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SINOPSE 
 O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial das 
proteínas plasmáticas na identificação dos estoques da tartaruga da 
Amazônia (Podocnemis expansa Schweigger, 1812). Foram analisados 
por meio da técnica de eletroforese em gel de amido três sistemas 
protéicos e quatro enzimáticos extraídos do plasma sanguíneo de três 
amostras populacionais (Uatumã-AM, Trombetas-PA e Tapajós-PA). As 
zonas de atividade eletroforética reveladas foram codificadas 
presumivelmente por 11 locos, dos quais, sete mostraram-se 
monomórficos (PG-1, PG-2, EST-1, EST-2, PGM-1, SOD-1 e SOD-2) e 
quatro polimórficos (Tf, Alb, MDH e PGM-2).  Uma estruturação genética 
moderada foi detectada entre as amostras. Os dados foram ainda 
tentativamente interpretados a luz da hipótese de Refúgios. 
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Resumo 

O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial das proteínas 
plasmáticas na identificação dos estoques da tartaruga da Amazônia (Podocnemis 
expansa Schweigger, 1812). Por meio da técnica de eletroforese em gel de amido 
três sistemas protéicos: transferrina (Tf), albumina (Alb) e proteínas gerais (PG), e 
quatro enzimáticos: esterase (EST – EC 3.1.1.1), fosfoglucomutase (PGM – EC 
2.7.5.1), malato desidrogenase (MDH – EC 1.1.1.37) e superóxido dismutase (SOD 
– EC 3.15.1.1), extraídos do plasma sanguíneo de três amostras populacionais: 
Uatumã-AM, Trombetas-PA e Tapajós-PA, foram analisadas. As zonas de atividade 
eletroforética nos géis foram codificadas presumivelmente por 11 locos, dos quais, 
sete mostraram-se monomórficos (PG-1, PG-2, EST-1, EST-2, PGM-1, SOD-1 e 
SOD-2) e quatro polimórficos (Tf, Alb, MDH e PGM-2).  Na comparação da 
distribuição alélica e genotípica, dos quatro locos polimórficos, assumindo-se o 
equilíbrio de Hardy-Weinberg, o MDH foi o único que não exibiu um bom balanço 

genético-populacional. Análises do qui-quadrado ( 2) para testar a hipótese de 
segregação independente entre os pares de locos polimórficos examinados, não 
revelaram diferenças estatisticamente significativas. Tabelas de contingência para 

cálculo do qui-quadrado ( 2) aplicados para examinar a1 distribuição dos alelos do 

loco Tf, não revelaram variação temporal estatisticamente significativa ( 2

5
x = 3.05, 

0.70 > P > 0.50) nas áreas amostradas. Mesmo com todas as pressões existentes, 
sobretudo devido ao alto consumo humano da tartaruga da Amazônia na região, os 
programas de conservação das populações naturais vêm garantindo a manutenção 
da variabilidade genética das mesmas ao longo do tempo, pelo menos para o loco 
Tf. As estimativas de variação genética revelaram os maiores valores de 
polimorfismo (36,36%), número médio de alelos por loco (1,36) e heterozigosidade 
média esperada (He) (0,1211), na amostra populacional do Tapajós. Nas estimativas 
da estrutura genético-populacional, utilizando a estatística F (FIS, FIT e FST) de 
Wright, os valores médios detectados para FIS e FIT de 0,1347 e 0,1912, são 
considerados moderado e moderadamente alto, respectivamente. O valor médio de 
FST foi de 0,0652, indicando uma diferenciação genética moderada entre as 
amostras populacionais examinadas, onde, os locos que mais contribuíram para 
essa diferenciação foram o MDH e PGM-2. A estimativa de fluxo gênico expressa 
como número de migrantes por geração (Nm) entre as amostras populacionais foi de 
3,58. O dendrograma baseado no método UPGMA ilustra o menor distanciamento 
genético entre as amostras populacionais do Uatumã e Trombetas, onde, tais 
amostras presumivelmente, fazem parte de uma grande população panmítica, i.e. 
um mesmo estoque, bem como o maior distanciamento genético destas amostras 
em relação à amostra do Tapajós. Testes exatos de diferenciação populacional das 
comparações par-a-par entre as amostras populacionais, revelaram diferenças 
estatísticas altamente significativas, entre todas as comparações feitas com a 
amostra populacional do Tapajós. Os dados ora apresentados, apontam para uma 
possível existência de subpopulações “estoques” distintas de P. expansa na área 
amostrada. Recomenda-se, em especial, que a região do Tapajós seja mais 
pesquisada, e os programas de preservação e manejo da tartaruga da Amazônia 
mais intensificados em toda região amazônica a fim de manter a variabilidade 
genética de suas populações. Os dados foram ainda tentativamente interpretados a 
luz da hipótese de Refúgios. 
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Abstract 

This study aimed to test the potential of plasma proteins in the identification of 
the Amazon turtle stocks (Podocnemis expansa Schweigger, 1812). Through the 
starch gel electrophoresis technique three protein systems: transferrin (Tf), albumin 
(Alb) and general protein (GP), and four enzymes: esterase (EST - EC 3.1.1.1), 
phosphoglucomutase (PGM - EC 2.7.5.1), malate dehydrogenase (MDH - EC 
1.1.1.37) and superoxide dismutase (SOD - EC 3.15.1.1), extracted from blood 
plasma from three population samples: Uatumã-AM, Trombetas-PA and Tapajós-PA, 
were tested. The zones of electroforetic activity in the gels were presumably coded 
by 11 loci, of which seven were monomorphic (PG-1, PG-2, EST-1, EST-2, PGM-1, 
SOD-1 and SOD-2) and four polymorphic (Tf, Alb, MDH and PGM-2). Comparing the 
genotypic and allelic distribution of the four polymorphic loci detected, the MDH locus 
was the only one that did not show good genetic balance according to Hardy-

Weinberg expectations. The chi-square ( 2) analyses to test the hypothesis of 
independent segregation between the pairs of polymorphic loci examined, revealed 
no statistically significant differences. Contingency tables for calculating the chi-

square ( 2)  applied to examine the distribution of alleles of the Tf locus, revealed no 

statistically significant temporal variation ( x
2

)5(
= 3.05, 0.70 > P > 0.50) in the areas 

sampled. Despite all existing pressures due especially to the high human 
consumption of the Amazon turtle in the region, programs for the conservation of its 
natural populations are ensuring the maintenance of the genetic variability of this 
species over time, at least for the Tf locus.  Estimates of genetic variation showed the 
highest values of polymorphism (36.36%), average number of alleles per locus (1.36) 
and mean expected heterozygosity (He) (0.1211), in the Tapajós sample. From the 
analysis of population genetic structure using F statistics (FIS, FIT and FST) of Wright 
the average values detected for FIS and FIT of 0.1347 and 0.1912, are considered 
moderate and moderately high, respectively. The average value of FST was 0.0652, 
indicating a moderate genetic differentiation between population samples examined, 
where the loci that contributed most to this difference were the MDH and PGM-2. 
The estimated gene flow expressed as number of migrants per generation (Nm) 
between population samples was 3.58. The dendrogram based on UPGMA method 
illustrates the smallest genetic distance between population samples of Trombetas 
and Uatumã, where such samples are presumably part of a large panmitic population 
i.e. the same stock, and the largest genetic distance of these samples in relation to 
the Tapajós sample. Exact test for population differentiation of pairwise comparisons 
between the population samples, revealed highly significant statistical differences 
among all comparisons made with the sample of Tapajós. The data presented herein 
point to a possible existence of distinct subpopulations “stocks” of P. expansa in the 
area sampled. It is especially recommended that the region of the Tapajós must be a 
further researched and programs for the preservation and management of the P. 
expansa more intensified in the whole Amazon region in order to maintain the genetic 
variability of its populations. Futhermore the data were tentatively interpreted in the 
light of the refuge hypothesis. 
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1. Introdução 

1.1. Amazônia e a sua biodiversidade 

A Amazônia constitui-se na maior e mais diversa floresta tropical do mundo 

(Silva et al., 2005). Com uma vegetação não uniforme, constituída de floresta por 

terra firma, várzea, savana, campina e até áreas abertas com pedras (Vogt et al., 

2001). Essa região abriga a maior biodiversidade do planeta (Magalhães et al., 

2001). Com seus rios descarregando cerca de 20% de toda água doce, que é 

despejada nos oceanos pelos rios existentes no globo terrestre, a Amazônia é 

importante para a estabilidade ambiental do planeta (MMA, 2002; Correia et al., 

2007). Como resultado de inúmeras associações entre a floresta amazônica e os 

diversos corpos d’água (rios de diversos tamanhos e qualidade de nutrientes, 

igarapés, igapós e poços d’água), surgem na Amazônia uma grande diversidade de 

habitats, favorecendo desse modo, o isolamento de populações e a formação de 

novas espécies (Vogt et al., 2001). 

A Amazônia é possuidora de aproximadamente 1/3 do estoque genético 

planetário, e embora não sejam dados conclusivos, especula-se que existem na 

região cerca de 40 a 60 mil espécies de plantas (Albagli, 2001) das quais, 30 mil são 

endêmicas à região (Mittermeier et al., 2003). A Amazônia possui uma alta 

biodiversidade de invertebrados (Overal, 2001). Segundo Albagli (2001) estima-se 

que existam na região aproximadamente 2,5 milhões de espécies de artrópodes 

(insetos, aranhas, centopéias, etc). Considerada a área do planeta que possui a 

ictiofauna de água doce mais rica e diversificada (Lowe-McConnell, 1999), com um 

número estimado de espécies variando de 2.500 a 3.000 (Goulding, 1980), a 

Amazônia congrega aproximadamente 30% das espécies de peixes de água doce 

do mundo. Uma fauna de vertebrados superiores riquíssima é estimada para região 

amazônica, com 427 espécies de anfíbios, 371 espécies de répteis, 1.300 espécies 

de aves (Mittermeier et al., 2003) e 300 ou mais espécies de mamíferos (Albagli, 

2001; Silva et al., 2001; Mittermeier et al., 2003). 

A perda direta da biodiversidade nos ecossistemas brasileiros, em especial na 

região amazônica, causada pelas mais variadas ações antropogênicas, tais como: 

poluição e eutrofização, agricultura e pecuária, assoreamento, construção de 

barragens (hidroelétricas) e controle de cheias, pesca e introdução de espécies 
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exóticas, hidrovias, mineração, petróleo, entre outras, tem sido motivo de grande 

preocupação (Barthem, 2001; Agostinho et al., 2005). Além disso, a fragmentação 

dos hábitats naturais, pode dificultar o fluxo gênico entre as populações, 

proporcionando o endocruzamento e perda de diversidade genética em longo prazo 

(Fonseca et al., 2008). Neste contexto, a perda da biodiversidade genética no 

ecossistema amazônico torna-se fator relevante, havendo uma necessidade 

premente de implementação de ações estratégicas visando à manutenção da 

adaptabilidade e perpetuidade das populações naturais da região. Sabe-se que, uma 

vez iniciada essa erosão genética, as populações tornam-se mais frágeis e 

suscetíveis à extinção. Sendo assim, o estudo da variabilidade genética dos 

organismos passa a desempenhar um papel importante no fornecimento de 

informações cientificamente embasadas, que venham efetivamente auxiliar na 

elaboração das políticas de conservação, manejo e uso sustentável do patrimônio 

genético da biota amazônica. 

1.2. A tartaruga da Amazônia (Podocnemis expansa), sua distribuição, 
abundância e conservação. 

A Podocnemis expansa (Schweigger, 1812), espécie nominada 

tradicionalmente como tartaruga da Amazônia, pertence à ordem Testudines, 

subordem Pleurodira, família Podocnemididae (Figura 1). É reconhecida como o 

maior quelônio de água doce do gênero Podocnemis na América do Sul. As fêmeas 

dessa espécie podem medir de 50 a 89 cm de comprimento, 60 cm de largura 

(Alfinito, 1975; Pritchard e Trebbau, 1984; IBAMA, 1989) e pesar de 15 a 80 kg 

(Mittermeier, 1978; Alho e Pádua, 1982; Pritchard e Trebbau, 1984; IBAMA, 1989). A 

tartaruga da Amazônia encontra-se amplamente distribuída, podendo ser 

encontrada, desde os rios Araguaia e Tocantins (Mittermeier et al., 1980; Ferreira 

Júnior e Castro, 2003), desembocadura do rio Amazonas, até pelo menos o rio 

Morona e rio Marañón, no Peru. Sua área de distribuição abrange também os rios 

Orinoco e Essequibo, ambos na Venezuela (Mittermeier et al., 1980; Pritchard e 

Trebbau, 1984; Iverson, 1992), incluindo ainda Bolívia, Colômbia e Guianas. No 

Equador tem-se observado uma diminuição no número de P. expansa na região do 

rio Tiputini (Cisneros-Heredia, 2006). 
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Muitos aventureiros e viajantes que percorreram a América do Sul nos 

séculos que se sucederam ao seu descobrimento, destacaram vários espetáculos 

naturais da Amazônia, entre os quais, o que mais impressionava eram as grandes 

aglomerações da tartaruga da Amazônia nas extensas praias das bacias dos rios 

Amazonas e Orinoco. A desova em grandes grupos, com dezenas de milhares de 

fêmeas subindo às praias ao mesmo tempo era um fiel registro da abundância e 

exuberância das populações de tartarugas do Novo Mundo (Ferreira Junior, 2003). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 1. Posição taxonômica da tartaruga da Amazônia Podocnemis expansa (Schweigger, 1812) 
baseada na cheklist mundial dos taxa terminais de tartarugas modernas disponibilizada pelo Grupo 
de Trabalho sobre Taxonomia de Tartarugas (Bickham et al., 2007). As fotos: (a); (b); (c); (f); (g) e (h) 
e autores foram extraídos dos sites que estão apresentados ao final das referências bibliográficas. 
Fotos (d) (Alves e Santana, 2008) e (e) (Vargas-Ramírez et al., 2007).

1
  

 

 

 

 

                                            
1
 De acordo com a anotação N° 104 feita por Bickham et al. (2007), Cope (1868) usou o nome 

Podocnemididae para se refirir a esse clado, enquanto que, Baur (1893) referiu-se a esse grupo como 
sendo Podocnemidae. 
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Após várias décadas de intensa exploração a Podocnemis expansa já foi 

considerada pela União Internacional para Conservação da Natureza e dos 

Recursos Naturais (IUCN) como ameaçada de extinção. Atualmente, devido aos 

programas de proteção implementados pelo governo federal e conduzidos sob as 

responsabilidades do Instituto Chico Mendes da Biodiversidade (ICMBIO) e do 

Centro de Conservação e Manejo de Répteis e Anfíbios (RAN), esta espécie não se 

encontra mais ameaçada, porém, ainda apresenta baixo risco de extinção, portanto, 

dependente de conservação pelos critérios da IUCN. Todas as espécies de 

Podocnemis estão listadas no Apêndice II da Convenção sobre o Comércio 

Internacional de Espécies da Fauna e da Flora Selvagens em Perigo de Extinção 

(CITES), que se encontra publicado como Anexo II na Instrução Normativa n° 11, de 

17 de maio de 2005 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos 

Naturais Renováveis (IBAMA). 

