcadores microssatélites taméérmonhecidos como SSRifple Sequence
Repeatou STR Short Tandem RepgdLITT e LUTY, 1989).

Locos de microssatélites sdo repeticbestandemcom um a quatro nucleotideos de
comprimento, altamente variaveis no nimero de igfE e flanqueiam sequéncias conservadas
(AVISE, 1994). No caso dos microssatélites, a meatrda variacdo consiste no numero de
repeticdbes que existem nas unidades repetidas (ZAU¥®89). O numero de nucleotideos

repetidos classifica-se em: mononucleotideos, tBotideos, trinucleotideos e tetranucleotideos
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(WEBER, 1993). Dentre esses, os dinucleotideo®sanais abundantes em repeticdes (SOLE-
CAVA, 2001).

{Ch),,

5 WNNNNNNNNENCACACACACACACACACACACACACA NNNNNNNNNNN
NN NNNNN NG TG IGTGTGTGTGTGIGTGTGTGTGT NN N NINN NN

NNNNNNNNNNNCACACACACACACACACACACACACA NNNNINNNNNIEN
——— PFFFTFFPPFP

FrPTrFFrTTrrere m—

NN NNNNNNNNN G TG TG TG TCTCTIGIGTICTOTOTGTGT NNNNNNNNNNN

Figura 2. Esquema de uma regido microssatélite saptendo a unidade de repeticdo
dinucleotidica (CA)n.
Fonte: Lima e Bittercourt, 2008

Em relacdo a natureza de suas repeticées os nat#lites podem ser classificados em:
perfeitos, imperfeitos, compostos e interrompid@&io perfeitos quando os locos de
microssatélites sdo formados por um Gnico motiyetido. Ex. 5TATTATTATTATTATTAT
3'. Imperfeitos quando ocorre na sequéncia do DNérassatélite a presenca de nucleotideos
gue nao correspondem ao motivo de repeticao. EXATATATAT GCTATATAATAS'.
Compostos quando mais de um motivo compde o mat@gs. Ex.
5'GGAGAGAGACGCGCGC 3'. Interrompidos quando os motivos sdo interaadagbor
nucleotideos que ndo fazem parte da unidade daégé@peEx. 55SCACAIT CACACACATTCA
3'. (WEBER, 1993).

A estratégia para a andalise dos microssatélitesag@lificagcdo via PCRn vitro do
fragmento que contém as repeticOes, utilizandoesano primers oligonucleotideos que
hibridam com as regides que flanqueiam as repeatig@eresultado da amplificacéo revela o
polimorfismo resultante da presenca de diferentesemos de elementos simples repetidos no
microssatélite. Assim o polimorfismo € devido piradmente a variacdo da extensao alélica
causada pela diferenca no numero de unidades dapeéintre os alelos (MORGANTE e
OLIVIERI, 1993).

A origem da hipervariabilidade dos microssatéléseg associada a dois mecanismos. O

primeiro esta relacionado ao deslize (slippage)edama DNA polimerase, pois durante a



27

replicacdo, esta enzima pode parar sua atividadeppando a dissociacdo das fitas de DNA.

Por se tratar de sequéncias altamente repetivasmologia entre as mesmas € grande. Assim,
quando as fitas voltam a se anelar, nem sempreeocoatlinhamento correto das repeticoes. A

fita que ndo se alinhou forma uma algca, que podar las adicbes ou delecdes de algumas
repeticdes. O segundo mecanismo relaciona-se amoregncia derossing ovedesiguais entre

as fitas de DNA ndo alinhadas, podendo ocorrereeatomatides irmas ou mesmo entre

cromossomos diferentes, gerando grandes adicOesletegOes de sequéncias repetitivas

(LEVINSON e GUTMAN, 1987; MOXON e WILLS , 1999).

As principais caracteristicas dos microssatélifes a alta especificidade (as sequéncias
de DNA sdo bastante conservadas entre os individaoresma espécie), sdo marcadores co-
dominantes (ou seja, ambos os alelos de um individiierozigoto podem ser visualizados),
ampla e uniformidade na distribuicdo dos genomas elacariotos, altamente multialélicos,
amplificados via PCR (o que facilita sua obtenc&@smmo com poucas quantidades de DNA) e
uma vez desenvolvidos gsimers que amplificam tais regides do genoma, estes pasEm
facilmente compartilhados entre os laboratorio8/ale BITTENCOURT, 2008)

Os microssatélites tém sido a principal ferramemaestudos de analise de parentesco,
como a determinacao do tipo de paternidade, poesaptam vantagens sobre os outros métodos
disponiveis para se avaliar o polimorfismo do DNa vez que eles sdo altamente variaveis,
genotipos individuais podem ser diretamente interid individuos podem ser genotipados apés
amostragem nao-invasiva (FRANKHAM et al., 2008).

2.8 Estudos de paternidade em quel6nios

O conhecimento sobre a paternidade € crucial pdedegtcdo do endocruzamento e para
se verificar a acuracia de genealogias utilizadasianejo genético (FRANKHAM et al., 2008).
Vérios estudos que reportam a presenca de patdenidaltipla em tartarugas marinhas ja foram
realizados em espécies con@aretta carettaf BOLLMER et al., 1999; MOORE e BALL, 2002;
ZBIDEN et al., 2007)Chelonia mydagFITZSIMMONS, 1998; IRELAND et al., 2003; LEE E
HAYS, 2004),Lepidochelys olivaceKICHLER et al., 1999; HOEKERT et al., 2002; JEHR$
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et al., 2006) eNatator depressu§THEISSINGER et al., 2009). Entre as espéciesnhas ja
estudadas a Unica que ndo apresentou evidénciaawenidade mdultipla foi a espécie
Dermochelys coriacedRIEDER et al., 1998; DUTTON et al., 2000; CURT#86 al., 2000).
Estudos em tartarugas de agua doce também evidencjzaternidade mdultipla nas seguintes
espéciesChrysemys pictdMCTAGGART, 2000; PEARSE et al.,, 200Bmydoidea blandigii
(REFSNIDER, 2009)Emys orbicularifROQUES et al., 2006).

Em espécies do génelodocnemis estudos anteriores comprovaram a presenca de
paternidade multipla nas seguintes espédresdocnemis expans@/ALENZUELA, 2000;
PEARSE et al., 2006 Rodocnemis unifiligFANTIN et al., 2008)Podocnemis sextuberculata
(FANTIN et al., 2008; PEREIRA et al., 2011)Rodocnemis erytrocephal@ANTIN et al.,
2010).

O primeiro estudo em espécies do gérieodocnemidoi o de Valenzuela (2000), que
evidenciou em 2 ninhos deodocnemis expansdo rio Caqueta (Coldmbia), a existéncia de
paternidade multipla, utilizando oito locos de roggatélites. Pearse et al. (2006), utilizando um
numero amostral maior que o utilizado por Valera2D00), estudou 32 ninhos Beexpansa
da Isla Playita (Venezuela) utilizando 7 locos derassatélites, evidenciaram paternidade
multipla em apenas 10,3% dos 32 ninhos analisalsses resultados demonstram que o
comportamento reprodutivo pode variar entre difi@®mpopulacbes da mesma espécie. Esses
estudos (VALENZUELA, 2000; PEARSE et al., 2006) dor os primeiros a identificar
paternidade mdultipla efd. expansaom base em marcadores microssatélites.

