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RESUMO

VENANCIO, L.P.R. Cagado-de-barbelas (Phrynops geoffroanus
(Schweigger, 1812), Testudines: Chelidae) como modelo para
ecotoxicologia evolutiva: relacionamento entre contaminagdo ambiental,
condicao e variabilidade genética. Sdo José do Rio Preto, 2012, 158p. Tese
de Doutorado — Programa de Pds-Graduagdo em Genética — Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista
“Jualio de Mesquita Filho”.

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da influéncia da atividade humana,
como a contaminacao ambiental e modificac6es do habitat, como direcionadores
de mudancgas fisioldgicas, bioquimicas e de diversidade genética entre
populacdes de cagado-de-barbelas em uma das bacias hidrograficas mais
impactadas do sudeste brasileiro. A fim de analisar o impacto da contaminacao
guimica e organica na espécie de estudo, foram realizadas andlises
ecotoxicologicas visando avaliar a agdo de alguns dos principais componentes
envolvidos com a protecao ao estresse oxidativo e metabolismo de detoxificacdo
de fase | e Il, e capacidade antioxidante. Os resultados indicam a influéncia de
efluentes domésticos e industriais no metabolismo de detoxificacdo e estresse
oxidativo. No entanto, apesar do aumento da atividade EROD e o efeito da
atividade da GST, os valores médios de GST na area urbana estdo dentro
daqueles esperados em condicdo de hipdxia descritos na literatura. Esta
observacdo sugere que o aumento da GST em resposta a producdo de ERO
pela presenca de poluentes, aumenta a rede de defesa antioxidante, controlando
os danos oxidativos causados pela hipoxia e pela reperfusdo. Com o intuito de
estimar a condicdo, que reflete a aptiddo (fitness) individual do animal, foi
avaliada a relagdo matematica entre peso e comprimento, que indicam
alteracbes na forma do corpo e no incremento em peso, que permitem
inferéncias sobre a salde e o bem-estar animal. Os dados gerados informam
diferencas em condigc&o que estdo associadas a area de avaliacdo, mas também
ao sexo e periodo reprodutivo, e gradiente de contaminacao indicando forte
influéncia de estressores ambientais na fisiologia dos espécimes analisados. A
partir da avaliacdo da estrutura genética entre populagbes do rio Preto e do
corrego Felicidade, baseada em microssatélites, constatou-se que nao ha
diferenciacdo genética, devido ao extenso fluxo génico entre elas e elevada
diversidade genética. Contudo, com a analise de estruturacao intrapopulacional,
observa-se a existéncia de cinco agrupamentos genéticos, que reflete as
alteracdes no habitat gerados pelo represamento e assoreamento nas areas
estudadas, que estdo iniciando processos de separacdo (barreira) de sub-
populacBes existentes. Com o intuito de avaliar a relacao entre as informacdes
geradas pelos dados bioquimicos, fator de condicdo e diversidade genética, foi
realizado andlise de correlacdo heterozigosidade-fitness. A relacdo negativa



observada pode ser explicada pelo perfil e mudancas estruturais e ecologicas
nas populagdes estudadas, indicando a influéncia do homem na biologia de
populacdes naturais. Portanto, P. geoffroanus apresenta adaptacdo a
contaminacdo ambiental, mas modificagcbes ecoldgicas e possivel perda do
hébitat estdo alterando a diversidade genética das populagfes estudadas. Este &
o primeiro trabalho avaliando estes aspectos concomitantemente em populagcées
naturais, endémicas do Brasil, e utilizando como objeto de estudo a espécie
Phrynops geoffroanus.

Palavras-chave: Phrynops geoffroanus; ecotoxicologia; fator de condigéo;
genética de populacbes; correlacdo heterozigosidade-fitness; alteracbes
ambientais.



ABSTRACT

VENANCIO, L.P.R. Geoffroy’'s side-necked turtle (Phrynops geoffroanus,
(Schweigger, 1812) Testudines: Chelidae) as a model for evolutionary
ecotoxicology: relationship between environmental contamination,
condition and genetic variability. Sdo José do Rio Preto, 2012, 158p. Tese
de Doutorado — Programa de Pés-Graduacdo em Genética — Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”.