No que diz respeito aos aspectos relacionados a sustentabilidade e 

alternativas adequadas ao manejo de quelônios na Amazônia, em especial, na bacia 

do rio Negro, Rebêlo e Pezzuti (2000) afirmam que a exploração desses recursos na 

região por produtores e consumidores, envolve questões de interesse local 

(consumo, preferência alimentar, postura ética, atitudes políticas, entre outras), 

atreladas à conservação da biodiversidade global. Esses autores entre várias outras 

iniciativas para o consumo sustentável dos quelônios na região sugerem o estímulo 

as pesquisas acadêmicas sobre os mais variados aspectos do manejo desses 

recursos (nas áreas de biologia populacional, ecologia, parasitologia, genética, 

ecologia humana, economia ecológica, legislação, engenharia de alimentos, 

zootecnia e outras), visando apoiar e avaliar os seus efeitos conservacionistas. 

1.3. A captura e pesca de quelônios na Amazônia 

Após a ocupação européia da Amazônia, a utilização da tartaruga da 

Amazônia como atividade de subsistência transformou-se em um sistema de 

produção extrativista com característica mercantilista (1700-1900 aproximadamente), 

onde, os principais produtos eram o óleo e a manteiga produzidos a partir dos ovos, 

ambos utilizados para fritura de alimentos, iluminação domiciliar e pública (Bates, 

1863; Smith, 1974). Nessa época, os ovos eram amassados numa canoa para 

quebrar as cascas. A água era adicionada e feita uma mistura que ali ficava ao sol 
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por várias horas para a extração do óleo que ficava na superfície. O óleo era retirado 

da superfície com conchas e fervido antes de ser armazenado em potes de barro 

(Smith, 1974; 1979; Redford e Robinson, 1991), enquanto que, a gordura extraída 

era misturada a resina, sendo usada para calafetação de barcos (Smith,1974; 1979). 

No século XVIII, P. expansa desovava em algumas praias próximas a cidade de 

Itacoatiara, onde, devido a interesses comerciais dos portugueses passaram 

denominá-las de praia real (Pesqueiros Reais de Tartaruga). A carne era destinada 

para o consumo local, abastecendo apenas o mercado regional e tropas da 

Capitania do Rio Negro em Barcelos, para maiores detalhes veja Smith (1979). 

A comunidade de quelônios aquáticos da Amazônia constituída de 14 

espécies de tartarugas, não se enquadra no esteriótipo da alta biodiversidade 

normalmente atribuída para essa região (Vogt, 2008), onde, o gênero Podocnemis 

em especial, é comercialmente explorado pelo homem (Alho, 1985, Vogt, 2008). As 

espécies brasileiras de Podocnemis, P. expansa (tartaruga); P. unifilis (tracajá); P. 

sextuberculata (pitiú) e P. erythrocephala (irapuca) são todas exploradas em algum 

grau. Tartaruga e tracajá são as espécies mais procuradas para o consumo de carne 

e ovos (Alho, 1985). Na bacia do rio Negro (médio e baixo rio Jaú, Novo Airão e 

Manaus) constatou-se que o tracajá, ao invés da tartaruga, é a espécie mais 

procurada e mais consumida (Rebêlo e Pezzuti, 2000). Assim, como outros 

quelônios, essas espécies acima mencionadas, têm sido tradicionalmente caçadas, 

pescadas e seus ovos colhidos há muitas gerações pelas populações indígenas e 

ribeirinhas da Amazônia (Smith, 1979; Rebêlo e Pezzuti, 2000). 

Os quelônios encontrados na região amazônica, pertencentes ao gênero 

Podocnemis, constituem um recurso da fauna de grande significado para as 

populações ribeirinhas da região, sendo utilizados como alternativa alimentar. A 

carne dessas espécies é uma excelente fonte de proteínas (Mittermeier, 1978; Vogt 

et al., 1994). As pesquisas com a tartaruga da Amazônia (P. expansa) mostram que 

a sua carne apresenta um alto teor protéico (88 a 94%) em comparação a carne de 

outros animais: carne bovina (44%), carne suína (44%) e lagosta (82%) (IBAMA, 

1989; Rodrigues e Moura, 2007). 

De acordo com Gilmore (1986), a captura de tartaruga da Amazônia pode ser 

considerada a atividade etnozoológica mais importante de toda a região amazônica, 
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vindo desde o período pré-colombiano até hoje. O consumo de quelônios, em 

especial, o de tartaruga da Amazônia tem ocorrido na reserva de biosfera do alto 

Orinoco-Casiquiare (Narbaiza et al., 1999) e no médio Orinoco, Venezuela 

(Hernández e Espín, 2003). No Brasil, na região de Barcelos, rio Negro, a 

exploração e consumo desses animais são praticados pela população local (Silva e 

Begossi, 2007). Especificamente, na cidade de Manaus, observa-se em ocasiões 

importantes a chamada “tartarugada” que é um banquete de carne de tartaruga 

preparado de diferentes modos. Assim sendo, a exploração, o comércio ilegal e 

consumo de tartarugas são socialmente importantes para as classes altas, e 

economicamente importantes para as classes menos favorecidas, que obtêm esses 

animais para prover essa demanda das classes altas (Alho, 1985). Em Belém, além 

do comércio da gordura e derivados também se pratica o consumo da carne e ovos 

da tartaruga da Amazônia (Alves e Santana, 2008). 

Outros subprodutos como as carapaças, gordura e vísceras são muito 

apreciados, além de serem usados na fabricação de pomadas medicinais, 

sabonetes, cosméticos, utensílios domésticos e adornos (Smith, 1974, 1979; Alho, 

1985; IBAMA, 1989; Pantoja-Lima, 2007; Alves e Santana, 2008). A carne desses 

animais tem sido utilizada como uma iguaria da culinária regional e até mesmo 

procurado em restaurantes (Wetterberg et al., 1976; Ferrarini, 1980; Redford e 

Robinson, 1991). 

Nos idos de 1980, houve uma mudança no consumo humano da carne de 

tartaruga, onde, este produto que era tido como item principal e fonte de proteína 

passou então a ser consumido como uma fina iguaria na dieta amazônica (Alho, 

1985). 

1.4. Cariotipia e marcadores genético-moleculares em tartaruga da Amazônia 

O cariótipo de Podocnemis expansa apresenta 28 cromossomos (Ayres et al., 

1969; Huang e Clark, 1969). Estudo genético usando microssatélites obteve 

resultados, que indicam a existência de múltipla paternidade na tartaruga da 

Amazônia, onde uma fêmea tem os seus ovos fecundados por dois e três machos 

(Valenzuela, 2000; Pearse et al., 2006a). Pesquisas enfocando a estrutura genético-

populacional dessa espécie, diga-se de passagem, muito reduzidas, já têm sido 
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realizadas por meio de marcadores protéicos (Teixeira et al., 1996), aloenzimáticos 

(Bock et al., 2001) e com DNA mitocondrial e microssatélites (Sites et al., 1999; 

Viana et al., 2004; Pearse et al., 2006b).  

A distribuição das frequências alélicas do marcador protéico transferrina em 

tartaruga da Amazônia, sugeriu um livre fluxo gênico entre amostras populacionais 

de cinco áreas geográficas da Amazônia (Teixeira et al., 1996). Já os marcadores 

aloenzimáticos usados por Bock et al. (2001), demonstraram estruturação genética 

entre amostras populacionais coletadas no Brasil e Peru. Os marcadores 

moleculares (nucleares e mitocondriais) dessa espécie, usados por Sites et al. 

(1999) em amostras coletadas de duas bacias fluviais (Tapajós e Araguaia), 

revelaram um grande fluxo gênico intra-bacia fluvial (até 275 Km), porém, muito 

pouco entre bacias (2.400 km). Outro estudo baseado em análise de DNA 

mitocondrial e macardores microssatélites de uma ampla amostragem de tartaruga 

da Amazônia na América do Sul, envolvendo 18 locais de coletas distribuídos pelos 

países: Brasil, Colômbia, Peru e Venezuela, indicou fortemente a existência de 

estruturação genética entre as populações (Pearse et al., 2006b). No entanto, ainda 

existe uma premente necessidade de se gerar mais informações, principalmente, 

sobre variantes protéicas e isoenzimáticas direcionadas à identificação e delimitação 

dos estoques dessa espécie. Neste contexto, um programa de manejo da pesca de 

tartaruga na região amazônica para ser considerado confiável, está na dependência 

da identificação correta de seus “estoques naturais”, geneticamente diferenciados e 

adaptados as suas áreas de ocorrência. Sendo assim, é recomendável que cada 

unidade de manejo da espécie, devidamente identificada, passe a receber um 

tratamento diferenciado por apresentar um perfil genético único e independente 

(Ferguson et al., 1995). 

O manejo dos quelônios da Amazônia, especialmente o da tartaruga, 

depende se a espécie constitui um ou vários estoques genéticos. No primeiro caso, 

os animais podem se reintroduzidos ou transferidos sem se questionar a 

procedência dos mesmos. No segundo, isto não seria recomendável devido as 

características genéticas próprias de cada “unidade de manejo da espécie” (estoque) 

(Teixeira et al., 1996). 
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1.5. Marcadores protéico-isoenzimáticos na caracterização genética dos 
estoques 

As proteínas e isoenzimas conhecidas como marcadores genéticos, são 

codificadas por genes estruturais que desempenham a função de determinar a 

sequência precisa dos aminoácidos presentes em suas cadeias. Dessa maneira, 

sempre que analisamos uma dada proteína ou isoenzima, estamos lidando com o 

produto da ação direta do gene que a codificou. Esses marcadores genéticos 

quando extraídos de diversos tecidos biológicos (músculo, coração, fígado, sangue 

total, plasma sanguíneo, etc.) dos mais variados organismos biológicos e analisados 

pela técnica de eletroforese revelam zimogramas (padrões de bandas 

isoenzimáticas observados nos géis) e/ou eletroferogramas (padrões de bandas 

protéicas observados nos géis), capazes de gerar valiosas informações, 

primordialmente, no que tange à identificação correta de espécies, estoques naturais 

e artificiais (Ferguson, 1980; Ferguson et al., 1995). Mesmo com o advento dos 

marcadores moleculares de DNA, os marcadores proteíco-isoenzimáticos pela 

relativa simplicidade, rapidez e baixo custo das análises em relação a muitos outros 

marcadores, continuam sendo aplicados em estudos de estrutura genética 

populacional em diversos grupos taxonômicos tais como: molusco (Nikiforov e 

Zvyagintsev, 2008); répteis (Bock et al., 2001), peixes (Batista e Solé-Cava, 2005; 

Kuz’min e Kuz’mina, 2005, Zawadzki et al., 2008); mamíferos a exemplo de cães 

(Erdoğan e Özbeyaz, 2004), hamster (Yiğit et al., 2007) e porco (Tao et al., 2007), e 

em plantas a exemplo do camu-camu (Teixeira et al., 2004) e arroz silvestre (Veasey 

et al., 2008). 

O conhecimento detalhado da distribuição das frequências alélicas de 

diversos marcadores protéico-isoenzimáticos, constitui-se num pré-requisito básico 

para identificação e avaliação genética dos estoques de qualquer organismo 

biológico. No entanto, o sucesso na definição da estrutura genética de populações, 

com a possível identificação e delimitação de estoques, estão na dependência direta 

de dois fatores básicos: primeiro, a detecção de locos polimórficos nos marcadores 

genéticos; e segundo, a constatação de heterogeneidade genética significativa entre 

as amostras populacionais da espécie examinada, revelada pela aplicação de testes 
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genético-estatísticos específicos ( 2 e/ou verossimilhança máxima G, testes exatos, 

entre outros) (Jamieson e Turner, 1978; Ferguson et al., 1995). 

1.6. O porquê do uso de plasma como fonte de proteínas em estudos genético-
populacionais? 

Sabe-se que os padrões de proteínas plasmáticas revelam normalmente uma 

considerável variação no número e na mobilidade de bandas eletroforéticas, devido 

ao sangue ser um sistema de drenagem e transporte do organismo, e, desse modo, 

é possível que ocorra essa variação em decorrência do estado fisiológico do 

indivíduo (Ferguson, 1980). No entanto, a opção no presente trabalho pela coleta de 

sangue e posterior isolamento de amostras de plasma para o exame eletroforético 

de marcadores protéicos, em relação a outros procedimentos de extração protéica 

comumente realizados com outros tecidos biológicos, apresenta inúmeras 

vantagens, a saber: 

1. Com uma razoável habilidade técnica durante a coleta de sangue o 

pesquisador pode evitar o sacrifício dos animais, principalmente, quando se 

trata da tartaruga da Amazônia, animal comprovadamente reconhecido por 

Vanzolini et al. (1980), por apresentar grande tenacidade. 

2. O sangue além de carrear eritrócitos ricos em hemoglobina e diferentes 

proteínas e enzimas (Kakhniashvili et al., 2004; Bhasin e Walter, 2007), 

encerra também o plasma, componente reconhecidamente fácil de se 

processar análises de variabilidade genética de inúmeras proteínas (pré 

Albumina, Albumina, transferrina) e, uma série de enzimas (esterases, 

fosfatases, lactato desidrogenases, entre muitas outras) (Manwell e Baker, 

1970; Anderson e Anderson, 2002; Nedelkov et al., 2005). Estima-se que 

no plasma circulante existam cerca de 300 proteínas (Anderson e 

Anderson, 2002). 

3. As proteínas plasmáticas figuram entre as que apresentam altas taxas de 

mudanças evolutivas em suas estruturas moleculares (Sarich, 1977) sendo, 

portanto, consideradas marcadores genéticos apropriados em estudos de 

caracterização genético-populacional das espécies. 
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Dentre os inúmeros sistemas protéico-enzimáticos disponíveis no plasma 

circulante dos vertebrados, oito foram testados no presente estudo, sendo três 

protéicos: transferrina (Tf), albumina (Alb) e proteínas gerais (PG); e cinco 

enzimáticos: esterase (EST), malato desidrogenase (MDH), fosfoglucomutase 

(PGM), sorbitol desidrogenase (SDH) e superóxido dismutase (SOD). É importante 

enfatizar, que análises eletroforéticas de polimorfismo no loco de transferrina (Tf) 

(Teixeira et al., 1996) e em um dos locos que codifica para a enzima esterase (EST) 

(Bock et al., 2001) já foram realizadas para se examinar o status populacional de 

Podocnemis expansa na Amazônia. Até o momento, ainda não existe registro do uso 

de Alb, PG, MDH, PGM, SDH e SOD, na identificação e delimitação dos estoques 

dessa espécie na região. 