Outros estudos de paternidade em diferentes espédoiegénerd?odocnemisforam
realizados por Fantin et al. (2008), que evidenaquesenca de paternidade mdultipla em seis
ninhos deP. unifilis de Barreirinha-AM utilizando oito locos de micragdites, por Fantin
(2008) emP. sextuberculatade Barreirinha-AM, em sete ninhos utilizando skisos de
microssatélites e Fantin et al. (2010) que tambérniisaram paternidade mdltipla ao utilizar 4
locos de microssatélites em 6 ninhosRleerytrocephalade 2 locais da Amazdnia brasileira.
Pereira et al. (2011) estudandosextuberculatéambém evidenciou paternidade mdultipla nessa
espécie em 4 dos cinco ninhos estudados, utiliz&rdoos de marcadores microssatélites.



29

3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALHO, C. J. R.; PADUA, L. F. M. Sincronia entre @gime de vazante do rio e o
comportamento de nidificagcdo da tartaruga da AmazBodocnemis expangdestudinata —
Pelomedusidaepcta Amazobnica v. 12. n° 2, p. 323-326, 1982.

ALLCOCK, A. L.; CHAUVET, M.; CRANDALL, K. A,; GIVEN, D. R.; HALL, S. J. G
IRIONDO, J. M.; LEWINSOHN, T. M.; LYNCH, S. M., SCE-CAVA, A. M;
STACKEBRANDT, E.; TEMPLETON, A. R. WATTS, P.C. Gdiediversity as a component
of biodiversity. In: HEYWOOD, V. H.; WATSON, R. Teds.). Global Biodiversity Assement.
Cambridge University Press, Cambridge, p. 57-88.

ANDRADE, P. C. M. Criacdo e Manejo de Queldnios Atdazonas. Projeto Diagndstico da
Criacdo de Animais Silvestres no Estado do Amazoiasl Seminario de Criacdo e Manejo de
Quelbnios da Amazonia Ocidental. 12 Edicdo. FAPE2V®. Manaus/AM. p. 447 , 2004

ANDRADE, P. C. M.Criacéo e Manejo de queldnios no Amazonas. Proje@iagnéstico da
criacdo de quelbnios no Estado do Amazonas, Manau$BAMA, Pro-varzea/Aquabio. 528 p,
2008.

ANiZIO, T. L. F. Avaliacdo dos sistemas de producdo e da cadeia putiva da criacio
comercial de queldnios nos municipios de Irandub&lanacapuru e Itacoatiara. Monografia
de concluséo de Curso, Universidade Federal do Anasz Manaus, Amazonas, 54p, 2008.

AVISE, J. C.Molecular markers, natural history and evolution. Chapman e Hall, Inc., USA.
511 p, 1994.

AVISE, J. C.; HAMRICK, J. LConservation Genetics: Case Histories from
Nature. Chapman & Hall, New York, 512 p, 1996.

BOLLMER, J.; IRWIN, M.; RIEDER, J.; PARKER, P. Myhle paternity in loggerhead turtle
clutchesCopeia p. 475-478, 1999.

BORLASE, S. C.; LOEBEL, D. A.; FRANKHAM, R.; NURTHE, R. K.; BRISCOE, D. A,
DAGGARD, G. E. Modeling problems in conservationngics using captive Drosophila



30

populations: consequences of equalization of famites Conserv. Biol.v. 7, n° 1, p. 122—
131, 1993

CARPENTER, C. C.; FERGUSON, G. W. Variation and lation of stereotyped behavior in
reptiles, p. 335-554. In: GANS, C.; TINKLE, D. Weds.),Biology of the Reptilia Academic
Press, London, 1977.

CHESSER, R. K.; BAKER, R. J. Effective sizes andavyics of uniparentally and diparentally
inherited genesGenetics v. 144, p. 1225-1235, 1996.

CURTIS, C.; WILLIAMS, C.; SPOTILA, J. Mating systeof Caribbean leatherback turtles as
indicated by analysis of microsatellite DNA fromtéfadings and adult females. In: Proc 18th
annual symposium on sea turtle biology and conservdCompilers: Abreu-Grobois, F. A.;
Briseno-Duenas, R.; Marques, R.; Sarti, L.). NOAZchH. Memo. US Department of Commerce-
SEFC-241, p. 155, 2000.

DAVY, C. M.; EDWARDS, T.; LATHROP, A.; BRATTON, M. HAGAN, M.; HENEN, B.;
NAGY, K. A.; STONE, J.; HILLARD, L. S.; MURPHY, RW. Polyandry and multiple
paternities in the threatened Agassiz’'s deserbisgtGopherus agassiziConserv Genet, v.
12, p. 1313-1322, 2011.

DUTTON, P.; BIXBY, E.; DAVIS, S. Tendency towardsngle paternity in leatherbacks
detected with microsatellites. In: Proc ™@&nnual symposium on sea turtle biology and
conservation (Compilers: Abreu-Grobois, F. A.; Brie-Duenas, R.; Marques, R.; Sarti L.).
NOAA Tech. Memo. US Department of Commerce-SEFC-p4 89, 2000.

EIZIRIK, E. Ecologia molecular, genética da consg@o e 0 conceito de Unidades
Evolutivamente SignificativasRevista Brasileira de Genética(Suplemento), v. 19, p. 23-29,
1996.

FANTIN, C.; CARVALHO, C. F.; HRBEK, T.; Sites JR,. W.; MONJELO, L. A. S;
ASTOLFI-FILHO, S.; FARIAS, I. P. Microsatellite DNAnarkers forPodocnemis unifilisthe
endangered yellow-spotted Amazon River tuitdelecular Ecology Notes p 1235-1238, 2007.

FANTIN, C. Desenvolvimento de marcadores moleculares de micszdélites para o estudo
do sistema reprodutivo em trés espécies de tartarag do géneroPodocnemis. Tese de
Doutorado, Universidade Federal do Amazonas, Mafsuszonas, 99 p, 2008.



31

FANTIN, C.; FARIA, I. P.; MONJELO, L. A. S; HRBEKT. Polyandry in the red-headed river
turtle Podocnemis erythrocephal@restudines, Podocnemididae) in the Brazilian Aomaz
Genetics and Molecular Researchep. 435-440, 2010.

FERREIRA JUNIOR, P. DInfluéncia dos processos sedimentolégicos e geonmdigicos na
escolha das areas de nidificagcdo de Podocnemis expa (tartaruga-da-amazonia) e
Podocnemis unifilis (tracaja) na bacia do rio Aragaia. Tese de doutorado, Departamento de
Geologia, Universidade Federal de Ouro Preto, ®ueto, Minas Gerais, 296 p, 2003.
FERREIRA JUNIOR, P. D. Efeitos de Fatores Ambientaa Reproducdo de TartarugAsta
Amazonica, v. 39, p. 319-334, 2009.

FITZSIMMONS, N. N. Single paternity of clutches asperm storage in the promiscuous green
turtle (Chelonia mydas Mol Ecol. , v. 7, p. 575-584, 1998.

FRANKHAM, R.; BALLOU, J. D.; BRISCOE, D. A.Fundamentos de Genética da
Conservacao Ribeirdo Preto, SP; SBG (Sociedade Brasileir@eeética), 2008.

GIST, D. H.; JONES, J. M. Sperm storage within gw&luct of turtlesJournal Morphol, v.
199, p. 379-384, 1989.

HOEKERT, W. E. J.; NEUFEGLISE, H.; SCHOUTEN, A. DIMENKEN, S. B. J. Multiple
paternity and female-biased mutation at a micrdigatdocus in the olive ridley sea turtle
(Lepidochelys olivacgaHeredity, v. 89, p. 107-113, 2002.