The objective of this study was to evaluate the role of human activity influence,
such as environmental contamination and habitat changes as drivers for
changing physiological, biochemical, and genetic diversity among Geoffroy’s
side-necked turtle populations in one of the most impacted watersheds in
southeastern Brazil. In order to analyze the impact of chemical an d organic
contamination, ecotoxicological analyses were performed to assess the action of
some of the major components involved in oxidative stress protection and phase |
and Il of metabolism detoxification, and antioxidant capacity. The results indicate
the influence of domestic and industrial effluents in detoxification metabolism and
oxidative stress. However, in spite of increased activity and effect of EROD
activity of GST, GST-average values in the urban area conform with those
expected in hypoxia condition in the literature. This observation suggests that
increased GST in response to the ROS production by the presence of pollutants
increases the antioxidant defense network, controlling the oxidative damage
caused by hypoxia and reperfusion. In order to estimate the condition, which
reflects the individual ability (fithess), we evaluated the mathematical relationship
between weight and length, indicating that changes in body shape and weight
increase, allowing inferences about the health and well animal welfare. The data
generated indicate differences in conditions that are associated with the area, but
also with sex and reproductive period, and contamination gradient indicating
strong influence of environmental stressors on the physiology of the specimens.
From the evaluation of genetic structure among populations of the Preto River
and Felicidade Stream, based on microsatellites, we found that there is no
genetic differentiation, due to extensive gene flow between areas and high
genetic diversity. However, with the analysis of intrapopulation structure, we
observe the existence of five genetic groups, which reflects changes in habitat
created by the damming and siltation, which are initiating separation processes
(barrier) of sub-populations. In order to evaluate the relationship between the
data generated by the biochemical data, condition factor and genetic diversity,
analysis of heterozygosity-fitness correlation was performed. The negative
relationship observed may be explained by the profile of structural and ecological



changes in the populations studied, indicating the important influence of man the
natural population biology. Therefore, P. geoffroanus shows adaptation to
environmental contamination and ecological changes and possible loss of habitat
are altering the genetic diversity of populations studied. This is the first study
evaluating all Phrynops geoffroanus these aspects simultaneously in natural
populations in Brazil, using as an object of study.

Key-words: Phrynops geoffroanus; ecotoxicology; condition factor; population
genetics; Heterozigosity-Fitness correlation; environmental changes.
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Introducédo Geral

I. Avaliacdo do impacto ambiental: do individuo a populagdes

A ocupacédo desordenada e a agdo humana em areas naturais
ocorrem em taxas aceleradas no mundo todo, mudando a estrutura fisica e
processos ecoldgicos de habitats originais (MARZLUFF, 2001). A perda de
habitat, mudancas climaticas, espécies invasoras, sobrexploracdo e poluentes
ambientais sdo os elementos chave a atuam de modo sinergistico direcionando
os eventos de extincdo (FRANKHAM et al., 2008; KUUSSAARI et al., 2009). O
impacto do aumento de populagdes humanas e suas atividades séo percebidos
na deplecédo da biodiversidade e variabilidade genética em popula¢des naturais
(VITUOSEK et al., 1997).

Biodiversidade pode ser definida como o numero, variedade e
variabilidade de organismos dentro de uma escala temporal e espacial, incluindo
taxons superiores (géneros, familias, etc.), espécies, populacbes, sub-
populac@es, individuos e genes. A interrupcdo do equilibrio genético em um
desses niveis influencia diretamente no declinio da diversidade, podendo
resultar na extincao de espécies (BICKHAM et al., 2000).

Sabe-se que a sociedade humana € dependente do ambiente e
gue a degradacdo ambiental continuada ameaca a qualidade de vida. Essa
recente preocupacdo baseia-se no efeito potencialmente crénico da
contaminacdo ambiental entre geracdes (BICKHAM et al., 2000). Embora a
ligacdo direta entre efeitos ecolégicos e salde humana seja dificil de
estabelecer, o uso de espécies animais como sentinelas de problemas
ambientais mostra-se importante para esta conexdo (COLBORN, 1994). Como
os sistemas biolégicos sdo os alvos para a agdo de contaminantes ambientais,
espécies sentinelas fornecem informacdes importantes que ndo sdo facilmente
disponiveis a partir de andlises quimicas de amostras ambientais, e assim,
poderiam ser utilizadas como ferramentas de diagndéstico para manejo ambiental
integrado (JHA et al., 2000).