1.6.1. Transferrina (Tf) 

Transferrina é uma proteína ligante de ferro presente no plasma sanguíneo de 

todos os vertebrados (Teixeira e Jamieson, 1985). Devido à simplicidade nos 

mecanismos de herança genética e baixos coeficientes de seleção, os alelos co-

dominantes de transferrinas que segregam num loco gênico único denominado Tf, 

podem ser facilmente usados como marcadores genéticos populacionais (Monostory 

et al., 1984). Além disso, por apresentar uma alta taxa de mudança evolutiva em sua 

estrutura molecular, e alto grau de polimorfismo genético em muitas espécies de 

vertebrados, o loco Tf tem sido muito útil em estudos relacionados com a 

caracterização genética populacional de peixes comerciais, principalmente, em 

espécies de bacalhau do Atlântico Norte, Gadus morhua (Jamieson e Turner, 1978) 

e Melanogrammus aeglefinus (Jamieson e Birley, 1989). As distribuições alélicas e 

genotípicas desse loco, têm também fornecido valiosas informações sobre a 

genética populacional de algumas espécies de peixes comerciais da Amazônia, a 

saber: em tambaqui, Colossoma macropomum (Teixeira e Jamieson, 1985; 

Calcagnotto e Toledo-Filho, 2000); jaraquis, Semaprochilodus taeniurus e 

Semaprochilodus insignis (Teixeira et al., 1990); e pescada, Plagioscion 

squamosissimus (Teixeira et al., 2002); além disso, em da tartaruga da Amazônia, 

Podocnemis expansa (Teixeira et al., 1996).  
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1.6.2. Albumina (Alb) 

A albumina é uma proteína com muitas funções importantes, como a 

manutenção de equilíbrio osmótico, ligação altamente especifica e transporte de 

metabolitos, hormônios, metais e drogas. A albumina é a mais abundante proteína 

do plasma em vertebrados adultos e corresponde quase a metade das proteínas 

circulantes no sangue (Peters, 1996; González e Scheffer, 2002; Lehninger et al., 

2006). No entanto, essa abundância pode ser contestada, onde, níveis mais baixos 

dessa proteína já foram detectados em várias espécies (Manwell e Baker, 1970). 

Como marcador molecular polimórfico, a albumina ao longo de décadas tem sido 

examinada sob os mais diferentes aspectos, indo desde a simples descrição 

fenotípica até o exame da estrutura genético-populacional das espécies como 

demonstrado em peixes (Morgan II et al., 1972; Kuz’min e kuz’mina, 2005); aves 

(Haley, 1965) e mamíferos (Ashton, 1964; Kilpatrick e Crowell, 1985; Henkes et al., 

2000; Díaz et al., 2002; Jiskrová et al., 2002; Erdoğan e Özbeyaz, 2004; Nunes et 

al., 2005; Tao et al., 2007). Além disso, essa proteína tem sido usada em estudo de 

ascendência genética de cão da raça Yugoslav Shepherd (Dimitrijević et al., 2007). 

1.6.3. Proteínas gerais (PG) 

O plasma sanguíneo quando eletroforeticamente analisado pode revelar um 

padrão de aproximadamente cinco,15, 19 e até mais de 30 bandas protéicas, em 

géis de acetato de celulose, amido, poliacrilamida e focalização isoelétrica, 

respectivamente (Ferguson, 1980). Segundo esse autor, os padrões das proteínas 

gerais do plasma apresentam-se complexos dificultando em muito a interpretação de 

possíveis polimorfismos de bandas nos eletroferogramas (Ferguson, 1980). No 

entanto, alguns raros exemplos sobre a utilização de bandas polimórficas dessas 

proteínas no exame da estrutura genético-populacional das espécies, já tem sido 

registrados em ganso, Chen c. caerulescens da Ilha Wrangel, no Oceano Ártico, 

Rússia (Kuznetsov et al., 1998) e lobo-guará, Chrysocyon brachyurus da região 

Nordeste do Estado de São Paulo, Brasil (De Mattos et al., 2004).  
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1.6.4. Esterase (EST – E.C.3.1.1.12) 

Esterase é uma enzima classificada no grupo das hidrolases, conhecida 

também como carboxil-esterase, e catalisa a seguinte reação: Um éster carboxílico + 

H2O = um álcool + um carboxilato (NC-IUBMB, 2009). O alto grau de polimorfismo 

nos locos que codificam as esterases, detectado numa grande quantidade de 

organismos das mais variadas espécies, é visto como uma das principais vantagens 

na utilização desses marcadores em estudos genético-populacionais (Ferguson, 

1980). Diferentes níveis de polimorfismo em esterases têm sido detectados, 

especialmente, em peixes marinhos: sardinha do Atlântico, Clupea harengus 

(Ridgway et al., 1970; Andersson et al., 1981); percas da Nova Zelândia, 

Chrysophrys auratus (Smith, 1979) e da Austrália, Pagrus auratus (Meggs e Austin, 

2003); peixes da Amazônia: tucunarés, Cichla monoculus, e Cichla sp. (Teixeira e 

Oliveira, 2005); e piranhas, Serrasalmus cf. rhombeus (Teixeira et al., 2006); em 

diversos outros organismos da Amazônia, particularmente, em diferentes espécies 

de anofelinos (Diptera: Culicidae) (Scarpassa e Tadei, 2000; Santos et al., 2003); e 

em espécies do grupo Simulium perflavum (Diptera:Simuliidae) (Scarpassa e 

Hamada, 2003), bem como em plantas: camu-camu, Myrciaria dúbia (Teixeira et al., 

2004).  

O polimorfismo de esterase do plasma já tem sido usado em estudos de 

caracterização e estimativa da estrutura genético-populacional das espécies, com 

casos registrados em répteis: crocodilo do Nilo (Flint et al., 2000) e tartaruga da 

Amazônia (Bock et al., 2001); em peixe marinho (Diakov, 1998); em aves: gansos 

(Kuznetsov et al., 1998; Slavėnaitė e Sruoga, 2002) e pássaro (Corbin et al., 1974); 

e em mamíferos: marsupial (canguru) (Bell et al., 1998), cavalos (Díaz et al., 2002; 

Jiskrová et al., 2002; Vinocur et al., 2003; Nunes et al., 2005; Šveistienė e 

Jatkauskienė, 2006) e cães (Erdoğan e Özbeyaz, 2004). 

1.6.5. Fosfoglucomutase (PGM – E.C.5.4.2.2) 

É uma enzima classificada no grupo das isomerases, que atua 

especificamente como fosfotransferase (fosfomutase), e catalisa a seguinte reação: 

α-D-glucose 1-phosphate = D-glucose 6-phosphate (NC-IUBMB, 2009). Devido ao 

                                            
2
 Código da enzima (EC) 
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seu elevado grau de polimorfismo essa enzima tem sido usada em diversos estudos 

da estrutura genética de populações: como em molusco bivalves (Nikiforov e 

Zvyagintsev, 2008), carangueijo (Daniels, 2003), camarão (Gusmão et al., 2006), 

mosquito, Anopheles minimus (Poolprasert et al., 2008), sadinha, Sardina pilchardus 

(Ramon e Castro, 1997), peixe-batata, Lopholatilus villarii (Batista e Solé-Cava, 

2005), peixe gato, Hypostamus regani (Zawadzki et al., 2008), lebre (Vapa et al., 

2007) e hamsters (Yiğit et al., 2007). 

Polimorfismo de fosfoglucomutase do plasma já foi usado para estimativa de 

variabilidade genética em populações de gado (Nie et al., 1999) e caracterização 

genética de cavalo (Panepucci et al., 1993). 

1.6.6. Malato desidrogenase (MDH – E.C.1.1.1.37) 

Malato desidrogenase é uma enzima classificada no grupo das 

oxidorredutases, que catalisa a seguinte reação: (S)-malate + NAD+ = oxaloacetato + 

NADH + H+ (NC-IUBMB, 2009). Apresenta grande polimorfismo motivo pelo qual ela 

tem sido usada para caracterização e estimativa de variabilidade genético-

populacional em salmão, Salmo salar L. (Artamonova, 2007), ostras, Mytilus 

trossulus (Nikiforov e Zvyagintsev, 2008), sardinha, Sardina pilchardus (Ramon e 

Castro, 1997), peixe gato, Hypostamus regani (Zawadzki et al., 2008), peixe-batata, 

Lopholatilus villarii (Batista e Solé-Cava, 2005), ratos, Peromyscus maniculatus 

(Aquadro e Avise, 1982), hamesters, Mesocricetus brandti e M. auratus (Yiğit et al., 

2007), e lobo-guará, Chrysocyon brachyurus (De Mattos et al., 2004). 

1.6.7. Sorbitol desidrogenase (SDH – E.C.1.1.1.14) 

Da mesma forma que MDH, essa enzima é também classificada no grupo das 

oxidorredutases, e catalisa a seguinte reação: D-iditol + NAD+ = D-sorbose + NADH 

+ H+ (NC-IUBMB, 2009). O polimorfismo revelado por essa enzima tem sido útil na 

avaliação da estrutura genético-populacional de fungo, Trichoderma harzianum 

(Siddiquee et al., 2007), pulgão, Rhopalosiphum padi L. (Simon e Hebert, 1995), 

pequizeiro, Caryocar brasiliense Camb. (Melo júnior et al., 2004), sardinha, Sardina 

pilchardus (Ramon e Castro, 1997), e lebre, Lepus europaeus (Vapa et al., 2007). O 

alto grau de polimorfismo de SDH serviu para demonstrar diferenciação genética 

intra e interpopulacional de salmão, Salmo salar L. (Artamonova, 2007). 
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1.6.8. Superóxido dismutase (SOD – E.C.1.15.1) 

Essa enzima do mesmo modo que MDH e SDH, é classificada no grupo das 

oxidorredutases, e catalisa a seguinte reação: 2 O2
- + 2 H+ = O2 + H2O2 (NC-IUBMB, 

2009). Em função do seu polimofismo, a enzima SOD tem sido usada em estudos de 

estrutura genético-populacional de sardinha, Sardina pilchardus (Ramon e Castro, 

1997), peixe gato, Hypostamus regani (Zawadzki et al., 2008), peixe-batata, 

Lopholatilus villarii (Batista e Solé-Cava, 2005), em rato (Aquadro e Avise, 1982), 

hamest (Yiğit et al., 2007) e lobo-guará, Chrysocyon brachyurus (De Mattos et al., 

2004). Essa enzima foi indicada para caracterização de híbridos entre salmão do 

Atlântico e truta (Artamonova, 2007), além, de ter sido aplicada para resolver 

problemas de ordem taxonômica e estrutura genética de molusco (Bivalvia: 

Veneriidae) (Gallardo et al., 2003). 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar o potencial das proteínas plasmáticas na identificação e avaliação dos 

estoques da tartaruga da Amazônia (Podocnemis expansa), testando a hipótese (Ho) 

da existência de um único estoque da espécie na região amazônica. Desse modo 

pretende-se gerar subsídios básicos para uma melhor conservação e manejo 

racional dessa espécie na região. 

  

2.2. Objetivos específicos  

1) Comparar a distribuição das frequências alélicas e genotípicas nos locos 

polimórficos, entre as amostras populacionais de tartaruga da Amazônia coletadas 

nas seguintes áreas: Uatumã, rio Uatumã-AM; Trombetas, rio Trombetas-PA; e 

Monte Cristo, rio Tapajós-PA. 

 

2) Verificar possíveis diferenças temporais estatisticamente significativas na 

distribuição das frequências alélicas de transferrina, nas áreas acima mencionadas, 

anteriormente também pesquisadas por Teixeira et al. (1996). 

  

3) Ampliar o banco de tecidos biológicos do Laboratório de Genética Animal 

da CPBA/INPA. 
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3. Material e métodos  

3.1. Inspeção aos locais de coleta das amostras populacionais de tartaruga 

Antes da coleta do material biológico, as bases de apoio do IBAMA 

localizadas nos rios Trombetas e Tapajós, e o Centro de Preservação e Pesquisas 

de Quelônios Aquáticos (CPPQA) da Usina Hidroelétrica (U.H.E.) de Balbina foram 

visitados para avaliação da infra-estrutura física. Concomitantemente, foram 

realizadas visitas às áreas de desova visando conhecer melhor as características 

locais, bem como, as pressões (predação por animais e pelo homem) sofridas pela 

tartaruga da Amazônia e seus possíveis reflexos na composição genético-

populacional da espécie. 

3.2. Coleta e estocagem do material biológico 

Com a autorização do Sistema de Autorização e Informação em 

Biodiversidade (SISBIO) (Nº 13085-1 19/12/2007) filhotes de tartaruga foram 

capturados manualmente nos locais de desova após eclosão dos ovos. 95 

espécimes foram coletados nos seguintes locais: Maracarana, rio Uatumã-AM (30); 

Trombetas, rio Trombetas-PA (34) e Monte Cristo, rio Tapajós-PA (31) (Figura 2; 

Tabela 1). Os filhotes recém eclodidos foram transportados para tanques e/ou 

viveiros localizados nas bases de apoio do IBAMA (amostra do rio Trombetas), no 

CPPQA (amostra do rio Uatumã) e no Laboratório Úmido da Coordenação de 

Pesquisas em Biologia Aquática (CPBA) do INPA (amostra do rio Tapajós). Após 

isso, os filhotes passaram por um período de engorda de sete, oito e dez meses a 

base de ração balanceada, no CPPQA, Trombetas e CPBA/INPA, respectivamente, 

até a retirada do sangue. As amostras de sangue foram retiradas da artéria femural 

com o auxilio de seringas descartáveis de 3 ou 5 mL, contendo de 0,1 mL a  0,5 mL 

de citrato de sódio como agente anticoagulante, vertidas em tubos de ensaio de 5 

mL e centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos, para a obtenção das amostras de 

plasma.  As amostras de sangue coletadas no campo foram estocadas numa caixa 

de isopor contendo gelo comum, evitando-se sempre o contado direto das amostras 

com o gelo, até a centrifugação do material.  As amostras de plasma foram mantidas 

em um freezer (-25 ºC) até o momento dos testes eletroforéticos. Após a retirada de 
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sangue os animais foram devolvidos aos tanques e posteriormente ao meio 

ambiente. 

 

Figura 2. Locais onde as amostras populacionais de Podocnemis expansa 
foram coletadas. Mapa modificado de Teixeira et al. (1996). 
 
 
 

 
 
 
 

Tabela 1. Locais e datas de coletas das amostras (animais e sangue). 

 
Local  

de coleta 

 
Estágio de 

desenvolvimento 

 
Data de coleta 
dos espécimes 

 
Data de coleta 

do plasma 

 
Número de 
espécimes 

Monte Cristo, rio 
Tapajós, PA 

(01°20’S e 56°45’W) 

 
Filhote 

 
27 a 30/01/2008 

 
26/11/2008 

 
31 

Maracarana, rio 
Uatumã, AM 

(02º13’S e 58º15’W) 

 
Filhote 

 
12/2007 a 
01/2008 

 
18 e 19/07/2008 

 
30 

Trombetas, rio 
Trombetas, PA 

(04°04’S e 55°38’W) 

 
Filhote 

 
 
01/2008 a 
02//2008 

 
07/10/2008 

 
34 

Total de amostras    95 

 
 
 
 
3.3. Nomenclatura enzimática 
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A nomenclatura das enzimas analisadas seguiu o padrão estabelecido pelo 

Comitê de Nomenclatura da União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular 

(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular 

Biology) NC-IUBMB (2009). Sendo assim, as enzimas foram classificadas pelos 

códigos internacionais, onde o nome de cada enzima foi descrito da seguinte 

maneira: por extenso, e entre parêntese a abreviatura e o código da enzima (EC). 