IBAMA. Projeto Quelonios da Amazonia, 10 anodnstituto Brasileiro do Meio ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis, Brasilia, 1989.

IRELAND, J. S.; BRODERICK, A. C.; GLEN, F.; GODLEMB. J.; HAYS, G. C.; LEE, P. L.
M.; SKIBINSKI, D. O. F. Multiple paternity assesseding micro-satellite marker, in green
turtles Chelonia mydagLinnaeus, 1758) of Ascension Island, South Attant Exp Mar Biol
Ecol.,v. 291, p. 149-160, 2003.

IUCN 2011. IUCN Red List of Threatened Species. si®r 2011.2. Disponivel em:
<www.iucnredlist.org. Acesso em 10 February 2012.




32

JENSEN, M. P.; ABREU-GROBOIS, F. A.; FRYDENBERG, .; LOESCHCKE, V.
Microsatellites provide insight into contrastingting patterns in arribada vs. non-arribada olive
ridley sea turtle rookeriedlol Ecol., v. 15, p. 2567-2575, 2006.

JOHNSTON, E. E.; ZWEIFEL, S. G. Detection of mukigaternity and sperm storage in a
captive colony of the central Asian tortoi§estudo horsfieldiiCanadian Journal of Zoology,
v. 84, p. 520-526, 2006

KICHLER, K.; HOLDER, M. T.; DAVIS, S. K.; MARQUEZM. R.; OWENS, D. W. Detection
of multiple paternity in Kemp’s ridley sea turtletivlimited samplingMol Ecol., v. 8, p. 819—
830, 1999.

LEE, P. L. M.; HAYS, G. C. Polyandry in a marinette: females make the best of a bad job.
Proc Natl Acad Sci USA. v. 101, p. 6530-6535, 2004.

LEVINSON, G.; GUTMAN, G. A. Slipped-strand mispaig: a major mechanism for DNA
sequence evolutioMolecular Biology Evolution, v. 4, p. 203-221, 1987.

LIMA, M. L. A.; BITTENCOURT, J.V. Marcadores Codomantes Microssatélites. In:
BITTENCOURT, J. V. M.; LIMA, M. L. A. (eds.).Manual de Biologia Molecular em Plantas
Arbéreas. Curitiba: CBAB, p. 157, 2008.

LITT, M.; LUTY, J. A. A hypervariable microssataditrevealed by in vitro amplification of
dinucleotide repeat within the cardiac muscle aggne. Am. J. Human Genet, v. 44, p. 397-
401, 1989.

MALVASIO, A.; SOUZA, A. M.; FERREIRA JUNIOR, P. DREIS, E. S.; SAMPAIO, F. A,

A. Temperatura de incubacdo dos ovos e granulcengds sedimentos das covas relacionadas a
determinacdo sexual eRodocnemis expang&chweigger, 1812) B. unifilis (Troschel, 1848)
(Testudines, Pelomedusidadjublicacbes Avulsas do Instituto Pau Brasil de Histia
Natural. Sdo Paulo, v. 5, n° 1, p. 11-25, 2002.

McTAGGART, S.Good genes or sexy sons? Testing the benefits ainbde mate choice in
the painted turtle, Chrysemys picta. Dissertation, University of Guelph, 2000.

MOLINA, F. B. O comportamento reprodutivo de quéddn Biotemas v. 5, n°® 2, p. 61-70,
1992.



33

MOORE, M. K.; BALL, R. M. Multiple paternity in logerhead turtleGaretta caretta nests on
Melbourne Beach, Florida: a microssatellite analydol Ecol, v. 11, p. 281-288, 2002.

MORGANTE, M.; OLIVIERI, A. M. PCR-amplified miosatellite as markers in plant
geneticsThe Plant Journal, v. 3, p. 175-182, 1993.

MOXON, R. E.; WILLS, C. DNA Microsatellites: Agents Evolution?Scientific American, p.
72-77,1999.

MURPHY, R. W.; BERRY, K. H.; EDWARDS, T.; McCLUCKIEA. M. A genetic assessment of
the recovery units for the Mojave population of tHesert tortoiseGopherus agassizii
Chelonian Conserv Biol, v. 6, p. 229-251, 2007.

OLSSON, M.; MADSEN, T. Sexual selection and spermmpetition in reptiles. In:
BIRKHEAD, T. R.; MOLLER, A. P. (eds)Sperm competition and sexual selectionSan
Diego: Academic Press. p. 503-578, 1998.

PEARSE, D. E.; JANZEN, F. J.; AVISE, J. C. Genetiarkers substantiate long—term storage
and utilization of sperm by female painted turtldsredity, v. 86, p. 378-384, 2001.

PEARSE, D. E.; DASTRUP, R. B.; HERNANDEZ, O.; SITHE J. W. Paternity in an Orinoco
Population of Endangered Arrau River Turtlefodocnemis expansa(Pleurodira;
Podocnemididae), from Venezuefahelonian Conservation and Biologyv. 5, n® 2, p. 232-
238, 2006.

PEREIRA, D. I. M.; VIANA, M. N.; FARIAS, I. P.; VOG, R. C.; FANTIN, C. Study of the
Mating System of Podocnemis sextuberculatgTestudines, Podocnemididae) Using
Microsatellite DNA Makers. In: XL Annual Meeting @razilian Biochemistry and Molecular
Biology Society, Resumo, Foz do Iguacu: Sociedade Brasileira de BioquimicBi@ogia
Molecular, 2011.

PRITCHARD, P. C. H. Distribution of tortoises inofrical South America. Chelonia. San
Francisco, v. 2, n° 1, p. 3-10, 1975.



34

QUELLER, D. C.; STRASSMANN, J. E.; HUGHES, C. R.dvbsatellites and kinshigree, v.
8, p. 285-298, 1993.

REBELO, G.; PEZZUTI, J. Percepc¢Oes sobre o consudao quelénios na Amazobnia.
Sustentabilidade e alternativas ao manejo afiabiente & Sociedade n® 6, 2000.

RIEDER, J.; PARKER, P.; SPOTILA, J.; IRWIN, M. Theating system of the leatherback
turtle: a molecular approach. In: Proc"1§ymposium on sea turtle biology and conservation
(Compilers: Byles, R.; Fernandez, Y.). NOAA Techemb. US Department of Commerce-
SEFC-241, p. 120. 1998.

ROQUES, S.; DIAZ-PANIAGUA, C.; PORTHEAULT, A.; PERESANTIGOSA, N
HIDALGO-VILA, J. Sperm storage and low incidence roiltiple paternity in the European
pond turtle,Emys orbicularis a secure but costly strategyol Conserv., v. 129, p. 236-243,
2006.

ROWE, L. The costs of mating and mate choice itewstridersAnim Behav., v. 48, p. 1049—
1056, 1994.

SOLE-CAVA, A. M. Biodiversidade molecular e genétida conservacdo. In: MATIOLI, S. R.
(ed).Biologia Molecular e evolucaoRibeirdo Preto. Ed. Holos, 2001

STOCKLEY, P.; SEARLE, J. B.; MACDONALD, D. W.; JONE C. S. Female multiple mating
behaviour in the common shrew as a strategy toceethbreedingProceedings of the Royal
Society of London Seriesp.173-179, 1993.

SWINGLAND, I. R.; STUBBS, D. The ecology of a Meglitanean tortoiseléstudo hermanhi
reproductionJournal Zool. Lond., v. 205, p. 595-610, 1985.