Para avaliar o impacto de cada poluente na qualidade
ambiental é pertinente a realizacdo de estudos de seus efeitos deletérios nos
ecossistemas (WELLS et al., 2001). Nesse contexto, o uso de biomarcadores,

analisados em nivel molecular e celular, sdo de grande importancia como
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instrumento para andlise de efeitos bioldgicos para avaliagdo da qualidade
ambiental (LA TORRE FERNANDO et al., 2005; SARKAR et al., 2006). Como
biomarcadores, entende-se a medida de fluidos corporais, células ou tecidos que
indicam, em termos bioquimicos ou celulares, a presenca de contaminantes no
organismo (BODIN et al., 2004). Ha biomarcadores moleculares, celulares e até
animais inteiros, sendo alguns poluente-especificos e outros que sofrem
alteracbes em resposta a estresse natural ou causado por poluentes (PFEIFER
et al., 2005).

Em estudos de problemas intensivos de poluicdo de animais,
um grupo de biomarcadores tem recebido especial atencdo para o
biomonitoramento de impacto de poluentes, como por exemplo, analise de
enzimas de detoxificacdo de fase | (citocromo P450) e de fase Il (glutationa S-
transferase, GST), além de esterases, como acetilcolinesterase (SARKAR et al.,
2006). Esses biomarcadores sdo de grande significancia para avaliar a
exposicao e efeitos de diferentes contaminantes (metais, xenobibticos organicos
e compostos organometélicos) e podem ser medidos usando diferentes anélises
moleculares (ROSS et al.,, 2002). Por meio desses biomarcadores é possivel
avaliar a que poluente o organismo foi exposto e/ou magnitude da resposta do
organismo aos poluentes (SARKAR et al., 2006).

indices morfométricos também s&do extensamente utilizados
para avaliacao fisiologica do impacto da contaminacdo ambiental sobre uma
populacdo. Estressores ambientais podem alterar parametros fisiolégicos e
bioquimicos das espécies, incluindo indices morfométricos, respostas
antioxidantes e parametros metabolicos energéticos (LI et al.,, 2009). Um
parametro extensivamente utilizado é o fator de condi¢cdo que indica o “bem-
estar” animal em relacdo ao habitat. Para comparar espécies de diferentes
tamanhos, o fator de condicdo foi considerado o melhor indice (BOLGER;
CONNOLY, 1989). De acordo com esses autores, mudancas no fator de
condicdo, baseado na relacdo peso-comprimento reflete alteragdes sazonais no
balanco metabdlico e padrées de maturacdo. O fator de condi¢do, portanto,
mostra-se um bom indicador do fithess de uma populacao.

No entanto, os efeitos somaticos apresentam relativa

importancia em toxicologia animal, por causa da conservacdo e manejo desses
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animais e do ecossistema. Deste modo, estudos com foco em populacdes
mostram-se muito importantes. Embora a saldde de um organismo seja um
importante indicio para a natureza do estresse experimentado por uma
populacdo, o mais profundo efeito ambiental ocorre em niveis maiores de
organizagdo, como populacdes e comunidades (BICKHAM; SMOLEN, 1994;
BELFIORE; ANDERSON, 1998; BICKHAM et al., 2000).

Em condigbes naturais, ou seja, auséncia de influéncias
antropogénicas, frequéncias alélicas dentro de uma populacdo, flutuam com o
tempo de acordo com processos estocasticos (deriva), migracéo e/ou pressao de
selecdo ambiental, como mudangas climéticas ou de hébitat. Entretanto, varias
perturbacbes em uma curta escala temporal, como a poluicdo causada pelo
homem, pode diminuir a condicdo e a variabilidade genética, reduzindo a
viabilidade (fitness) de popula¢bes naturais (MAES et al., 2005), por fixagdo de
alelos deletérios. Sendo assim, a suscetibilidade ao estresse ambiental aumenta,
enfraquecendo a sobrevivéncia das espécies (STANTON et al., 2000; MAES et
al., 2005).

Deste modo, poluentes podem mostrar seus efeitos toxicos em
nivel molecular, mas também iniciam uma cascata de respostas em niveis
superiores, nos tecidos e saude geral do organismo (efeito somatico),
reproducdo, demografia populacional (efeito ecolégico), genética de populacdes,
e finalmente, processos evolutivos (efeito evolutivo) incluindo, nos casos mais
drasticos, a extingdo (BICKHAM et al., 2000; MEDINA et al., 2007; JHA, 2008).