Nas análises realizadas foram testadas as enzimas: esterase (EST – EC 3.1.1.1), 

fosfoglucomutase (PGM – EC 2.7.5.1), malato desidrogenase (MDH – EC 1.1.1.37), 

sorbitol desidrogenase (SDH – EC 1.1.1.14) e superóxido dismutase (SOD – EC 

3.15.1.1). 

3.4. Procedimentos eletroforéticos gerais 

Os tampões da cuba (hidróxido de lítio 0,06 M e ácido bórico 0,30 M) e do gel 

(tris: hidroximetil aminometano 0,03 M e ácido cítrico 0,005 M) contendo 1% de 

tampão da cuba foram preparados de acordo com Ridgway et al. (1970). Esses 

tampões foram ajustados para o pH 8,20 com hidróxido de lítio a 1 M. Géis de amido 

da Sigma a 8,33% foram preparados, adicionando-se em um balão de fundo 

redondo de 2 litros, 340 mL do tampão do gel. O amido foi cozido no balão de fundo 

redondo, apoiado numa manta aquecedora, por meio de agitação contínua com 

auxílio de um agitador mecânico, até o ponto de ebulição (aproximadamente 90 ºC), 

posteriormente, desgaseificado com auxílio de uma bomba a vácuo. Os extratos 

protéicos foram inseridos nos géis após terem sido absorvidos em pedaços 

retangulares de papéis de filtro Whatman (5 mm x 8 mm). O papel de filtro Whatman 

3 MM foi usado para as análises de esterase (EST), fosfoglucomutase (PGM), 

malato desidrogenase (MDH), sorbitol desidrogenase (SDH) e superóxido dismutase 

(SOD), e Whatman 17 MM para as análises de transferrina (Tf), albumina (Alb) e 

proteínas gerais (PG). Nas análises de Tf, Alb e PG, os géis foram submetidos a um 

potencial de 120 V durante os primeiros 45 minutos, onde, se fez à retirada dos 

papéis de filtro e, em seguida, um potencial de 250 V foi aplicado aos géis por mais 

4 horas aproximadamente, até o aparecimento da linha bórica, a uma distância de 

10 cm ou mais, quando necessário, do ponto de aplicação das amostras. Para as 

análises de esterase, fosfoglucomutase, malato desidrogenase, sorbitol 

desidrogenase e superóxido dismutase, os géis foram submetidos a um potencial de 
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150 V por um período de aproximadamente quatro horas, com a retirada dos papéis 

de filtro na primeira hora de experimento. As migrações eletroforéticas ocorreram em 

direção ao anodo. Os alelos foram classificados alfabeticamente de acordo com as 

suas mobilidades eletroforéticas decrescentes em direção ao anodo. Nas análises 

de Tf, Alb, PG, MDH e PGM, amostras controle de genótipos conhecidos foram 

inseridas nos géis, onde, dessa forma os espécimes puderam ser genotipados com 

maior precisão. 

 

3.5. Coloração dos sistemas protéicos 

3.5.1. Transferrina (Tf) 

O método de precipitação diferencial por rivanol (2-ethoxy-6,9-diaminoacridine 

lactate) utilizado para isolamento de transferrina do plasma, antes da corrida 

eletroforética, foi o descrito por Jamieson e Turner (1978), com modificações de 

Teixeira et al. (1996), onde, as amostras de plasma foram tratadas com uma solução 

de rivanol (2%) na proporção de 1:1. Para a revelação das moléculas de 

transferrinas, os géis foram corados com Amido Black a 1%, diluído em uma solução 

composta de água, metanol e ácido acético (5:5:1), respectivamente, por cinco 

minutos, de acordo com  Jamieson e Turner (1978). Em seguida os géis foram 

lavados por imersões sucessivas em recipientes de plástico contendo a solução 

acima mencionada (água, metanol e ácido acético) por um período de 

aproximadamente 15 horas, onde, os alelos do loco Tf foram identificados e 

classificados de acordo com Teixeira et al. (1996). 

 
3.5.2. Albumina (Alb) 

Considerando que geralmente o sobrenadante protéico obtido pelo método de 

precipitação diferencial por rivanol utilizado para isolamento das moléculas de 

transferrinas do plasma, contém quantidades significativas de albumina (Boettcher et 

al., 1958), esse método foi também testado para se isolar essa proteína.  Sendo 

assim, as amostras de plasma foram tratadas com uma solução de rivanol (1%) na 

proporção de 1:1 (Jamieson e Turner, 1978), com modificações. Para revelação das 

moléculas de albuminas os géis foram corados com Amido Black a 1% conforme 

Jamieson e Turner (1978), com exceção do tempo de coloração que durou de cinco 
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a sete minutos. O método de lavagem dos géis, para identificação de albumina, foi o 

mesmo descrito anteriormente para transferrina. 

 
3.5.3. Proteinas gerais (PG) 

Para a separação das bandas no padrão de proteínas gerais, os géis foram 

corados com a mesma metodologia apresentada anteriormente para transferrina e 

albumina. 

 
3.6. Coloração dos sistemas enzimáticos  

3.6.1. Esterase (EST – EC 3.1.1.1) 

Para a revelação dos padrões isoenzimáticos da enzima esterase foi utilizada 

a seguinte solução de coloração: 3 mL de α-naftil acetato 1%, dissolvido em acetona 

a 50%, 87 mL de água destilada, 100 mg do corante fast blue RR salt e 10 mL de  

Tampão Tris HCl 0,5 M pH 7.1 (Shaw e Prasad, 1970). Os géis foram imersos nesta 

solução em um recipiente de plástico, e em seguida, incubados em uma estufa a 37 

°C por aproximadamente 30 minutos, ou até o aparecimento das bandas. A solução 

de coloração foi descartada e os géis após terem sido lavados com água destilada, 

foram fixados em uma solução composta de água destilada: metanol: ácido acético 

(5:5:1), respectivamente, contendo glicerol a 10%. 

 
3.6.2. Fosfoglucomutase (PGM – EC 5.4.2.2) 

Na revelação dos padrões isoenzimáticos da enzima fosfoglucomutase, 

utilizou-se a seguinte solução de coloração: 14 mg de NADP+, 2,8 mg de PMS, 14 

mg de MTT, 28 mg de MgCl2, 70 mg de glucose-1-fosfato, 70 mL de Tris HCl 0,2 M 

pH 8,0 e 28 µL de glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), sendo esta adicionada 

por último (Alfenas et al., 1991), com modificações. Os géis foram colocados em um 

recipiente de plástico contendo a solução de coloração, e em seguida, incubados em 

uma estufa a 37 °C por aproximadamente duas horas, ou até o aparecimento das 

bandas. A solução de coloração foi descartada e os géis após terem sido lavados 

com água destilada, foram fixados em uma solução aquosa de glicerol a 10%. 

 
3.6.3. Malato desidrogensase (MDH – EC 1.1.1.37) 

Os padrões isoenzimáticos da enzima malato desidrogenase foram revelados 

utilizando-se a seguinte solução de coloração: 5 mg de NAD+, 5 mg de PMS, 10 mg 
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de MTT, 25 mL de ácido málico 0,5 M pH 8,0 e 50 mL de Tris HCl 0,1 M pH 8,5 

(Allendorf et al., 1977), com modificações. Os géis foram imersos nesta solução em 

recipiente de plástico e em seguida, incubados em uma estufa a 37 °C por 

aproximadamente uma hora, ou até o aparecimento das bandas. A solução de 

coloração foi descartada e os géis após terem sido lavados com água destilada, 

foram fixados em uma solução composta de água destilada: metanol: ácido acético 

(5:5:1), respectivamente, contendo glicerol a 10%. 

 
3.6.4. Sorbitol desidrogenase (SDH – EC 1.1.1.14) 

Na revelação das bandas da enzima sorbitol desidrogenase, os géis foram 

submetidos a dois métodos de coloração, o primeiro composto de 100 mg de D-

sorbitol, 10 mg de NAD, 2,5 mg de MTT, 5 mg de PMS e 70 mL de tampão Tris-HCl 

0,2 M pH 8,0 (Allendorf et. al., 1977) com modificações, e o segundo composto de 

250 mg de D-sorbitol, 10 mg de NAD, 11 mg de MTT, 2 mg de PMS e 70 mL de 

tampão Tris-HCl 0,05 M pH 8,0 (Shaw e Prasad, 1970), com modificações. A 

solução de coloração foi descartada e os géis após terem sido lavados com água 

destilada foram fixados em uma solução composta de água destilada: metanol: ácido 

acético (5:5:1), respectivamente, contendo glicerol a 10% descartado.  

 

3.6.5. Superóxido dismutase (SOD – EC 1.15.1.1) 

Para a revelação das bandas da enzima superóxido dismutase, os géis foram 

corados com a solução: 24 mg de MTT, 7 mg PMS dissolvido em 70 mL de Tris-HCl 

0,05 M pH 7,0 (Allendorf et al., 1977), com modificações. Os géis foram imersos 

nesta solução de coloração em recipiente de plástico, e em seguida, incubados em 

estufa a 37 °C no escuro por aproximadamente 2 horas, ou até o aparecimento das 

bandas acromáticas. A solução de coloração foi descartada e os géis em seguida 

foram lavados com água destilada e fixados em uma solução composta de água 

destilada: metanol: ácido acético (5:5:1), respectivamente, contendo glicerol a 10%.  
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3.7. Testes genético-estatísticos 

 Análises genético-populacionais da tartaruga da Amazônia foram realizadas 

com auxílio dos seguintes programas estatísticos: programa BIOSYS-2 (Swofford et. 

al., 1997), TFPGA 1.3 (Miller, 1997), POPGENE Version 1.32 (Yeh et al., 1999), e 

cálculo para o teste do qui-quadrado (Preacher, 2001). A relação das análises é 

apresentada abaixo, e os programas utilizados em cada uma delas aparecem entre 

parênteses:  

1. Testes de verossimilhança máxima (G) e do qui-quadrado ( 2) assumindo-se o 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (POPGENE 1.32 e TFPGA 1.3);  

2. Estimativa das frequências alélicas, heterozigosidade média, proporção de 

locos polimórficos e número médio de alelos por loco (POPGENE 1.32 e TFPGA 

1.3); 

3. Estimativa das distâncias genéticas segundo o método de Rogers (1972), 

modificado por Wright (1978) (TFPGA 1.3); 

4. Análise de agrupamento das distâncias genéticas usando o método UPGMA 

(Unweihted Pair-Group Arithmetic Avarage) (TFPGA 1.3); 

5. Testes exatos para diferenciação populacional segundo Raymond e Rousset 

(1995) (TFPGA 1.3); 

6. Estimativas da estatística F (FIS, FIT e FST) de Wright (1978) e fluxo gênico entre 

as amostras populacionais baseadas em Nei (1978) (POPGENE 1.32); 

7. Testes de contingência e da probabilidade exata de Fisher (1935) em tabelas 2 

× 2, para análise da distribuição alélica entre as amostras populacionais 

(Preacher, 2001);  

8. Estimativa da existência de desequilíbrio de ligação entre os locos polimórficos 

das amostras (BIOSYS 2); 

9. Testes de homogeneidade para comparação da distribuição das frequências 

alélicas entre as amostras populacionais (BIOSYS 2 e POPGENE 1.32). 
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4. Resultados 

As análises eletroforéticas de três sistemas protéicos: transferrina (Tf), 

albumina (Alb) e proteínas gerais (PG), e quatro enzimáticos: esterase (EST – EC 

3.1.1.1), fosfoglucomutase (PGM – EC 2.7.5.1), malato desidrogenase (MDH – EC 

1.1.1.37) e superóxido dismutase (SOD – EC 3.15.1.1), extraídas das amostras de 

plasma sanguíneo da tartaruga da Amazônia, revelaram zonas de atividade 

eletroforética nos géis presumivelmente codificadas por 11 locos (Tabela 2). Desses 

locos, sete mostraram-se monomórficos (PG-1, PG-2, EST-1, EST-2, PGM-1, SOD-1 

e SOD-2) e quatro polimórficos (Tf, Alb, MDH-1 e PGM-2). As descrições detalhadas 

dos eletroferogramas e zimogramas seguem abaixo. 

 

 

Tabela 2. Frequências alélicas em 11 locos protéico-isoenzimáticos examinados no 
plasma sanguíneo de três amostras populacionais da tartaruga da Amazônia 
(Podocnemis expansa). 

Amostras populacionais 

 
Loco e alelo 

Rio  
Uatumã* 

N=30 

Rio 
Trombetas* 

N=34 

Rio 
Tapajós* 

N=31 

 
Total 
N=95 

Tfa 0,7333 0,8088 0,7903 0,7789 

Tfb 0,2667 0,1912 0,2097 0,2211 

Alba 0,9167 0,9265 0,9516 0,9316 

Albb 0,0833 0,0735 0,0484 0,0684 

PG-1 1,000 1,000 1,000 1,000 
PG-2 1,000 1,000 1,000 1,000 
EST-1 1,000 1,000 1,000 1,000 

EST-2 1,000 1,000 1,000 1,000 

SOD-1 1,000 1,000 1,000 1,000 
SOD-2 1,000 1,000 1,000 1,000 
MDHa 0,000 0,000 0,2903 0,0947 

MDHb 1,000 1,000 0,7097 0,9053 

PGM-1 1,000 1,000 1,000 1,000 

PGM-2a 0,7037 0,7273 0,4423 0,6337 

PGM-2b 0,2963 0,2727 0,5577 0,3663 

* Três, um e cinco exemplares não foram genotipados no loco PGM-2, em Uatumã, 

Trombetas e Tapajós, respectivamente (Veja Tabela 3). 
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4.1. Sistemas protéicos 

4.1.1. Transferrina (Tf) 

O loco Tf mostrou-se polimórfico revelando um perfil eletroforético com três 

genótipos (Tfaa, Tfab e Tfbb) supostamente codificados por dois alelos co-dominantes 

(Tfa e Tfb) (Figura 3), como anteriormente descrito por Teixeira et al. (1996). As 

amostras analisadas demonstraram um bom balanço gênico intra e inter 

populacional, conforme revelado nas análises do qui-quadrado ( 2) e de 

verossimilhança máxima (G), onde, nenhuma diferença estatisticamente significativa 

foi detectada (Tabela 3). Testes de homogeneidade com análise pareada entre as 

amostras, e na amostra total não revelaram diferenças estatisticamente significativas 

(Tabela 4). As frequências alélicas do loco Tf mostraram-se bem próximas dos 

valores encontrados por Teixeira et al. (1996) (Tabela 5). Teste de contingência não 

revelou nenhuma variação temporal na distribuição dos alelos deste loco nas áreas 

amostradas, quando os dados foram comparados com os de Teixeira et al. (1996), 

num intervalo de 16 a 24 anos atrás (Tabela 6). 