TAUTZ, D. Hypervariability of simple sequences agieneral source for polymorphic DNA
markersNuc. Acids Res, v. 17, p. 6463-6471, 1989.

THRALL, P.H.; ANTONOVICS, J.; DOBSON, A. P.; 200&exually transmitted diseases in
polygynous mating systems: prevalence and impaceproductive succesBroc Biol Sci, V.
267, p. 1555-1563, 2000.



35

THEISSINGER, K.; FITZSIMMONS, N.; LIMPUS, C.; PARMETER, C.; PHILLOTT, A.
Mating system, multiple paternity and effective plgpion size in the endemic flatback turtle
(Natator depressysn Australia.Conserv Genet, v. 10, p. 329-346, 2009.

VALENZUELA, N. Multiple paternity in side-neck tugs Podocnemis expansavidence from
microsatellite DNA dataMolecular Ecology,v. 9, p. 99-105, 2000.

VALENZUELA, N. Constant, shift, and natural temptera effects on sex determination in
Podocnemis expangartles.Ecology, v. 82, n° 11, p. 3010-3024, 2001

VOGT, R. C.Tartarugas da Amazonia 1° Edicdo. Lima, Peru: Gréfica Biblos, 2008.

WATSON, P. J.; ARNQVIST, G.; STALLMANN, R. R. Sexueonflict and the energetic costs
of mating and mate choice in water stridéss Nat., v. 151, p. 46-58, 1998.

WEBER, J. L.; WONG, C. Mutation of human short tamd repeatsHuman Molecular
Genetics v. 2, p. 1123-1128, 1993.

WRIGHT, L. I.; FULLER, W. J.; GODLEY, B. J.; McGOWA, A.; TREGENZA, T.;
BRODERICK, A. C.; No benefits of polyandry to felmayreen TurtlesBehavioral Ecology
2013.

ZBINDEN, J. A.; LARGIADER, C. R.; LEIPPERT, F.; MABARITOULIS, D.; ARLETTAZ,
R. High frequency of multiple paternity in the lesg rookery of Mediterranean loggerhead sea
turtles Mol Ecol., v. 16, p. 3703-3711, 2007.



36

CAPITULO |

ANALISE DE PARENTESCO ENTRE FILHOTES DA TARTARUGA-D A-AMAZONIA
(Podocnemis expansa) PROVENIENTES DE CATIVEIRO E NATUREZA
UTILIZANDO MARCADORES MICROSSATELITES




37

“ANALISE DE PARENTESCO ENTRE FILHOTES DA TARTARUGA-D A-AMAZONIA
(Podocnemis expansa) PROVENIENTES DE CATIVEIRO E NATUREZA UTILIZANDO
MARCADORES MICROSSATELITES ”

Resumo

Foram utilizados 5 locos de microssatélites pavastigar a incidéncia de paternidade multipla
em filhotes dePodocnemis expansarovenientes de um cativeiro localizado na Faze3da
Francisco, Manacapuru-AM, e de natureza no riodJu@arauari-AM. Foram genotipados no
total 356 filhotes somados das duas localidadesamétise dos resultados revelou 100% a
ocorréncia de paternidade mdltipla tanto em cativguanto em natureza. O numero de alelos
encontrado em cada ninho foi usado para deterroin@imero de machos contribuindo em cada
prole por meio da distribuicdo mendeliana de alelgprogénie. Com base nesse critério foi
possivel estimar a contribuicdo de no minimo 10hosmas amostras de cativeiro e de no
minimo 9 machos nas amostras de natureza. Estam 8 maiores incidéncias ja registradas do
namero de machos contribuindo na prole Rleexpansa Esses resultados possuem grande
implicacdo na conservacao dessa espécie, poissangee de paternidade multipla € importante
para a manutencdo da variabilidade genética e ngortantes consequéncias no aumento do
tamanho efetivo de uma populacdo em relagéo aniddele Unica.

1 Introducéao

Muitos estudos de comportamento reprodutivo reddiggpor meio da analise molecular
em queldnios, reportam paternidade mdultipla ocalweam diferentes espécies. Nas tartarugas
marinhas ja foi observada a ocorréncia nas espécastta carettalBOLLMER et al., 1999;
MOORE e BALL, 2002; ZBIDEN et al.,, 2007Chelonia mydagFITZSIMMONS, 1998;
IRELAND et al., 2003; LEE E HAYS, 2004).epidochelys olivaceéKICHLER et al., 1999;
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HOEKERT et al.,, 2002; JENSEN et al., 2006 Natator depressu¢THEISSINGER et al.,
2009). Estudos em tartarugas de agua doce també&hanelaram paternidade mudiltipla nas
espéciesChrysemys pictdMCTAGGART, 2000; PEARSE et al.,, 200Bmydoidea blandigii
(REFSNIDER, 2009) éEmys orbicularis(ROQUES et al.,, 2006). Em espécies do género
Podocnemis estudos anteriores comprovaram a presenca denipaie multipla em
Podocnemis expans@/ALENZUELA, 2000; PEARSE et al., 2006)odocnemis unifilis
(FANTIN, 2008), Podocnemis sextuberculatd"|ANTIN, 2008; PEREIRA et al.,, 2011) e
Podocnemis erytrocepha(&ANTIN et al., 2010).

Essa evidéncia € possivel, uma vez que ja se sabeesses animais apresentam
comportamento poliandrico (LEE e HAYS, 2004), e @qgefémeas possuem a capacidade de
armazenar esperma de multiplos acasalamentos epasgigde interna por longos periodos de
tempo (PEARSE e AVISE, 2001). Esse comportamenli@rmlyico, que explica a ocorréncia de
paternidade multipla, pode ser atribuido a divefateres como beneficios genéticos indiretos
para a prole, assim como o0 aumento da variabiligadética da progénie (PEARSE et al., 2001,
PEARSE et al., 2006), diminuicdo da probabilidade eshdogamia e a reducdo dos custos
resultantes de falhas reprodutivas por incompatdie genética (STOCKLEY et al., 1993). Por
outro lado, alguns autores ressaltam que esse ctanmto da fémea de acasalar com varios
machos resulta em exposicdo a doenca (THRALL e2@00), aumento no risco de predacéo
(ROWE, 1994), tempo e custo de energia, bem comogifisicos (WATSON et al., 1998). A
persisténcia das fémeas nesse tipo de acasalad®rgser compensada pelos beneficios que a
prole obtém (LEE e HAYS, 2004; WRIGHT et al., 2018pmo muitos estudos ja observaram a
ocorréncia de paternidade multipla em diversas obspéde vertebrados e invertebrados
(REFSNIDER, 2009), podemos afirmar que paternidadiipla ndo é mais novidade, contudo
nao deixa de ser uma informacdo importante a rsgaibiologia da espécie, pois poliandria e
paternidade multipla sdo estratégias reprodutivas implicacdes potenciais para a conservacao
das espécies.

Conhecida popularmente como Tartaruga-da-amazBo@dgcnemis expans& o maior
Pleurodira e também o maior quelénio de agua dacdmérica do Sul (VOGT, 2008). Possui
ampla distribuicdo, podendo ser encontrada nosregiwibutarios do Orinoco, Essequibo, e
drenagens do rio Amazonas na Colémbia, Venezuelsan@, noroeste do Peru, leste do

Equador, norte da Bolivia e norte do Brasil (VOGU08). O tamanho da sua ninhada é grande,
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sendo a postura média de aproximadamente 100 AusE) e PADUA, 1982). Podocnemis
expansae Podocnemis unifilig(tracaja) sdo os mais importantes representarteauha de
guelbnios da Amazodnia, onde sua carne, viscerasyos servem de alimento para as
comunidades locais e 0s seus cascos sdo utilizeoim® adorno e utensilios domésticos
(PRITCHARD e TREBBAU, 1984). Por esse motivo sdceggécies mais procuradas para a
criacdo com finalidade comercial. Além de ser urspéeie bastante consumidd, expansa
sofre com a exploracéo ilegal e a venda de quedGrapturados na natureza ainda é elevada no
Estado do Amazonas. AtualmerRe expansastéa classificada como baixo risco/dependente de
conservacédo, segundo a Lista Vermelha de Animaisa§ados da Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza e dos Recursos Natur&(IR011).