O desenvolvimento de tecnologias de DNA, principalmente
apos a descoberta da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), tem aumentado
as oportunidades de estudos do efeito da variagdo genética como um fator de
selecédo, resisténcia e viabilidade de individuos e populacbes (BROWN et al.,
2001).

Abordagens moleculares oferecem potencial para acessar a
composicao genética de populacdes e permitir estudos correlacionando genética
de populacBes e exposicado a contaminantes ambientais (STATON et al., 2001).
Os enfoques empregados para medir a variacdo genética sdo selecionados
baseando-se na necessidade do nivel de diversidade alélica a ser analisada.

Quando altos niveis de variacdo genética, ou seja, extenso polimorfismo séo
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necessarios, estratégias como AFLP (amplified fragment length polymorphism),
RAPD (random amplified polymorphic DNA), analise de sequéncias da regido
controle de mtDNA e DNA microssatélite sédo utilizados (BROWN et al., 2001).
Microssatélites séo particularmente variaveis e apresentam alto grau de
polimorfismo identificado de modo satisfatério dentro de varios taxons (HUGHS;
QUELLER, 1993).

Microssatélites sé@o repeticbes em tandem de di-, tri-, tetra-,
penta- e hexanucleotideo, amplamente distribuidas no genoma eucarioto e
procarioto (KANDPAL et al., 1994; TOTH et al., 2000; ZANE et al., 2002;
ELLEGREN, 2004). Os microssatélites estdo entre os mais versateis marcadores
moleculares devido a sua natureza altamente polimérfica, modo codominante de
heranca, facil identificacdo, abundante distribuicdo no genoma e facil utilizagédo
em experimento envolvendo PCR (BARKER et al., 1997; KIM et al., 2004).

Devido a alta variabilidade e rapida evolucdo desses elementos
genéticos, 0s microssatélites mostram-se interessantes para estudos de
diferenciacdo entre populacfes relacionadas e mudancas recentes ou rapidas
em variabilidade genética dentro de uma populacdo, como aquelas causadas por
contaminantes ambientais (ELLEGREN et al., 1997).

Outra vantagem dos microssatélites é a possibilidade de avaliar
multiplos locos, aumentando a chance de detectar e observar eventos
mutacionais. Esta vantagem pode ser particularmente importante no
monitoramento de ambientes poluidos onde o tamanho amostral € limitado por
causa da pequena area envolvida ou do perigo de extincdo de alguns
organismos. Pelo aumento do numero de locos, o tamanho amostral é
indiretamente aumentado, enquanto limita o impacto da amostragem na
populacédo (BICHKAM et al., 2000). Esses marcadores, portanto, mostram-se
como uma ferramenta importante para avaliar a plasticidade e composicao
genética que se apresentam como um fator determinante para o sucesso de
esforcos em conservacgéo e restauracao.

Finalmente, o uso de biomarcadores para identificar efeitos
somaticos pode ser empregado em conjunto com estudos de genética de

populagcBes, fornecendo uma conexao convincente entre os efeitos de
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contaminantes em multiplos niveis de organizacdo biolégica (BICKHAM;
SMOLEN, 1994; PRETTI; COGNETTI-VARRIALE, 2001).

Il Phrynops geoffroanus como modelo para estudos ecotoxicoldgicos

evolutivos

O Brasil possui a fauna e a flora mais ricas de toda a América
Central e Sul. No entanto, informagdes para muitas das espécies, principalmente
no que diz respeito aos répteis, ainda sdo preliminares (RODRIGUES, 2005).
Possui 732 espécies de répteis, sendo seis espécies de jacarés, 67 anfisbénia,
248 lagartos, 375 serpentes e 36 queldnios. Atualmente, o Brasil ocupa a
segunda colocacao na relacdo de paises com maior riqueza de espécies de
répteis, atrds da Australia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA,
2011).

Entre os répteis, a ordem Testudines mostra elevada
importancia no contexto ecotoxicolégico. Representantes deste grupo
apresentam-se Uteis como indicadores de contaminagdo quimica e radioativa,
nos ecossistemas aquaticos e terrestres, em programas de monitoramento, por
apresentarem ampla distribuicdo geografica e serem encontrados em uma
grande variedade de habitats, além de possuirem vida longa (MEYERS-
SCHONE; WALTON, 1994).