 
 
 
 
 
 

Figura 3. Eletroferograma do loco Tf em P. expansa: 1 e 5 (Tf
aa

); 2, 4 e 6 (Tf
ab

); 3 
(Tf

bb
). 
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Tabela 3. Distribuição genotípica e alélica dos quatro locos polimórficos em P. expansa. 

Testes do qui-quadrado (
2
) e de verossimilhança máxima (G) foram aplicados assumindo-se 

o equilíbrio de Hardy-Weinberg.  

Amostras populacionais 
 Rio Uatumã 

N = 30 
Rio Trombetas 

N=34 
Rio Tapajós 

N = 31 
Total 

N = 95 

Genótipos no loco Tf 

Tfaa 16 (16,0339) 22 (22,1642) 20 (19,2787) 58 (57,5556) 

Tfab 12 (11,9322) 11 (10,6716) 9 (10,4426) 32 (32,8889) 

Tfbb 2 (2,0339) 1 (1,1642) 2 (1,2787) 5 (4,5556) 

Frequência alélica em Tf 

Tfa 0,7333 0,8088 0,7903 0,7789 

Tfb 0,2667 0,1912 0,2097 0,2211 

Teste de Hardy-Weinberg 

gl 1 1 1 1 
2 0,001022 0,0345 0,6332 0,0708 

P 0,9745 0,8527 0,4262 0,7902 

G 0,001024 0,0355 0,5824 0,0697 

P 0,9745 0,8504 0,4454 0,7918 

Genótipos no loco Alb 

Albaa 25 (25,1695) 29 (29,1493) 28 (28,0492) 82 (82,4127) 

Albab 5 (4,6610) 5 (4,7015) 3 (2,9016) 13 (12,1746) 

Albbb 0 (0,1695) 0 (0,1493) 0 (0,092) 0 (0,4127) 

Frequência alélica em Alb 

Alba 0,9167 0,9265 0,9516 0,9316 

Albb 0,0833 0,0735 0,0484 0,0684 

Teste de Hardy-Weinberg 

gl 1 1 1 1 
2 0.1953 0,1690 0,0526 0,4707 

P 0,6586 0,6810 0,8186 0,4926 

G 0,3642 0,3178 0,1017 0,8822 

P 0,5462 0,5729 0,7497 0,3476 

Genótipos no loco MDH 

MDHaa 0 0 9 (2,5082) 9 (0,8095) 

MDHab 0 0 0 (12,9836) 0 (16,3810) 

MDHbb 30 34 22 (15,5082) 86 (77,8095) 

Frequência alélica em MDH 

MDHa 0 0 0,2903 0,0947 

MDHb 1,000 1,000 0,7097 0,9053 

Teste de Hardy-Weinberg 

gl - - 1 1 
2 - - 32,5034 100,1114 

P - - 0,0000** 0,0000** 

G - - 38,3835 60,5680  

P - - 0,0000** 0,0000** 



 

 

 26 
 
 

Tabela 3. Continuação. 

 Rio Uatumã* 
N = 27 

Rio Trombetas* 

N=33 
Rio Tapajós* 

N = 26 
Total* 
N = 86 

Genótipos no loco PGM-2 

PGM-2aa 15 (13,2642 16 (17,4545) 5 (4,9608) 36 (34,4211) 

PGM-2ab 8 (11,4717) 16 (13,0909) 13 (13,0784) 37 (40,1579) 

PGM-2bb 4 (2,2642) 1 (2,4545) 8 (7,9608) 13 (11,4211) 

Frequência alélica em PGM-2 

PGM-2a 0,7037 0,7273 0,4423 0,6395 

PGM-2b 0,2963 0,2727 0,5577 0,3605 

Teste de Hardy-Weinberg 

gl 1 1 1 1 
2 2,6086 1,4359 0,00097 0,5390 

P 0,1063 0,2308 0,9751 0,4628 

G 2,4752 1,6216 0,00097 0,5353 

P 0,1156 0,2029 0,9751 0,4644 

gl = graus de liberdade; Os valores esperados entre parênteses; * Três, um e cinco exemplares 

não foram genotipados no loco PGM-2, em Uatumã, Trombetas e Tapajós, respectivamente; ** 
P < 0,001. 

 
 

Tabela 4. Testes de homogeneidade utilizando a tabela de contingência para cálculo do 
2
 

aplicados na análise da distribuição das frequências alélicas nos locos polimórficos entre as 
amostras populacionais e na amostra total de Podocnemis expansa. 

Loco Todas as 
amostras 

UAT vs TRB UAT vs TAP TRB vs TAP 

 
Tf 

 =1,124; 

P =0,570 

G=1,105; 
P =0,576 

 =1,037; 

P =0,309  

G=1,035;  
P =0,309 

=0,546; 

 P =0,460 

G=0,547;  
P =0,460  

=0,069;  

P =0,792 

G= 0,069;  
P =0,792  

 
Alb 

=0,628; 

P =0,731 

 G=0,656; 
P=0,720  

=0,042;  

P =0,836 

G=0,042;  
P =0,837  

=0,608;  

P =0,436 

G=0,613; 
 P =0,434 

= 0,355;  

P =0,551 

G= 0,359;  
P =0,549  

 
MDH 

=41,050; 

P =0,000*** 

G=44,375; 
P = 0,000***  

 
§ 

=20,434; P 

=0,000*** 
G=27,392;  
P =0,000*** 

=22,915;  

P =0,000*** 

G=29,859; 
 P =0,000*** 

 
PGM-2 

 =10,315; 

Р=0,006** 
G=10,112;  
P =0,006** 

= 0,081;  

P =0,776  

G=0,081; 
 P =0,776  

= 6,398;  

P =0,011* 

G =6,466;  
P =0,011* 

=8,634;  

P =0.003** 

G=8,682; 
 P =0,003** 

Total =53,117; 

P =0,000*** 

    

UAT = Uatumã; TRB = Trombetas; TAP= Tapajós. *p < 0,05; **p < 0,01 ou ***p < 0,001. § Loco 

fixado nas amostras.  
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Tabela 5. Frequência temporal dos alelos (Tf
a
 e Tf

b
) no loco de transferrina em P. expansa de três 

áreas da Amazônia. 

 

 

 

Rio Uatumã Rio Trombetas Rio Tapajós  

Teixeira 
et al. (1996) 

Dados  
atuais  

Teixeira 
et al. (1996) 

Dados  
atuais 

Teixeira 
et al. (1996)  

Dados 
atuais 

Total 

Tfa 0,7666 0,7333 0,8333 0,8088 0,8166 0,7903 0,7789 

Tfb 0,2333 0,2667 0,1666 0,1912 0,1833 0,2097 0,2211 

 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 6. Teste de contingência para avaliação temporal da distribuição dos alelos (Tf

a
 e Tf

b
) de 

transferrina em amostras populacionais de Podocnemis expansa, de três áreas da Amazônia. Entre 
parêntese os valores esperados. 

 Rio Uatumã1 Rio Trombetas2 Rio Tapajós3  

Teixeira 
et al. (1996) 

Dado 
atual  

Teixeira 
et al. (1996) 

Dado 
atual 

Teixeira 
et al. (1996) 

Dado 
atual 

Total 

Tfa 46 

 (43,756) 

44 

(46,737) 

85 

(85,830) 

55 

(52,968) 

98 

(100,980) 

49 

(48,295) 

377 

Tfb 14  

(9,512) 

16  

(13,263) 

17 

(16,170) 

13 

(15,032) 

22 

(19,024) 

13 

(13,705) 

95 

Total 60 60 102 68 120 62 472 

( = 3.05;0,70>P >0,50) 
1
 Amostra coletada no rio Uatumã – U.H.E. Balbina (adultos) 13/04 – 22/05/1988. 

2
 Amostras coletadas no rio Trombetas em 1984 (juvenis); 24/11/1988 (adultos); 10/01/1990 e 04/01/1992 

(filhotes). 
3
 Amostra coletada no rio Tapajós em 04/01/1992 (filhotes). 
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4.1.2. Albumina (Alb) 

No eletroferograma de albumina (Figura 4) foi observada a existência de um 

loco polimórfico denominado de Alb, apresentando dois genótipos (Albaa e Albab) 

supostamente codificados pelos alelos co-dominantes (Alba e Albb). O genótipo 

(Albbb) teoricamente esperado não foi observado em nenhuma das amostras 

populacionais analisadas. Todas as amostras demonstraram um bom balanço 

gênico intra e inter populacional, conforme revelado nas análises do qui-quadrado 

( 2) e de verossimilhança máxima (G), onde, nenhuma diferença estatisticamente 

significativa foi detectada (Tabela 3). Do mesmo modo que em transferrina, o loco 

Alb nos testes de homogeneidade com análise pareada entre as amostras, e na 

amostra total, não revelaram diferenças estatisticamente significativas (Tabela 4). 

  

 

 

 
 
 
 
 

Figura 4. Eletroferograma de albumina do plasma revelando o polimorfismo para o 
loco Alb em P. expansa: 1 a 5 e 7 (Alb

aa
); 6 (Alb

ab
). 
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4.1.3. Proteínas gerais (PG) 

Todas as bandas eletroforéticas do plasma, não identificadas como 

transferrina (Tf) e albumina (Alb), foram consideradas como bandas do padrão de 

proteínas gerais. As bandas que revelaram migração eletroforética numa zona de 

atividade eletroforética à frente da albumina foram classificadas como pré-albumina 

(Pa) (Manwell e Baker, 1970). Esta proteína apresentou um polimorfismo dialélico, 

onde, três genótipos (Paaa, Paab e Pabb) foram detectados, presumivelmente 

codificados pelos alelos co-dominantes (Paa e Pab) no loco Pa (Figura 5). A 

utilização desse loco não foi possível, pois, a maioria dos indivíduos analisados não 

revelou esses alelos nos eletroferogramas, dificultando desse modo, a genotipagem 

completa dos géis. 

Outras bandas foram reveladas, numa zona de atividade eletroforética 

classificada como pós-albumina, com migração eletroforética imediatamente antes 

da albumina (Manwell e Baker, 1970), e, supostamente, codificadas pelos locos 

fixados PG-1 e PG-2 (Figura 5, Tabela 2). Na zona de atividade localizada antes do 

loco de transferrina foi detecatada uma banda muito difusa (PG-3), não sendo 

possível a sua genotipagem e ultilização nas análises genéticas. 

 
 
 
 

Figura 5. Eletroferograma de proteína geral do plasma revelando polimorfismo para 
o loco Pa em P. expansa: 1, e 6 (Pa

bb
); 3 (Pa

ab
); 2, 5 e 7 (Pa

aa
). 
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4.2. Sistemas enzimáticos 

4.2.1. Esterase (EST – EC 3.1.1.1) 

A enzima esterase revelou duas zonas de atividade eletroforética, mostrando 

um padrão monomórfico de bandas isoenzimáticas, presumidamente codificadas 

pelos mesmos locos fixados (EST-1 e EST-2) em todas as amostras examinadas da 

tartaruga da Amazônia (Figura 6, Tabela 2). Os locos (EST-1 e EST-2) foram 

visualizados no gel numa região mais catódica. O loco EST-1 apresentuou-se 

fracamente corado, com uma migração eletroforética imediatamente à frente do loco 

EST-2. O loco EST-2 mostrou-se fortemente corado.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Eletroferograma de esterase do plasma revelando o monomorfismo 
para o loco EST-1, EST-2 em P. expansa. 
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4.2.2. Fosfoglucomutase (PGM – EC 5.4.2.2) 

A enzima fosfoglucomutase aprestou dois locos, monstrando um padrão 

monomórfico para loco fixado PGM-1 e polimórfico para o loco PGM-2 (Figura 7). O 

loco PGM-2 apresentou os três genótipos teoricamente esperados (PGM-2aa, PGM-

2ab e PGM-2bb) presumivelmente codificados pelos alelos co-dominantes (PGM-2a e 

PGM-2b). Os locos (PGM-1 e PGM-2) foram visualizados numa região mais catódica 

do gel, sendo o loco PGM-1 o que apresentuou uma migração eletroforética mais 

rápida com uma banda fracamente corada. O loco PGM-2 apesar de ter apresentado 

nos zimogramas bandas passíveis de serem genotipadas para a maioria dos 

exemplares examinados, nove exemplares não puderam ser genotipados, devido à 

baixa resolução dessas bandas. As amostras analisadas monstraram um bom 

balanço genético intra e inter populacional, conforme revelado nas análises de qui-

quadrado ( 2) e de verossimilhança máxima (G), onde, não se detectou nenhuma 

diferença estatiticamente significativa (Tabela 3). No entanto, os testes de 

homogeneidade com análise pareada entre as amostras revelaram diferenças 

estatisticamente significativas entre todos os pareamentos feitos com a amostra 

populacional do Tapajós, bem como na amostra total (Tabela 4). 

 
 
 
 
 
 

Figura 7. Representação esquemática do monomorfismo no loco PGM-1, e 
zimograma do polimorfismo no loco PGM-2, na enzima fosfoglucomutase do plasma 
de P. expansa: 3, 5, 6 e 9 (PGM-2

aa
); 1, 2, 7 e 8 PGM-2

ab
); 4 (PGM-2

bb
).  
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4.2.3. Malato desidrogenase (MDH – EC 1.1.1.37) 

Os zimogramas de MDH revelaram uma zona de atividade eletroforética 

situada na região mais catódica do gel, supostamente controlada pelo loco MDH 

(Figura 8). Esse loco mostrou-se polimórfico na amostra populacional do Tapajós, 

com os genótipos (MDHaa e MDHbb) produzidos pela ação presumível dos alelos co-

dominantes (MDHa e MDHb), porém, com ausência do genótipo teórico MDHab. Nas 

amostras populacionais do Uatumã e Trombetas este loco demonstrou-se fixado 

para o alelo MDHb (Tabela 3). Como pode ser obsevado o alelo MDHa e genótipo 

MDHaa foram detectados apenas na amostra do Tapajós. Devido à enorme 

deficiência de heterozigotos, a amostra populacional do Tapajós e a amostra total 

não se encontram em equilíbrio de Hardy-Weinberg, conforme demonstrado nas 

análises do qui-quadrado ( 2) e de verossimilhança máxima (G) (Tabela 3). Os 

testes de homogeneidade com análise pareada entre as amostras revelaram 

diferenças estatísticas altamente significativas entre todos os pareamentos feitos 

com a amostra populacional do Tapajós, e na amostra total (Tabela 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 8. Zimograma de malato desidrogenase do plasma revelando 
polimorfismo para o loco MDH em P. expansa: 1, 2, 4, 5, 6 e 8 (MDH

bb
); 3, 7 

e 9 (MDH
aa

).  
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4.2.4. Sorbitol desidrogenase (SDH – EC 1.1.1.14) 

Em ambos os sistemas de coloração baseados nos métodos de Allendorf et 

al. (1977) e Shaw e Prasad (1970) com modificações, esta enzima apresentou um 

padrão de bandas de baixa resolução eletroforética, i.e., fracamente coradas, 

inviabilizando a sua genotipagem, não sendo desse modo, incluída nas análises 

genéticas. 