Como medida de conservacao para essas espéciesaeinqli992, apds a aprovacao de
uma lei, houve entdo a liberacdo para a criacdocativeiro da Tartaruga-da-Amazonia
(Podocnemis expangae o Tracaja Fodocnemis unifilis a partir da publicacdo da portaria
142/92, ocorrendo assim um estimulo & construcéoriddouros destinados a criacdo desses
animais para fins econémicos. Essa lei permiteieg@n desses quelonios para a venda como
alimento na Amazénia a fim de diminuir a pressdocdptura na natureza, dessa forma o
IBAMA fornece aos criadores cadastrados, cerca0f® 4ilhotes com o compromisso de cria-
los até a idade adulta e reproduzi-los em cativ€iosém, a falta de suporte técnico aos 6rgaos
governamentais e aos criadores, sobre a biologiasgacie e a dindmica de populacdes de
gueldnios, fazem com que as criacdes existentdsstaxlo venham sendo desenvolvidas com
base no empirismo (ANDRADE, 2004).

Evidéncias de paternidade multipla ja foram obstasaemPodocnemis expanspor
Valenzuela (2000) e Pearse et al. (2006) em fithptevenientes de natureza, entretanto ainda
nao foram documentadas evidéncias de seu compat@ameprodutivo em cativeiro. Existe a
probabilidade de que multiplos acasalamentos azocam maior frequéncia entre individuos de
cativeiro, ja que nestes locais os individuos edifpostos mais préximos um do outro do que
na natureza. Com®. expansapresenta demorada maturacao sexual, ocorrendasapetre 0s
11 a 15 anos na fémea e 7 anos para os machos ABABB9), a poliandria pode ser uma
importante estratégia para manter a diversidadétigande seus descendentes.

A conservacgao da diversidade genéticdddocnemis expansaquer um entendimento

a respeito de seu comportamento reprodutivo, cose Ibésso, nesse estudo foram utilizados
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marcadores microssatélites para avaliar o grau atenfesco entre filhotes dessa espécie
provenientes de cativeiro e provenientes da naurazfim de investigar a presenca de
paternidade multipla nesses dois ambientes e camparo que foi observado na natureza € o
mesmo que acontece em cativeiro, ja que a frequéleipaternidade mdltipla varia entre as
espécies de queldnios. As informacdes obtidas retado em adicdo a outros dados a respeito
da biologia da espécie contribuirdo para uma medstiatégia de conservacdo e manej® de

expansa

2 Material e Métodos

Foram estudadas amostras sanguinea®atkocnemis expansde individuos recém
eclodidos de 12 ninhos previamente coletados. Nal ftoram analisados 191 filhotes de
cativeiro, provenientes da Fazenda S&o Francis@mabbpuru-AM, distribuidos da seguinte
forma em cada ninho: N1=37, N2=37, N3=36, N4=29=B(b e N6=22. Também foram
analisados no total 165 filhotes provenientes ddurué, Carauari-AM, distribuidos da seguinte
forma: N7=30, N8=30, N9=23, N10=32, N11=21 e N12=-@9nétodo utilizado para a coleta de
sangue foi através da puncao da veia femural artitie seringa de 1mL, coletando até 100 uL de
sangue e armazenando-os em microtubos de 2mL dont®®0 pL de etanol absoluto, e

armazenados a 4°C. Apos a coleta de sangue, oteBlforam libertados no local de origem.
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Figura 1. Mapa mostrando os 2 locais de coletanoid®s de filhotes dB. expansa

Fonte: Google Earth, 2013.

O DNA gendmico foi extraido pelo método CTAB (DOYIeEDOYLE, 1987), com algumas
modificacbes. Para a amplificacdo do DNA, foraniaatilos 5 locos de microssatélites, sendo 2

locos descritos por Fantin et. al. (2007) e 3 lodescritos por Valenzuela (2000), cujas
descricdes estao detalhadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo das caracteristicas dos leeosictossatélites que foram utilizados para as

andlises.

Loco Repeticdo Temperatura (°C) Referéncia
Puni_1D12 (GA) 55 Fantin et al. (2007)
Puni_1E1 (CTgtt(CT), 64 Fantin et al. (2007)
PE344 (AG)s 50 Valenzuela (2000),
PE519 (CTHCA)(CGL(CA)s 56 Valenzuela (2000),
PE1075 (AC)1 54 Valenzuela (2000),

A amplificacdo do DNA via PCR (Reacdo em cadeiapdédmerase) utilizando o
protocolo econdémico descrito por Schuelke (2000 wolume final de reacao 13,5uL: 4,8uL
de HO, 1,5uL de MgGl(25mM), 1,5uL de dNTP mix0,2 uM de cada dNTR)1,5puL de PCR
Buffer, 0,75uL dgorimer forwardM13 (0,2 uM), 0,75uL dgprimer M13 (TET) (0,2uM), 1,5puL
do primer reversg0,2 uM), 0,2uL de Taq polimerase (2U/uf 1,0 uL de DNA. As condi¢cOes
de termociclagem foram: temperatura inicial de desacao de 94°C por 2 minutos, seguida de
25 ciclos a 94°C por 50 segundos; 55°C a 64°C,ndepelo da temperatura especifica de
hibridizagéo para cadaimer por 50 segundos; e 72°C por 1 minuto, logo agbsjos a 94°C
por 40 segundos, 53°C por 35 segundos e 72°C peedgiindos, para hibridizacdo pomer
M13 e extensdao final & 72°C por 20 minutos. O pmdmplificado foi submetido a uma corrida
eletroforética em gel de agarose a 1% para quefsti@ncia fosse verificada. Em seguida, os
produtos de PCR foram diluidos na propor¢cdo deOlel@dicionando o marcador de tamanho
ROX pUC-19 (90, 105, 131, 151, 182, 201, 254, 3%, 362, 425, 486, 509 e 560) modificado
de DeWoody et al. (2004). As genotipagens forantizagas no sequenciador automatico de
DNA ABI 3130xl. A analise dos alelos observadosapeada loco, foi por meio do programa
GeneMarker V2.2.0.

A frequéncia alélica de cada loco analisado naulaggo foi calculada pelo programa
Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et al.,, 2005). A partir dadgquéncias obtidas dos 5 locos de
microssatélites foram calculadas as probabilidadkeddentidade genética (I) e exclusdo de

paternidade (Q) de acordo com Paetkau et al. (1898)eir (1996) respectivamente. Assim
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como o célculo de probabilidade conjunta: de idiexte genética (IC) e de exclusdo de
paternidade (QC). A probabilidade de identidadeégiea (I) € um parametro que calcula a
possibilidade de dois individuos, ndo relacionagossuirem o mesmo gendtipo dentro de uma
populacdo, ja a probabilidade de exclusdo de pdtete é o parametro que se baseia na
exclusdo de varios machos, envolvidos no acasatameras que podem ser estaticamente
distinguidos.E possivel excluir por esse métodwdreis pais escolhidos ao acaso na populacéo
em estudo. Se os valores de probabilidade de éxcliosem préximos de 1, é 100% confiavel
excluir corretamente um individuo da paternidade.

Para a identificacdo de possiveis erros de gemmipadevido a alelos nulos nos
microssatélites de populacdes dipldides, foi @dz o programa Micro-Checker
(OOSTERHOUT et al.,, 2004) que estimou a frequérdegses alelos para os locos de
microssateélites estudados.

Usando o método minimo de contagens de alelos ®R&'E ZAMUDIO, 2004), que
pressupde uma distribuicdo Mendeliana dos alelggogénie, considera-se a presenca de cinco
alelos por loco amostrado entre os filhotes de cau#, um indicativo de paternidade multipla,
se nenhum alelo maternal for conhecido (dois alatasernais, dois alelos de um macho, o
qguinto de um segundo macho). Utiliza-se tambémééisende paternidade baseada na inferéncia
dos gendtipos maternos, os quais sao identificpets presenca de filhotes homozigotos por
loco dentro de um ninho. Um alelo materno podergerido quando um filhote € homozigoto
de um dado locos (AA), e o gendtipo maternal cotopt®de ser inferido, quando filhotes séo
homozigotos para dois diferentes alelos (AA e B&)dipo materno = AB). Quando um alelo
materno pode ser inferido, estima-se paternidadgptalpara um ninho, se a analise de um loco
indicar a presenca de quatro alelos; e se os deissamaternos puderam ser detectados, a
presenca de trés alelos no loco analisado indigarpdade multipla no ninho.

Outro método de andlise foi por meio do progranreakzer (BERGER-WOLF et al.,
2007) que infere grupos de irméos utilizando o tpodle marcadores co-dominantes, como 0s
microssatélites. A partir da analise de herancadel@ma e inferéncia de combinacdes sob o
pressuposto de parcimbnia, é formulado um algoritne entdo reconstroi corretamente o
menor grupo de irmaos sob estas restricbes. Esmelonédo depende do conhecimento prévio
da populacdo em estudo, sendo apropriado entdo ngacmstruir grupos de irmdos de

populacdes selvagens.
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3 Resultados

3.1 Caracterizacao dos locos de microssatélites

Todos os cinco locos utilizados mostraram-se btstpalimorficos para o estudo de
analise de parentesco eRodocnemis expansdentre os locos analisados, o loco PE519
mostrou-se o0 mais polimérfico, apresentando 3dsaldiferentes para as amostras de cativeiro e
29 alelos diferentes para as amostras de natuPeza.os filhotes provenientes de cativeiro o
namero de alelos variou entre 19-32 por loco, coma média de 26,4 alelos, e para os filhotes
de natureza os alelos variaram entre 15-29 aletoslqeo, com uma meédia de 22,4 alelos
(Tabela 2).

De modo geral, a probabilidade de identidade gemétonjunta foi baixa (cativeiro -
IC=1,08 x 10 ; natureza - 1C=2,85x1), e isso demonstra 0 poder de discriminacdo desses
locos em relagéo a dois individuos néo relacionagossentarem o mesmo genaotipo. Enquanto
gue a probabilidade de exclusdo de paternidadelfai (cativeiro - QC=0,9999; natureza -
QC=0,9999), indicando uma probabilidade de cerc®%69% de uma eficiente deteccdo de
paternidade mdultipla desses locosnexpansdTabela 2).

A heterozigosidade observada variou entre 0.61B&519) e 1.00000 (Puni_1D12) para
as amostras de cativeiro e para as amostras dezeattariou entre 0,59748 (PE1075) e 1.00000
(Puni_1D12). Para os dois ambientes estudados $erdnco Puni_1D12 apresentou excesso
de heterozigosidade (P<0,001), enquanto que os IBami_1E1, PE344 , PE519 e PE1075
apresentaram baixa heterozigosidade (P<0,001). Emal,gtanto em cativeiro quanto em
natureza, foi observado que todos os locos de ssatélites estudados ndo estdo em equilibrio
de Hardy-Weinberg, e isso pode em parte ser exjaigeelo excesso de homozigotos que foi
encontrado em trés locos - Puni_1E1, PE344 e PE5&Onforme as andlises realizadas
utilizando o software Micro-Checker (OOSTERHOUT at, 2004), ap0s a correcdo de
Bonferroni para multiplas comparacdes (RICE, 198@).acordo com as analises, os locos que
apresentaram a presenca de alelos nulos e excedsanmbzigotos foram os locos: Puni_1E1,
PE344 e PE519. J4 os locos Puni_1D12 e PE1075pmnéseataram alelos nulos. Em seu estudo
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com P. expansaValenzuela (2000) também observou baixa heteosiigde e auséncia de

alelos nulos para o loco PE1075.

Tabela 2. Caracterizac@o dos cincos locos de nsatélites enmPodocnemis expangaroveniente de
cativeiro e natureza. Sendo: A — nimero de alelds, — Heterozigosidade observada, He -
Heterozigosidade esperada, | — probabilidade detidbele genética, Q — probabilidade de exclusdo de
paternidade, IC — probabilidade combinada de idadgé genética, QC — probabilidade de exclusédo
conjunta para os cinco locos. *Valores significafe0,001

Amostras Cativeir

Locc A Ho He I Q Referénci
Puni_1D1. | 19 | 1.00000' | 0.9162! 0,013 0,830 Fantin et al. (2007)
Puni_1E: 28 | 0.62778 | 0.9354! 0,008t 0,861( Fantin et al. (2007)
PE34 22 | 0.67045 | 0.9322 0,008t 0,861 Valenzuela (2000)
PE51¢ 32 | 0.61081 | 0.9036: 0,016¢ 0,817+ Valenzuela (2000)
PE107! 31 | 0.62295 | 0.9454; 0,006 0,887: Valenzuela (2000)
Médie 26,4 | 0,7063¢ 0,9266. | IC=1,08 x 1(° | QC=0,99993

Amostras Nature:

Locc A Ho He I Q Referénci
Puni_1D1; | 20 | 1,00000 | 0,9302 0,010( 0,856 Fantin et al. (2007)
Puni_1E: 15 | 0,76774' | 0,9035¢ 0,018 0,805¢ Fantin et al. (2007)
PE34 23 | 0,63580° | 0,9320: 0,009t 0,860: Valenzuela (2000)
PE51 29 | 0,76316' | 0,8999 0,019( 0,808: Valenzuela (2000)
PE107! 25 | 0,59748 | 0,9349: 0,008 0,866¢ Valenzuela (2000)
Médie 22,2 | 0,752831 | 0,92015; | IC=2,85x1(® QC=0,99990
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3.2 Paternidade em Cativeiro

Foram genotipados todos os 191 filhotes de seisosimleP. expansgrovenientes da
Fazenda Sao Francisco, Manacapuru-AM. A razaoasehservada nessa localidade era de
1,69:1 &, com cerca de 500 animais em fase reprodutiva.i@em minimo de alelos
encontrado foi 5 (Puni_1E1) no ninho 5, e o numaaximo foi 22 alelos (PE344 e PE1075)
presentes nos ninhos 2 e 5. Utilizando o métodsimiples contagem de alelos (MYERS e
ZAMUDIO, 2004), foi encontrado paternidade multiplas 6 ninhos analisados, com 0 maximo
de 10 pais contribuindo nos ninhos 2 e 5. O méttmferéncia do gendtipo materno, em que €
possivel inferir o alelo materno a partir da presede filhotes homozigotos nos locos nao foi
utilizado, porque em todos os locos havia a presédiecmais de dois filhotes homozigotos para
diferentes alelos.