 
 
4.2.5. Superóxido dismutase (SOD – EC 1.15.1.1) 

As análises realizadas com a enzima superóxido dismutase revelaram duas 

zonas de atividade eletroforética, com um padrão monomórfico de bandas 

isoenzimáticas, presumivelmente codificadas pelos locos fixados (SOD-1 e SOD-2), 

em todas as amostras examinadas (Figura 9, Tabela 2). Os locos (SOD-1 e SOD-2) 

foram detectados numa região mais catódica do gel. O loco SOD-1 migrou um pouco 

à frente do loco SOD-2. Eventualmente, notou-se a presença de bandas satélites 

posicionadas à frente do loco SOD-1. 

 

 

 

Figura 9. Zimograma de superóxido dismutase do plasma revelando o 
monomorfismo para os locos SOD-1 e SOD-2 em P. expansa.  
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4.3. Desiquilíbrio de ligação 

A hipótese de segregação independente entre os pares dos locos polimórficos 

detectados em P. expansa foi testada por meio das estimativas do qui-quadrado ( 2). 

Das seis possíveis combinações entre os pares de locos, não se detectou diferenças 

estatisticamente significativas (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Análise de desequilíbrio de ligação entre os locos polimórficos 
detectados nas amostras populacionais de P. expansa.  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
4.4. Medidas de variabilidade genética 

Usando o critério de polimorfismo 0,95 (alelo comum com uma frequência 

igual ou menor que 0.95) as amostras populacionais de Uatumã e Trombetas 

apresentaram um polimorfismo de 27,27%, enquanto que, Tapajós e amostra total 

36,36% (Tabela 8). Esse ganho de polimorfismo revelado na amostra populacional 

do Tapajós e na amostra total, deveu-se ao polimorfismo do loco MDH detectado 

apenas na amostra do Tapajós. O número médio de alelos por loco nas amostras do 

Uatumã e Trombetas foi de 1,27, e na amostra do Tapajós 1,36. A heterozigosidade 

média observada (Ho) na amostra populacional do Uatumã foi de 0,0785, Trombetas 

0,0869 e Tapajós 0,0771. A heterozigosidade média esperada (He) na amostra do 

Uatumã foi de 0,0874, Trombetas 0,0766, e Tapajós 0,1211. Como pode ser notado 

Tapajós apresentou um valor de He bem mais elevado em relação às outras duas 

amostras. 

 

  

 

Locos comparados  gl P 

Tf e Alb 0,38 1 0,5353 
Tf e MDH 0,76 1 0,3836 

Tf e PGM-2 0,21 1 0,6505 
Alb e MDH 2,98 1 0,0841 

Alb e PGM-2 0,96 1 0,3261 
MDH e PGM-2 2,03 1 0,1538 
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Tabela 8. Variabilidade genética de 11 locos examinados entre três amostras populacionais de 
Podocnemis expansa. 

 Rio  
Uatumã 

Rio  
Trombetas 

Rio  
Tapajós 

Total 

Nº médio de 
amostra por loco 

29,6 33,9 30,5 94 

Nº de locos 11 11 11 11 
Polimorfismo  27,27 27,27 36,36 36,36 

Nº médio de alelos 
por loco 

1,27 1,27 1,36 1,36 

Nº de locos 
polimórficos 

3 3 4 4 

Ho média 
0,0785 

(0,1442) 
0,0869 

(0,1668) 
0,0771 

(0,1553) 
0,0811 

(0,1533) 

*He média 
0,0874 

(0,1632) 
0,0766 

(0,1439) 
0,1211 

(0,1933) 
0,1004 

(0,1631) 

Entre parêntese os valores do desvio padrão. * Heterozigosidade esperada de (Nei, 1973). 

 
 
 
4.5. Estrutura genética e teste de homogenidade populacional  

As estimativas da estrutura genético-populacional (Tabela 9), usando a 

estatística F de Wright nas amostras populacionais examinadas, revelaram valores 

médios de FIS e FIT de 0,1347 e 0,1912, que são considerados moderado e 

moderadamente alto, respectivamente, de acordo com os valores arbitrários 

definidos por Wright (1978). O loco que contribuiu fortemente para isso foi o MDH, 

onde, se detectou uma grande deficiência de indivíduos heterozigotos na amostra 

populacional do Tapajós (Tabela 3). O loco Alb foi o único a apresentar valores 

negativos, devido ao pequeno excesso de indivíduos heterozigotos nas amostras. O 

valor médio de FST foi de 0,0652, indicando uma diferenciação genética 

moderadamente baixa  entre as amostras populacionais, usando os valores 

arbitrários de Wright (1978). Os locos que mais contribuíram para a diferenciação 

genética entre as amostras foram MDH e PGM-2, em função da diferença 

estatisticamente significativa na distribuição dos alelos desses locos, como 

demonstrado nos testes de homogeneidade (Tabela 4). A estimativa de fluxo gênico 

expressa como número de migrantes por geração (Nm) entre as amostras 

populacionais foi de 3,58 (Tabela 9). 
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Tabela 9. Estimativas do FST e Nm por loco em todas as amostras 
populacionais de P. expansa. 

Locos Nº 
Amostral 

FIS FIT FST *Nm 

Tf 190 0,0174 0,0233 0,0060 41,65 
Alb 190 -0,0771 -0,0734 0,0034 73,31 

PG-1 190 - -  0,0000 - 
PG-2 190 - - 0,0000 - 

EST-1 190 - - 0,0000 - 
EST-2 190 - - 0,0000 - 
MDH 190 1,000 1,000 0,2143 0,92 

PGM-1 190 - - 0,0000 - 
PGM-2 172 0,0198 0,0895 0,0711 3,27 
SOD-1 190 - - 0,0000 - 
SOD-2 190 - - 0,0000 - 
Média 188 0,1347 0,1912 0,0652 3,58 

*Nm= estimativa do fluxo gênico a partir de FST = 0.25(1 - FST)/FST. 

 
 
A comparação par-a-par das estimativas do coeficiente de diferenciação 

genética (FST de Wright) entre as amostras populacionais revelou uma estruturação 

moderadamente baixa entre as comparações feitas com Tapajós.  Não se detectou 

estruturação entre Uatumã vs Trombetas. A comparação par-a-par realizada por 

meio dos testes exatos de diferenciação populacional entre as amostras 

populacionais demostrou uma diferença estatistica altamente significativa, entre 

todas as comparações feitas com a amostra populacional do Tapajós (Tabela 10). 

Os resultados dos testes exatos corroboraram com os resultados obtidos pelos 

testes de homogeneidade (Tabela 4). 

 

Tabela 10. Comparação par-a-par dos testes exatos de diferenciação populacional 
(Raymond e Rousset, 1995), com base na distribuição das frequências alélicas dos locos 
polimórficos nas amostras populacionais de P. expansa. Acima da diagonal as estimativas 
de FST com Nm entre parênteses.  

 Uatumã Trombetas Tapajós 

Uatumã - 
0,0035     
(71,15) 

0,061          
(3,62) 

Trombetas 
 = 2,230;          

P = 0,897 - 
0,066         
(3,54) 

Tapajós 
 = 31,230;        

P = 0,0001* 

 = 33,023; 

P = 0,0001* - 

*p < 0,001. 
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4.6. Distância genética 

As estimativas das distâncias genéticas segundo o critério de Rogers (1972) 

modificado por Wright (1978), revelaram uma menor distância entre as amostras 

populacionais de Uatumã vs Trombetas, ao contrário dos maiores valores 

encontrados entre essas amostras versus Tapajós (Tabela 11). O dendrograma com 

base no método UPGMA ilustra o menor distanciamento genético entre Uatumã e 

Trombetas, bem como o maior distanciamento destas amostras com relação a 

amostra do Tapajós (Figura 10). Os valores de consistência interna de cada nó 

obtidos pelo método de bootstrap são apresentados, onde, o nó que inclui as 

amostras populacionais de Uatumã e Trombetas, apresentou um suporte baixo de 

27,27%, enquanto o nó que inclui as amostras de Uatumã, Trombetas e Tapajós um 

suporte de 100%. 

 
 

Tabela 11. Distância de Rogers (1972) modificado por Wright (1978) entre as 
amostras populacionais de Podocnemis expansa. 

 Uatumã Trombetas Tapajós 

Uatumã - - - 

Trombetas 
0,0240  

- 
 
- 

Tapajós 
0,1195 0,1230  

- 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. UPGMA usando a distância de Rogers modificada por Wright (1978) das 
amostras populacionais de Podocmenis expansa. 
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5. Discussão 
 

5.1. Padrões eletroforéticos monomórficos 

Os locos PG-1, PG-2, EST-1, EST-2, SOD-1, SOD-2 e PGM-1 apresentaram 

padrões eletroforéticos monomórficos em todas as amostras populacionais de 

tartaruga da Amazônia (P. expansa) examinadas (Tabela 2), porém, existe a 

possibilidade de alguns ou mesmo todos esses locos serem polimórficos em outras 

amostras populacionais dessa espécie como demonstrado por Bock et al. (2001) no 

loco de esterase, e, também, no presente estudo para o loco MDH. A enzima 

esterase analisada por Bock et al. (2001), apresentou um único loco monomórfico 

(EST) para as amostras populacionais de P. expansa coletadas no Brasil, 

diferentemente, da amostra populacional coletada no Peru, que se mostrou 

polimórfica para esse mesmo loco. A detecção de dois locos monomórficos de 

esterase (EST-1 e EST-2) nas amostras populacionais de tartaruga da Amazônia 

analisadas no presente trabalho, contrasta com os resultados de Bock et al. (2001), 

possivelmente, em razão das diferentes técnicas eletroforéticas e tipos de tecidos 

biológicos usados por esses autores. 

 

5.2. Padrões eletroforéticos polimórficos 

O padrão eletroforético do loco Tf em P. expansa, demonstrou o mesmo 

polimorfismo descrito por Teixeira et al. (1996), com a presença dos alelos Tfa e Tfb 

(Figura 3; Tabela 3). 

O padrão eletroforético de albumina (Figura 4; Tabela 3), revelou a ausência 

do genótipo Albbb, o que não significa que este genótipo não exista na população. 

Caso semelhante foi descrito para o loco Tf por Teixeira et al. (1996), onde o 

genótipo Tfbb não foi obsevado em três amostas, porém em novas amotragens o 

mesmo foi detectado. Acredita-se que o mesmo possa estar ocorrendo com o loco 

Alb, onde, em uma futura amostragem populacional o genótipo Albbb poderá ser 

encontrado. 

A não genotipagem do loco polimórfico pré-albumina (Pa), ocorreu, 

possivelmente, devido a quatro fatores: 1 - baixa concentração de pré-albumina no 

plasma; 2 - sobreposição com a zona de atividade da albumina; 3 - influência do 

estado fisiológico dos indivíduos; e 4 - ambiental, ou mesmo todos esses fatores 
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combinados podem dificultar o estudo desse loco (Manwell e Baker, 1970). Desse 

modo, desde que se aplique uma outra técnica de isolamento e coloração, esse loco 

talvez possa ser futuramente usado em estudos genético-populacionais dessa 

espécie, como demonstrado em babuínos (Shotake et al., 1977), cavalo (Gahne, 

1965) e frango (Brodacki et al., 2003). 

A enzima PGM foi identificada como dialélica (polimórfica) para o loco PGM-2 

nas três amostras populacionais, com a presença de todos os genótipos 

teoricamente possíveis (PGM-2aa, PGM-2ab e PGM-2bb) (Figura 7; Tabela 3). 

Observou-se uma variação na frequência alélica desse loco na amostra do Tapajós, 

onde, o alelo mais frequente PGM-2b, quase que dobrou em frequência em relação 

as outras amostras examinadas. Adicionalmente, verificou-se um aumento na 

frequência de indivíduos heterozigotos PGM-2ab observados (≈ 50%) nas amostras 

do Trombetas e Tapajós em relação a amostra do Uatumã. Esse aumento pode ser 

atribuído, possivelmente, a mistura de material genético, dado ao transporte 

realizado por técnicos do Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (IBDF), à 

época, de 130 fêmeas poederas da tartaruga da Amazônia do Trombetas para o 

Tapajós, ocorrido entre os anos de 1970 e 1974, visando a preservação da espécie 

(Alfinito et al., 1976). Além disso, no loco PGM de camarão marinho, Palaemon 

elegans já foi registrado a ação seletiva do mercúrio (Hg), onde, esse metal agiu na 

seleção de genótipos, promovendo um aumento da frequência do heterezigoto MS 

nesse loco (Nevo et al., 1984). Esses autores sugeriram a possibilidade de se usar 

marcadores alozímicos polimórficos como indicadores de poluição ambiental. Na 

região do rio Tapajós existem registros de contaminação por Hg em peixes (Sampaio 

da Silva et al., 2006; Barbosa et al., 2003), humanos (Pinheiro et al., 2006), e 

simultaneamente, nesses dois organismos (Bidone et al., 1997), bem como em 

quelônios aquáticos da Amazônia: Peltocephalus dumerilianus, Chelus fimbriatus, 

Podocnemis erythrocephala, P. expansa e P. unifilis (Schneider, 2007; Schneider et 

al., 2009). Essa contaminação ocorre, principalmente, devido a presença de 

"garimpos” na região, onde, o mercúrio é utilizado no processo de extração do ouro; 

além do desmatamento por meio de queimadas com emissão de Hg na atmosfera e 

posterior contaminação dos ambientes aquáticos (Veiga et al., 1994). A região do 

Trombetas embora não seja considerada uma área específica de garimpo na 

Amazônia, apresenta também registro de contaminação de peixes por Hg (Faial et 
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al., 2005). Sendo assim, não se pode descartar a seleção do genótipo heterozigoto 

PGMab pelo Hg em P. expansa, e a utilização desse loco como possível indicador 

genético de poluição na região. 