A andlise no programa Kinalyser, a partir dos ciloaws utilizados, estimou 0 numero
de grupos de irmdos presentes em cada ninho, nuticpaternidade mdailtipla em todos os 6
ninhos analisados dessa populacdo. A evidénciaatdendade mdultipla nos 6 ninhos, revelou
gue um minimo de 5 machos estavam contribuindaaela do ninho 6 (PE519 e PE1075) e no
minimo 10 machos contribuindo no ninho 2 (PE51&842) e ninho 5 (PE1075) (Tabela 3).

3.3 Paternidade em Natureza

Foram genotipados 165 filhotes de seis ninhoB.dexpansgrovenientes do rio Jurud,
Carauri-AM. A analise dos locos a partir da simmlestagem de alelos (MYERS e ZAMUDIO,
2004) indicou paternidade multipla ocorrendo nosithos analisados nesta populagdo. O
namero minimo de alelos encontrado foi de 5 al@&519) no ninho 5, e 0 nimero maximo foi
de 20 alelos (PE1075) no ninho 2. Assim como adisasarealizadas para a populacdo de
cativeiro, também nao foi possivel inferir o gepotmaterno nesta populagéo, devido a presenca

de mais de dois filhotes homozigotos para difeseatelos.
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O grupo de irméos estimados a partir da analisecohe® locos realizada no programa
Kinalyser, também detectou a presenca de patemidadtipla para todos os 6 ninhos desta
populacdo. Foi observada a contribuicdo de no noiimmachos no ninho 5 (PE344 e PE1075) e
ninho 6 (Puni_1E1 e PE519) e no minimo 9 machasmuw 2 (PE1075) (Tabela 3).

Tabela 3. Evidéncia de paternidade mltipla nobasrdeP. expansale cativeiro e natureza. NiUmero de
alelos por loco. *NUmero minimo de pais inferid&gnaliser inferindo o nimero de grupos de irmaos
estimados para cada loco, indicando a presencatdenfplade mdultipla em todos os ninhos estudados.
PM = Paternidade mudltipla.

Cativeirc
, N° de . ,
Ninho _. Numero de alelos por loco KinalyseResultado
Filhotes
NP de pais Grupo de
Puni_1D12 Puni_1E1 PE344 PE519 PE1075. . . P irmaos
inferidos* . ;
inferidos
N1 37 15 18 16 14 8 8 16 PM
N2 37 14 16 22 21 19 10 17 PM
N3 36 15 13 14 13 17 8 14 PM
N4 29 9 8 10 16 18 8 12 PM
N5 3C 12 5 13 11 22 10 13 PM
N6 22 10 10 8 11 11 5 8 PM
Naturez
, N° de . ,
Ninho _. Numero de alelos por loco KinalyseResultado
Filhotes
N° de pais Grupo de
Puni_1D12 Puni_1E1 PE344 PE519 PE1075. . . P irmaos
inferidos* . ;
inferidos
N7 3C 13 8 12 11 17 8 13 PM
N8 3C 16 11 14 13 2C 9 12 PM
N9 23 16 12 13 12 9 7 10 PM
N1C 32 17 8 14 18 17 8 13 PM
N11 21 10 9 13 5 13 6 9 PM
N12 29 10 14 10 14 8 6 11 PM
4 Discussao

Este presente estudo é a primeira documentacioegoea a presenca de paternidade
multipla ocorrendo em espécies Bedocnemis expansprovenientes de cativeiro, além de

reforcar essa evidéncia ja observada em populagf®enientes da natureza, conforme os
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estudos de Valenzuela (2000) e Pearse et al. (200@opulacdes do rio Caqueta (Coldmbia) e
da Isla Playita (Venezuela) respectivamente. Valelaz(2000) evidenciou em 2 ninhos e
expansal00% a existéncia de paternidade mdltipla, utilizaoito locos de microssatélites. A
analise dos locos, estimou a contribuicdo de nanmeir2 machos para um ninho e de trés para
outro ninho. Enquanto que Pearse et al. (2006antidlo um nimero amostral maior que o de
Valenzuela (2000) (32 ninhos), analisando setesla® microssatélites, evidenciaram apenas
10,3% de contribuicdo de mais de um macho na pfadavia, apesar de Pearse et al. (2006)
utilizar um nimero amostral de ninhos maior queeWaliela (2000), seu numero de filhotes
variava entre 9 a 76 filhotes por ninho. Enquante ginhos de menor quantidade de filhotes
indicava paternidade Unica, os ninhos com maiontiglede de filhotes indicava paternidade
multipla. Como a incidéncia de paternidade é o fdooestudo, torna-se essencial levar em
consideracdo o numero amostral tanto de ninhosgitojute filhotes por ninho. A incidéncia de
paternidade multipla de 100% baseada em apenasibigs, como avaliado por Valenzuela
(2000), e a frequéncia minima de apenas 10,3% raéoaia de paternidade multipla encontrada
por Pearse et al. (2006), impede que se faca umparacao direta nas taxas de deteccdo de
paternidade mdltipla entre os dois estudos, quaedabserva nos dois trabalhos a variagdo no
numero de ninhos e filhotes por ninho utilizadoaada um.

No presente estudo, 0 numero amostral total deirffibs (n=6 em cativeiro e n=6 em
natureza) com uma média de aproximadamente 3ig8efs por ninho no cativeiro e uma média
de 27,5 filhotes em natureza, obteve como resulififi® de paternidade multipla nas duas
populacBes d®. expansaou seja, essa espécie apresentou 0 mesmo pad@mmgortamento
de acasalamento nos dois casos. O numero de lecasicdossatélites utilizados foi bastante
eficaz, suficiente e com grande poder discriminatpara determinar o tipo de paternidade que
ocorre emP. expansacomo demonstrado pelos valores de probabilidad2 chdividuos ndo
relacionados apresentarem o mesmo genétipo (1),08=2 10° para as amostras de cativeiro e
IC= 2,85x10P para as amostras de natureza, e o valor encordigoobabilidade de excluséo
de paternidade de (Q) QC=99,9% nos dois casogaindd o poder de deteccdo de paternidade
multipla dos 5 locos utilizados (Tabela 2). A pada contagem simples de alelos foi possivel
estimar o nimero de machos contribuindo em cade,pi@ observada a contribuicdo de no
maximo 10 machos na prole dos ninhos 2 e 5 emetatj\e 0 maximo de 9 machos no ninho 2

proveniente de natureza. Caso houvesse a amosD&llleda fémea de cada ninho estudado,
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seu genotipo contribuiria para a melhor analiseamagem dos alelos para cada loco, pois dessa
forma poderiamos estimar quais seriam os possladss dos pais que estariam contribuindo na
prole.

Fica claro ao se notar nos trés estudos (Valenz2@Q®; Pearse et al., 2006) e o presente
trabalho, que a variacdo no niamero de ninhos, pcépale filhotes por ninho e nimero de locos
estudados em cada trabalho influencia na frequélecideteccéo de paternidade mdltipla, pois a
probabilidade de detec¢do também aumenta com angéxpde ninhos e filhotes por ninho que
€ amostrado (PEARSE et al., 2002).

Outras analises de tipo de paternidade em quel@mmzonicos de dgua doce do género
Podocnemis foram realizados para as espéciegedocnemis unifilis(FANTIN, 2008),
Podocnemis sextuberculat§FANTIN, 2008; PEREIRA et al., 2011) dodocnemis
erytrocephala FANTIN et al., 2010), e em todos foi detectadtepadade multipla.