A enzima MDH apresentou-se monomórfica nas amostras do Uatumã e 

Trombetas com a presença do genótipo MDHbb, e polimórfica na amostra do Tapajós 

com os genótipos (MDHaa e MDHbb), e total ausência de indivíduos heterozigotos 

MDHab (Figura 8; Tabela 3). A completa ausência de heterozigotos em um sistema 

de polimorfismo dialélico em locos protéico-isoenzimáticos é relativamente rara, 

porém, existe na literatura registros dessa ausência em diversos estudos realizados 

com amostras populacionais de vários organismos: árvores (Shimizu et al., 2000; 

Cheng et al., 2001), peixes (Steenkamp et al., 2001; Buth e Mayden, 2001), rã 

(Case, 1978), toupeira (Paulauskas e Starodubaité, 2003) e hamsters (Yiğit et al., 

2007). Destaca-se ainda o fato de Buth e Mayden (2001) terem detectado essa 

ausência no loco MDH-B. Entre os fatores que presumivelmente poderiam estar 

contribuindo para ausência de heterozigotos no loco MDH da amostra populacional 

do Tapajós, estão: 1. diferenças adaptativas entre genótipos (Nevo et al., 1984); 2. 

existência de outros locos que estejam em desequilíbrio de ligação com o loco ora 

examinado, já que, esse tipo de associação entre locos é bem passível de ocorrer 

(Futuyma, 1997); 3. seleção contra indivíduos heterozigotos (Gillespie, 1998; 

Beiguelman, 2008); 4. endocruzamento (Wright, 1921); 5. efeito Wahlund (mistura 

física de duas populações geneticamente distintas) (Smith et al., 1981); e 6. 

produção de uma proteína não funcional, i.e., alelo nulo (Ferguson, 1980), levando a 

uma falsa observação de homozigotos (exclui-se nessa amostra essa possibilidade 

em função da presença dos dois alelos nos géis). 

A observação do alelo MDHa e genótipo MDHaa apenas na amostra do 

Tapajós pode ser atribuída, possivelmente, aos seguintes processos evolutivos: 

mutação, recombinação, deriva gênica, seleção natural, migração e efeito gargalo na 

população (Ayala e Kiger, 1980; Frankham et al., 2008). Certamente que não se 

pode atribuir a associção do alelo MDHa e genótipo MDHaa com o tamanho e idade 

dos indivíduos analisados, pois, todas as amostras eram de filhotes eclodidos 

praticamente na mesma época (Tabela 1), e, além disso, análises preliminares de 

alguns exemplares adultos provenientes do rio Branco, AM, também apresentaram 
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esse mesmo alelo e genótipo (pesquisa em andamento no Laboratório de Genética 

Animal do CPBA/INPA).  

A razão sexual da tartaruga da Amazônia já foi estimada na região do rio 

Caquetá na Colômbia, por Valenzuela et al. (1997), com valores divergentes dos 

apresentados por Alho et al. (1985), na região do Trombetas. No entanto, devido a 

maior similaridade climatológica entre as regiões do Trombetas e  Tapajós, por 

estarem inseridas no corredor da seca (Vanzolini, 1992), adotou-se a razão de um 

macho para 30 fêmeas (≈34ºC em covas descobertas) (Alho et al., 1985), como 

sendo presumivelmente a mesma na região do Tapajós, onde, as covas estavam 

igualmente descobertas. Sendo assim, a análise da distribuição dos alelos (MDHa e 

MDHb) e dos genótipos (MDHaa e MDHbb) entre machos e fêmeas da amostra do 

Tapajós examinada, por meio de testes da probabilidade exata de Fisher (1935) em 

tabelas 2 × 2, não mostrou nenhuma diferença estatisticamente significativa. 

Considerando os nove espécimes de MDHaa observados na amostra do Tapajós, as 

probabilidades estimadas na hipótese (H1) de termos nessa amostra um macho e 

oito fêmeas com o genótipo MDHaa e 22 fêmeas MDHbb, utilizando-se a distribuição 

dos alelos MDHa e MDHb e dos genótipos MDHaa e MDHbb entre os sexos, foram: P 

= 0,0809 e P = 0,2903, respectivamente; e na outra hipótese (H2) de termos um 

macho MDHbb, nove fêmeas MDHaa e 21 fêmeas MDHbb, utilizando-se a distribuição 

desses alelos e genótipos entre os sexos, foram: P = 0,7079 e P = 0,5003, 

respectivamente (Anexo I). No entanto, apenas a sexagem e genotipagem da 

enzima MDH dos indivíduos amostrados permitiriam examinar com maior precisão 

uma possível associação do alelo MDHa e genótipo MDHaa com o sexo, porém, isso 

só seria possível mediante uma nova autorização do Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade (SISBIO), prevendo o sacrifício dos animais. 

 

5.3. Desequilíbrio de ligação 

Em estudos genético-populacionais onde normalmente se utiliza um sistema 

de locos múltiplos exibindo polimorfismo, faz-se necessário submetê-los a testes do 

desequilíbrio de ligação gênica, já que, a coadaptação genética pode existir entre 

alguns alelos, mas, não em outros dentro da mesma população. Nessas 
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circunstâncias, certos alelos de um dado loco podem também estar coadaptados 

com outros de locos distintos (Ayala e Kiger, 1980; Allendorf e Luikart, 2007).  

Considerando que os alelos dos diferentes locos aqui examinados em P. 

expansa não estão associados (Tabela 7), e, presumivelmente, estão segregando 

independentemente (ausência de epistasia), os mesmos podem ser utilizados em 

subsequentes estudos genético-populacionais, que requeiram o equilíbrio gamético 

entre locos, como pressuposto básico. Desse modo, a aplicação desses locos como 

marcadores genético-populacionais, provavelmente, não deve influenciar na 

estimativa de parâmetros sobre a estrutura genética populacional dessa espécie. Em 

contra partida, ressalta-se a possibilidade de alguns desses locos estarem em 

desequilíbrio de ligação com outros locos ainda não examinados, devido a 

processos evolutivos, a saber: endogamia, deriva gênica, seleção, efeito gargalo da 

população e efeito Wahlund (Ayala e Kiger, 1980; Durand et al., 2003; Hartl, 2008).  

 

5.4. Avaliação temporal do loco Tf  

Pesquisas envolvendo variação temporal das frequências alélicas de 

marcadores genético-moleculares, podem ser extremamente úteis para se investigar 

variabilidade genética, tamanho efetivo populacional (Ne), efeito fundador e 

processos associados com a colonização e estruturação genético-populacional 

(Waples, 1989; Kambhampati et al., 1990; Shikano et al., 2001; Williams et al., 2003; 

Jacquemyn et al., 2006; Chevolot et al., 2008; Lucentini et al., 2009). 

A ausência de variação temporal no loco Tf em P. expansa, quando os dados 

do presente estudo foram comparados com os de Teixeira et al. (1996), num período 

de 16 a 24 anos (Tabela 6), revela que embora essas amostras durante esse tempo 

venham sofrendo algum nível de predação para subsistência e/ou comercialização 

(Alho, 1985; Silva e Begossi, 2007; Alves e Santana, 2008), esse loco tem 

preservado a sua integridade num período de no mínimo duas gerações, já que, de 

acordo com Vogt (2008) essa espécie leva de oito a 12 anos para atingir a sua 

maturidade reprodutiva. Isso significa dizer que, em tese, nesse intervalo mínimo de 

tempo (duas gerações), nem a ação antropogência acima citada, nem os processos 

evolutivos que normalmente contribuem para alteração da composição genética das 

populações: mutação, migração, deriva gênica, seleção natural, entre outros (Ayala 

e Kiger, 1980; Hartl, 2008) foram suficientes para causar alterações significativas no 
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loco Tf de P. expansa. Desse modo, recomenda-se pesquisas com séries históricas 

dos marcadores genético-moleculares já examinados em P. expansa: transferrina  

(Teixeira et al., 1996); aloenzimas (Bock et al., 2001); DNA nuclear e mitocondrial 

(Sites et al., 1999; Pearse et al., 2006b) sejam realizadas rotineiramente a fim de se 

obter informações sobre a composição genética dos estoques naturais, visando o 

monitoramento, preservação e manejo da espécie. Essas informações poderão 

nortear as ações protecionistas ora conduzidas pelo Instituto Chico Mendes da 

Biodiversidade (ICMBIO) e Centro de Conservação e Manejo de Répteis e Anfíbios 

(RAN). 

 

5.5. Equilíbrio de Hardy-Weinberg  

O teste de Hardy-Weinberg é um método estatístico simplificado normalmente 

usado para descrever as características genéticas de uma população por meio da 

expansão bionomial de Hardy-Weinberg. Esse método permite descrever uma 

população pelas frequências alélicas e genotípicas exibidas em cada loco, também 

usado para descrever os efeitos da seleção natural. O principal pressuposto da Lei 

de Hardy-Weinberg é que, em uma população infinitamente grande na ausência dos 

processos evolutivos: mutação, migração, deriva e seleção natural, as frequências 

gênicas permanescerão constantes ao longo das gerações. Essa lei diz ainda que, 

se os cruzamentos ocorrerem ao acaso, as frequências genotípicas estarão 

relacionadas as frequências gênicas por meio da expansão do binômio: (p + q)2 = p2 

+ 2pq + q2 = (12) = 1, onde, p e q, correspodem as frequências dos dois diferentes 

alélicos numa suposta população em equilíbrio genético (Ayala e Kiger, 1980; 

Ferguson, 1980; Allendorf e Luikart, 2007). 

Dos quatro locos polimórficos analisados (Tf, Alb, MDH, PGM-2) apenas o 

loco MDH mostrou-se em desequilíbrio de Hardy-Weinberg na amostra populacional 

do Tapajós, com repercussão na amostra total (Tabela 3). Testes do qui-quadrado 

( 2) e de verossimilhança máxima (G), para examinar a distribuição alélica e 

genotípica no loco MDH, revelaram resultados altamente significativos com P < 

0,001. Como já discutido anteriormente (item 5.2), dentre os fatores que podem estar 

causando o desequilíbrio genético no loco MDH listam-se: diferenças adaptativas 

entre genótipos, desequilíbrio de ligação, seleção contra heterozigotos, 
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endocruzamento, efeito Wahlund, e presença de alelo nulo. Entre esses fatores 

enumerados, com exceção do alelo nulo, possibilidade descartada na amostra do 

Tapajós, um ou mais fatores atuando de forma combinada, podem estar afetando a 

distribuição alélica e genotípica no loco MDH nessa amostra. Sendo assim, deverá 

ser realizada uma amostragem populacional mais abrangente na área de ocorrência 

da P. expansa será necessária, com análise preferencialmente dos locos 

examinados no presente estudo, além de outros, no intuito de melhor compreender 

esse peculiar desequilíbrio genético detectado na amostra do Tapajós. 

Adicionalmente, como já mencionado (item 5.4), faz-se necessário prementemente a 

realização de estudos futuros com séries históricas dos marcadores genético-

moleculares já investigados em P. expansa, para avaliar quais os alelos em 

determinados locos poderiam estar aumentando ou diminuindo em frequência, ao 

longo de subsequentes gerações.  

 

5.6. Medidas de variabilidade genética 

O conhecimento da distribuição das frequências alélicas, em pesquisas da 

variabilidade genética, é fundamental em estudos genético-populacionais. Esse tipo 

de pesquisa contribui significativamente para o conhecimento da história evolutiva 

de uma dada população, pois, pode indicar a ação de determinados mecanismos 

evolutivos sobre a população em estudo, tais como: endogamia, deriva gênica, efeito 

fundador e gargalos populacionais. Adicionalmente, com a comparação de 

frequências alélicas, é possível demonstrar se determinadas populações apresentam 

ou não histórias evolutivas similares (Hartl, 2008). 

A variação genética de uma população é geralmente medida pela proporção 

de locos polimórficos (P), heterozigosidade média por loco (H), número de locos 

polimórficos e número médio de alelos por loco (Nei, 1975).  

Dentre essas medidas, a heterozigosidade é a mais informativa, sendo 

portanto, a preferida pela maioria dos geneticistas populacionais, e menos afetada 

pelo tamanho amostral (Ayala e Kiger, 1980). Segundo esses autores, essa medida 

de variabilidade genética é considerada boa porque estima a probabilidade de que 

dois alelos retirados ao acaso de uma população sejam diferentes. Argumentam 

ainda esses autores que um loco com dois alelos, e outro com 20 alelos são 

considerados igualmente polimórficos, além da arbitrariedade na escolha do critério 
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de polimorfismo a ser utilizado (0,95 ou 0,98), i.e., com a frequência do alelo mais 

comum, não maior do que 0,95 ou 0,98. 

No presente trabalho, a heterozigosidade média esperada (He) na amostra de 

P. expansa do Uatumã foi de 0,0874, Trombetas 0,0766, e Tapajós 0,1211. A 

amostra populacional do Tapajós foi a que apresentou maior variação entre a 

heterozigosidade média observada (Ho) e esperada (He) (0,0771 e 0,1211, 

respectivamente) (Tabela 8), devido ao nível de polimorfismo detectado no loco de 

MDH, onde, as frequências alélicas de MDHa e MDHb, foram de aproximadamente 

0,29 e 0,71, respectivamente, apenas nessa amostra. Em função disso, notou-se 

também uma grande variação entre essas medidas Ho e He na amostra total. O 

valor de He na amostra do Tapajós (0,1211), foi bem maior que os valores revelados 

nas duas outras amostras analisadas no presente estudo Uatumã (0,0874) e 

Trombetas (0,0766), e nas examinadas por Bock et al. (2001), que observaram o 

valor de 0,043 na amostra do Peru; 0,072 e 0,078 nas amostras do Brasil. No 

entanto, esses valores estão dentro dos limites estimados para o grupo de répteis, 

onde, em estudos com marcadores protéico-isoenzimáticos, essa medida variou de 

0,05 a 0,124 (Chakraborty et al., 1980; Ferguson, 1980; Allendorf e Luikart, 2007). 

Em Pseudemys scripta, o polimorfismo (P) estimado foi de 0,61 (Scribner et 

al., 1986), em P. unifilis variou de 0,17 a 0,30, e em P. expansa foi de 0,17 (Bock et 

al., 2001). Os valores do polimorfismo observados nas amostras populacionais de P. 

expansa no presente estudo foi de 0,27 nas amostras de Uatumã e Trombetas, e de 

0,36 na amostra do Tapajós, sendo esses valores bem acima do valor estimado por 

Bock et al. (2001). Enfatiza-se o fato de a amostra do Tapajós estar apresentando 

um polimorfismo de 33% a mais, em ralação as amostras de Uatumã e Trombetas, e 

122% a mais em relação as amostras examinadas por Bock et al. (2001). Além 

disso, as amostras do presente estudo demonstraram valores de P acima do valor 

apresentado em répteis (P = 0,23) (Ferguson, 1980; Ayala e Kiger, 1980; Hartl, 

2008).  

A amostra populacional de P. expansa do Tapajós com um número médio de 

alelos por loco igual a 1,36, que excedeu as amostras do Uatumã e Trombetas que 

revelaram o mesmo valor de 1,27. Esse destaque revelado em Tapajós nas medidas 

de variação genética estimadas no presente estudo com proteínas plasmáticas, são 

compatíveis com os resultados apresentados por Sites et al. (1999), que estudando 



 

 

 46 
 
 

marcadores de DNA mitocondrial e microssatélites dessa espécie, detectaram 

também uma maior riqueza alélica e um maior número de haplótipos na amostra 

populacional do Tapajós em relação a amostra do Araguaia. Pearse et al. (2006b) 

trabalhando também com DNA mitocondrial e microssatélites, confirmaram essa alta 

variabilidade genética do Tapajós em relação à maioria das amostras populacionais 

por eles investigadas. 