A presenca de paternidade mdltipla € important@a pamanutencdo da variabilidade
genética nessas espécies, sendo esta Ultima, aianptéma para adaptacdo, evolucdo e
sobrevivéncia dos individuos, principalmente quasdas populacfes estdo sob condi¢cdes de
mudancas ambientais e incidéncia de doencas. Qipgkno numero de alelos encontrado em
cada populacdo estudada, verificamos que existehgaaguantidade de alelos presentes nas
duas populacbes (Tabela 2), porém os valores dedtlo abaixo da He para quatro locos
(Puni_1E1, PE344, PE519 e PE1075), isso pode gdicado pelo excesso de homozigotos e
alelos nulos presentes nos locos. Um individucea@isalisado e detectado aparentemente como
homozigoto pode ser na verdade heterozigoto pailalo nulo. Como esses alelos geralmente
sdo identificaveis eles ndo consistem em um grprat@ema na analise de parentesco (JONES e
ARDREN, 2003). Apenas para um dos locos analis@idori_1D12) o valor de Ho foi maior
gue o valor da He, sendo o mesmo observado neseeplr Fantin (2008para a espécie
Podocnemis unifilis.

Outro ponto importante € que a paternidade mulfolssui grande efeito no tamanho
populacional, Chesser e Baker (1996) discutem queeaenca de paternidade multipla em
algumas espécies tem importantes consequénciaument do tamanho efetivo de uma
populacdo em relagdo a paternidade Unica, primogrge quando se trata de espécies em perigo
de extingdo e que quanto maior a frequéncia derpdéele maltipla, melhor sera a condigéo de

manter ou de incrementar a variabilidade genétia e intra populacional.
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Entre as vantagens da ocorréncia de paternidadiplal@stdo os beneficios genéticos
indiretos para a prole (PEARSE et al., 2001), ailigdo da probabilidade de endogamia
(STOCKLEY et al., 1993) e aumento da variabilidgéeética da prole (PEARSE et al., 2006).
A alta frequéncia de paternidade mdultipla ocorremdotartaruga marinh&mys blandingii
(REFSNIDER, 2009) sugerem que a poliandria é urratégia reprodutiva muito comum nas
fémeas dessa populagdo, assim como nas populag@pseldnios amazbnicos ja estudados por
Fantin et al. (2008, 2010) e como o resultado emada no presente estudo.

O comportamento poliandrico da fémea pode evitgasto de energia resultante de
falhas reprodutivas por incompatibilidade gené{@8aOCKLEY et al., 1993), evitando assim
gue a fémea evite desperdicar 6vulos e embridés) disso esse comportamento implica em
beneficios diretos para a saude da prole (LEE e $1A2004). Ndo ha beneficios genéticos para
a fémea em virtude desse comportamento, o beneéiai@ adquirido para a sua prole, devido a
heranca de “bons genes” (JENNIONS, 2000). A escdhdémea em acasalar com varios
machos aliada a capacidade que elas possuem emeaana&sperma de varios acasalamentos
por longos prazos (PEARSE et al., 2002) aumentehasces de ocorréncia de paternidade
multipla e resulta em competicdo de espermatoz@dssnachos concorrentes, somando assim
as chances de que a prole adquira bons genes (REARSI., 2002; THEISSINGER et al.,
2009). Fica claro entdo que as vantagens do armamstio de esperma, como forma de selecao
sexual, envolve a facilitacdo da escolha feminingoepeticdo de esperma (OLSSON e
MADSEN, 1998).

Poliandria juntamente com o armazenamento de esppermite que a variabilidade
genética dos descendentes possa ser temporariardeséeoplada da disponibilidade de
companheiros para acasalar. Como os individuoe edtitivamente mais proximos em cativeiro
€ possivel afirmar que a paternidade multipla mmtecomumente encontrada nesse ambiente. A
razdo sexual no cativeiro estudado apresentavaopongéo de 186:1 &, e mesmo que a
guantidade de machos em relacédo as fémeas seja, rfanuossivel observar a ocorréncia de
paternidade multipla. Em natureza também foi pessigtectar paternidade multipla, embora os
individuos estejam relativamente mais distantegju® os de cativeiro. Como nos dois casos
estudados foi observado o mesmo resultado, podeafiorar que diferentes populacdes
expostas a diferentes ambientes podem vir a apaEsenmesmo tipo de comportamento

reprodutivo. Esse é um aspecto positivo quandoessgona conservacao dessa espécie, pois
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como ja discutido anteriormente a ocorréncia deerpatade multipla nas populagdes de
guelbnios auxiliam na manutencdo da variabilidadeétjica, além de ter efeito no tamanho
efetivo da populacgéo.

Nossos resultados sugerem que as fémedd @xpansado cativeiro estudado podem
carregar esperma de até 10 machos, enquanto giéenaas deP. expansaprovenientes da
localidade estudada da natureza podem carregaréd® machos (Tabela 3), sendo que esses
resultados sdo apenas uma estimativa do numeranmidie espermas que essas fémeas
carregam. Olsson e Madsen (1998) afirmam que eregat 0 armazenamento de esperma esta
bem estabelecido, uma vez que foi observado quarugas fémeas isoladas de machos,
continuam a produzir descendentes por longos peEsjedmesmo que um macho venha a falecer
essa fémea ainda ird carregar seu material geragitango do tempo.

Assim, estudos de paternidade que avaliem a owwa/@equéncia de paternidade
multipla através de diversas estacfes de nidifecaedfo Uteis para determinar a frequéncia dos
acasalamentos multiplos e como as diferencas @cafdgntre as diferentes populacdes podem
influenciar no comportamento das espécies. Coma empécie possui um tipo de sistema
reprodutivo diferenciado, o conhecimento a respg@itaomportamento de acasalamentd’de
expansaem cativeiro e natureza implica no desenvolvimet#o estratégias adequadas de
conservacao, assim como um dado biolégico adicipad o correto manejo dessa espécie nos
criadouros.

Como foi verificada uma boa taxa de variabilidadeéjica nas espécies de cativeiro e de
natureza, € possivel que em caso de necessidaes, individuos sejam introduzidos em uma
populacdo que esteja ameacada, afim de que minieiperda de diversidade genética e
endogamia. A analise molecular proporciona infol@eacadicionais a respeito da distribuicdo de
uma espécie o que contribui para a reintroducaanda espécie em outra localidade, ja que
ecologicamente antes de se reintroduzir uma espédi&z necessario conhecer sua distribuicdo
(FRANKHAM et al, 2008).

Poliandria e paternidade mudiltipla sdo importantetratégias reprodutivas com
implicacbes potenciais na conservacdo das espéemscomo no desenvolvimento de praticas
de manejo adequadas. No presente estudo foi evadiena ocorréncia de paternidade multipla
tanto na populacédo de cativeiro quanto na populdgdoatureza e esse resultado sugere que

paternidade mdultipla pode ser comum em diferentpsilpcdes d€. expansapodendo garantir
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assim a manutencdo da variabilidade genética ngsgagacdes bem como o aumento de seu
tamanho efetivo. O nimero amostral e o nimero deslale microssatélites utilizados no
trabalho foram eficientes para a deteccdo de pdtete multipla nessa espécie. Estes resultados
contribuem na literatura sobre comportamento regreal de P. expansacomo a deteccao de

paternidade mdultipla, em populacdes de cativematareza.
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