 

5.7. Estrutura genética 

Com o objetivo de gerar informações sobre a estrutura genética de 

populações naturais para fins de melhoramento e conservação genética das 

espécies, muitos pesquisadores têm empregado as estatísticas F de Wright (Dias, 

1998). O parâmetro utilizado para estimar o grau de fixação gênica, resultante da 

endogamia biparental é o coeficiente F (FIS, FIT e FST) de Wright (1951), definido 

como a correlação entre os alelos nos gametas que formam um zigoto (Robinson, 

1998). FIS é conhecido como o índice de endogamia dos indivíduos em relação a sua 

subpopulação (estima o desvio de Hardy-Weinberg nas frequências genotípicas 

dentro da subpopulação); FIT - a endogamia na população total (estima o desvio de 

Hardy-Weinberg em toda população); e FST - a endogamia devido à diferenciação 

entre as subpopulações em relação à população total (divergência das frequências 

alélicas entre as populações) (Frankham et al., 2008). 

Segundo Wright (1978), F igual a 0,25 é considerado um valor arbitrário acima 

do qual existe uma diferenciação muito grande; valores na faixa de 0,15 a 0,25 

indicam uma diferenciação moderadamente grande. No entanto, segundo o autor 

uma diferenciação não deve de forma alguma ser considerada desprezível se o F for 

igual ou mesmo menor que 0,05. Sendo assim, o valor médio de FIS = 0,1347 obtido 

em P. expansa, indica um endocruzamento moderado dentro das amostras 

populacionais examinadas dessa espécie (Tabela 9). Apenas o loco Alb, mostrou um 

valor negativo para essa medida, indicando um excesso de indivíduos heterozigotos 

nas amostras. O valor médio de FIT igual a 0,1912 indica que o endocruzamanto na 

amostra populacional total foi moderadamente alto. O valor médio de FST = 0,0652 

aponta para uma diferenciação genética moderada entre as amostras populacionais. 

Os valores de FIS, FIT e FST em estudos populacionais com aloenzimas de 

Pseudemys scripta foram de 0,183; 0,142 e 0,048, respectivamente (Scribner et al., 
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1986), e se aproximam dos observados no presente trabalho para Podocnemis 

expansa. Sites et al. (1999) usando DNA microssatélites e mitocondrial sugerem que 

deriva e mutação superam fortemente a ação do fluxo gênico, como forças 

dominantes no processo de estruturação das populações de P. expansa do Araguaia 

e Tapajós. Pearse et al. (2006b), em estudos com esses mesmos marcadores, 

sugerem também que a deriva gênica surgida por redução populacional em P. 

expansa, é a força primária influenciando o processo de diferenciação entre as 

populações dessa espécie. 

Segundo Wright (1969 apud Frankham et al., 2002, p. 328), um único 

migrante por geração seria o suficiente para evitar uma diferenciação genética 

completa entre populações idealizadas. Teoricamente, o número de migantes Nm ≥ 

4 significa a ocorrência de panmixia entre as populações. Já Nm ≤ 2 indica uma 

divergência genética moderada, no entanto, existe uma variação considerável para 

esses valores de Nm entre os organismos, fornecendo um escopo considerável para 

divergência genética que resulta da deriva genética aleatória (Hartl, 2008).  

Sites et al. (1999) encontraram um valor de Nm = 1,67 em P. expansa, 

refletindo numa divergência genética moderada entre as amostras estudadas. 

Valenzuela (2001) estimou um valor de Nm ≈ 4,60, revelando também uma 

divergência genética moderada entre amostras populacionais dos rios Caquetá 

(Colômbia), Tapajós e Araguaia. No presente estudo foi estimado um valor de Nm = 

3,58 na amostra populacional total (Tabela 9), o que refletiu numa divergência 

genética moderada como apresentada acima (FST = 0,0652). Na comparação par-a-

par, Uatumã vs Trombetas o valor de Nm = 71,15, indica uma forte panmixia entre 

essas amostras. Os valores de Nm = 3,62 e 3,54 revelados nos pareamentos 

Tapajós vs Uatumã e Tapajós vs Trombetas, respectivamente, demonstram um 

limitado fluxo gênico entre Tapajós e as outras duas amostras examinadas ou vice-

versa. Tal resultado não é compatível com os dados do loco Tf apresentados por 

Teixeira et al. (1996). Essa limitação de fluxo gênico, repercutiu também numa 

moderada diferenciação genética detectada nos pareamentos Tapajós vs Uatumã e 

Tapajós vs Trombetas, com valores de FST = 0,061 e 0,066, respectivamente (Tabela 

10). Nesse contexto, surge a seguinte questão: qual seria o Nm nas populações 

naturais de P. expansa. Os dados aqui apresentados, com base apenas num 
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limitado número de locos e amostras populacionais examinados, e os parcos dados 

disponíveis na literatura não são capazes de responder tal pergunta. 

No momento, o que se pode claramente perceber é que a maior diferenciação 

genética revelada na área do Tapajós no presente trabalho, mostra-se congruente 

com os dados de DNA publicados por Pearse et al. (2006b), quando esses autores 

compararam uma amostra populacional dessa área com a maioria das outras 

amostras brasileiras examinadas na bacia amazônica. 

Os dados protéico-isoenzimáticos ora apresentados foram tentativamente 

interpretados a luz da hipótese de Refúgios, uma das principais propostas 

amplamente citadas para explicar as formações de barreiras separando populações 

naturais e causando o processo de especiação na Amazônia (Haffer, 1969; 1989; 

2008). Esse autor defende a expansão e retração da floresta na forma de blocos 

isolados de floresta úmida das áreas de relevo de superfície na periferia da 

Amazônia separadas por florestas secas, savanas e outros tipos de vegetação 

intermediária durante os períodos climáticos secos do Terciário e Quaternário. Além 

disso, esse autor sustenta a existência de diferenciação de populações isoladas 

nesses refúgios. Um refúgio segundo Haffer (1989) é uma área comparativamente 

restrita onde um determinado bioma, como floresta ou savana, permaneceu mais ou 

menos constante durante períodos de mudanças na vegetação, preservando desta 

maneira seu mosaico de hábitats e servindo como uma região de sobrevivência para 

ao menos parte das populações de animais e plantas das florestas ou savanas. 

Ressalta ainda que, refúgio é um termo interpretativo e está relacionado a 

fenômenos climatológicos, pedológicos, geomorfológicos, palinológicos e outros, 

sendo considerado de certo modo um termo inapropriado, já que animais e plantas 

não buscam abrigo de forma deliberada nos refúgios. Segundo essa teoria, as 

principais populações de plantas e animais isoladas nos refúgios florestais e não-

florestais mais ou menos restritos, durante fases climáticas adversas, ou tornam-se 

extintas, ou sobrevivem sem muita mudança ou, mais frequentemente, 

direferenciam-se até o nível taxonômico de subespécies ou espécies, antes de 

entrarem, durante uma fase posterior de expansão, em contato secundário com 

populações anteriormente co-específicas habitando outros refúgios. 

Em relação à localização das amotras populacionais de tartaruga da 

Amazônia ora estudadas no presente trabalho, é importante ressaltar que a amostra 



 

 

 49 
 
 

do Uatumã (região do refúgio do Pitinga); e Tapajós (região do Refúgio do baixo rio 

Tapajós), se encontram entre as principais regiões de refúgios ecológicos (Haffer, 

1969; 1989; 2008). A amostra do Trombetas foi coletada a uma distância de 

aproximadamente 350 km a leste região do refúgio do Pitinga. 

Tomando por base a distribuição das frequências alélicas e genotípicas 

observadas nas amostras populacionais da tartaruga da Amazônia, e seguindo a 

linha de raciocínio da hipótese de Refúgios, propõe-se principalmente em relação ao 

padrão exibido pelo loco MDH, a hipótese de que o alelo menos frequente desse 

loco (MDHa) na tartaruga da Amazônia, tenha surgido por mutação num período 

geológico interglacial que foi do Pleistoceno ao Cenozóico mais antigo, onde, 

populações ancestrais amplamente distribuídas na Amazônia detinham ambos os 

alelos (MDHa e MDHb). Essas populações, possivelmente após terem passado por 

um período de glaciação, experimentaram os seguintes processos evolutivos: 

mutação, recombinação, deriva gênica, seleção natural, migração e efeito gargalo na 

população (Ayala e Kiger, 1980; Frankham et al., 2008), e isolamento dentro de 

áreas de refúgios, com posterior fixação dos alelos acima mencionados. Essa 

sequência de eventos pode ter influenciado o padrão do loco MDH, os padrões dos 

demais locos aqui examinados, ou mesmo os de muitos outros locos ainda não 

estudados. 

No entanto, para acomodar os dados aqui gerados, segundo a hipótese de 

Refúgios proposta por Haffer (1969; 1989; 2008), faz-se necessário examinar um 

maior número de amostras populacionais localizadas ao longo da distribuição de P. 

expansa, bem como outros locos gênicos, incluindo preferencialmente os locos MDH 

e PGM ora estudados. 

 

5.8. Distância genética 

As distâncias genéticas são medidas estatísticas da diferenciação genética 

entre populações, onde, as frequências gênicas e genotípicas obtidas pela técnica 

de eletroforese protéica para indivíduos tomados ao acaso nas populações naturais, 

podem também fornecer uma estimativa da diferenciação intra e interespecífica. 

Essas frequências podem ser transformadas em uma série de índices que permitem 

estimar o grau de similaridade ou distância genética entre espécies e populações 

(Solferini e Selivon, 2001). 
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Entre os métodos de agrupamento mais empregados estão os dendrogramas, 

análise de componentes principais e análise discriminante. O método de distância é 

baseado na diferença par-a-par entre as amostras populacionais. O UPGMA 

(método de agrupamento de pares sem pesos com média aritmética) é o favorito de 

todos, pois, supõe uma taxa de evolução constante em cada ramo e funciona 

precariamente quando esta suposição é violada (Hartl, 2008). 

A matriz das distâncias genéticas estimadas entre as amostras populacionais 

de P. expansa examinadas, revelaram o menor valor no pareamento Uatumã vs 

Trombetas (Tabela 11), sugerindo presumidamente que tais amostras estejam 

fazendo parte de uma grande população panmítica i.e. um mesmo estoque, sendo 

este fato respaldado pelo elevado número de migrantes estimado por geração, entre 

elas Nm = 71,15. Registra-se ainda que os maiores valores de distância foram 

dectados entre os pareamentos feitos com a amostra do Tapajós, significando um 

restrito fluxo gênico Nm = 3,62 e 3,54, entre Tapajós vs Uatumã e Tapajós vs 

Trombetas, respectivamente (Tabela 10), vindo isso repercurtir numa maior distância 

genética e heterogeneidade nessas comparações (Tabela 4 e 11). 

É importante ressaltar que animais marcados do rio Tombetas já têm sido 

registrados nas proximidades da cidade de Itacoatiara (Alfinito et al., 1976). Esse 

fato poderia explicar um possível fluxo de animais do rio Trombetas no sentido rio 

Uatumã. Considerando que esses rios são afluentes da mesma margem do rio 

Amazonas, tal fluxo estaria sendo facilitado, resultando numa maior homogeneidade 

entre essas áreas amostradas (Tabela 4, 10 e 11). O dendrograma gerado dos 

dados da Tabela 11, aparece representando graficamente a relação de 

ancestralidade e a estruturação genética das amostras populacionais de P. expansa 

examinadas. 
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6. Conclusões 
 

Pelos dados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que: 

 

1º As proteínas plasmáticas demonstram um alto grau de polirmorfismo em P. 

expansa, e a sua aplicação em estudos genético-populacionais dessa espécie é 

extremamente vantajoso, devido às facilidades de se manter os animais vivos por 

longo tempo. 

 

2º Existe uma estruturação genética moderada entre as amostras analisadas, 

com a formação do clado (Uatumã e Trombetas) e outro com Tapajós. Isto é, os 

dados ora apresentados apontam para uma possível existência de subpopulações 

distintas da tartaruga da Amazônia na área amostrada, onde, neste caso, a hipótese 

(Ho) apresentada nos objetivos da existência de um único estoque da espécie na 

região deve ser rejeitada. 

 

3º A amostra do Tapajós demonstra um maior grau de variabilidade genética 

quando comparada com as outras amostras populacionais do Uatumã e Trombetas. 

 

4º Não houve diferença significativa entre as frequências alélicas do loco de 

transferrina (Tf) ao longo do tempo, quando se comparou os dados do presente 

estudo aos anteriormente descritos por Teixeira et al. (1996). 

 

5º Mesmo com o advento dos marcadores moleculares de DNA, os 

marcadores protéico-isoenzimáticos pela relativa simplicidade, rapidez e baixo custo 

das análises em relação a muitos outros marcadores, continuam sendo aplicáveis 

em estudos de estrutura genética populacional. 
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7. Pespectivas futuras 

Diante dos resultados obtidos é particularmente interessante que se continue 

pesquisando alguns aspectos dentro das populações de Podocnemis expansa, a 

exemplo dos abaixo relacionados: 

1º Ampliar as pesquisas com proteínas plasmáticas a fim de detectar um 

maior número de locos polimórficos que possam servir de marcadores genético-

populacionais. 

2º Buscar a caracterização genética de um maior número de populações ao 

longo da bacia amazônica, com marcadores protéico-isoenzimáticos do plasma 

sanguíneo. 

3º Buscar formas de garantir a conservação e o manejo da população do rio 

Tapajós, e que seja feito sempre uma avaliação genética antes de qualquer 

transplante de animais entre bacias. 

4º Dar continuidade ao exame da variação temporal de marcadores genéticos 

nas populações da tartaruga da Amazônia já avaliadas, buscando identificar 

possíveis associações com fatores antropogênicos e ambientais. 

5º Examinar a possibilidade de se aplicar marcadores protéico-isoenzimáticos 

de P. expansa como indicadores de poluição ambiental, nas áreas da Amazônia, 

onde, já existam fortes indícios de popluição por metais pesados.  
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Anexo I 
 
Testes da probabilidade exata de Fisher (1935) aplicados para avaliar a distribuição 
dos alelos (MDHa e MDHb) e dos genótipos (MDHaa e MDHbb) entre machos e 
fêmeas de Podocnemis expansa na amostra populacional do Tapajós, na hipótese 
H1. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Testes da probabilidade exata de Fisher (1935) aplicados para avaliar a distribuição 
dos alelos (MDHa e MDHb) e dos genótipos (MDHaa e MDHbb) entre machos e 
fêmeas de Podocnemis expansa na amostra populacional do Tapajós, na hipótese 
H2. 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 MDHa MDHb Total  

♂ 2 0 2 

♀ 16 44 60 

Total 18 44 62 

(P =0,0809) 

 MDHaa MDHbb Total  

♂ 1 0 1 

♀ 8 22 30 

Total 9 22 31 

(P =0,2903) 

 MDHa MDHb Total  

♂ 0 2 2 

♀ 18 42 60 

Total 18 44 62 

(P =0,5003) 

 MDHaa MDHbb Total  

♂ 0 1 1 

♀ 9 21 30 

Total 9 22 31 

(P =0,7079) 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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