A ordem Testudines é constituida por 322 espécies de
tartarugas, cagados e jabutis (TTGW, 2011) e esta subdividida em duas sub-
ordens: Cryptodira (cripto: escondido; dire: pesco¢o), animais que retraem a
cabeca horizontalmente para dentro do casco, dividida em trés superfamilias:
Testudinoidea, Trionychoidea e Chelonoidea. A outra subordem é chamada de
Pleurodira (pleuro: lado), que retraem a cabegca e o pescoco lateralmente,
dividida em duas familias: Chelidae e Pelomedusidae encontrados apenas no
Hemisfério Sul (POUGH et al., 2003).

MCCORD et al.,, 2001 adjetiva a historia taxonbmica dos
Pleurodira do Novo Mundo como no minimo “turbulenta”. Phrynops (senso latu) é

um género de quelbnio endémico da América do Sul, que inclui espécies de
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cagados cujo interrelacionamento € incerto. Dentro deste grupo, a espécie
Phrynops geoffroanus, popularmente conhecida como cadgado-de-barbelas, tem
ampla distribuicdo geografica, ocorrendo na América do Sul a leste dos Andes,
desde a Colbmbia até a Argentina (Missiones) (LEMA; FERREIRA, 1990).
Segundo Pritchard e Trebbau (1984), esta espécie parece habitar mais
frequentemente lagoas e riachos a rios de maior volume. Outra observacao
interessante € que Phrynops geoffroanus pode ser encontrado em rios poluidos
gue atravessam algumas cidades brasileiras (BRITES, 2002; FERRONATO,
2008; PINA et al., 2009). Esta espécie é vista com frequéncia, em concentraces
de individuos em alguns pontos, principalmente nas areas mais urbanizadas com
a presenca de esgotos domésticos e industriais. A concentracdo desta espécie
nestas areas parece estar relacionada a abundancia de alimentos provenientes
dos esgotos e de outras fontes (BRITES, 2002).

Apesar do registro na literatura da concentracdo desta espécie
em areas afetadas por influéncia antropogénica, ndo existem estudos avaliando
biomarcadores para analise de estresse ambiental e a influéncia deste fator na
histéria evolutiva dessa espécie. Além disso, ha registros escassos sobre a
arquitetura genética da espécie em questao. O conhecimento sobre marcadores
nucleares, em especial microssatélites, permite a identificacdo de unidades de
conservacao e manejo, diferencas no comportamento migratério de macho e
fémeas e comportamento sexual (BOWEN et al., 2005; JENSEN et al., 2006).

Baseando-se no fato de que Phrynops geoffraonus € uma
espécie que ocorre com certa frequéncia em areas impactadas por
poluicdo gerada por esgoto domeéstico e industrial, avaliar a acdo desses
contaminantes em nivel bioquimico, fisiolégico e da influéncia dos
mesmos na diversidade genética desta espécie, mostra-se de grande
importdncia ndo somente para queldénios de forma geral, mas também
para toda a comunidade associada a esses ambientes impactados,

inclusive para a manutencéo de mananciais para beneficio humano.



Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar os

efeitos de contaminantes originados por atuacéo antrépica (despejo de

lixo organico e industrial) e suas influéncias nas mudancgas evolutivas por

padrdes de diversidade genética em populacdo de Phrynops geoffroanus

existentes no Rio Preto e seu afluente Corrego Felicidade, localizados na

bacia hidrografica Turvo/Grande. Esta bacia é considerada a mais

degradada e poluida do estado de Sao Paulo.

A)

B)

C)

D)

Os objetivos especificos foram:
Avaliar sistemas relacionados com a biotransformagcé@o de xenobidticos,
metais e compostos organometalicos de fase | (atividade EROD) e fase Il
(atividade da GST), capacidade antioxidantes (G6PDH) e avaliar a
atividade da esterase acetilcolinesterase (AChE) em Phrynops

geoffroanus, como biomarcadores sensiveis a contaminacao;

Avaliar a condicdo dos animais coletados por meio da analise do
fator de condicéo, baseando-se em dados de peso e comprimento
como ferramenta para averiguacdo da condicdo fisiologica e bem-

estar dos animais capturados em ambiente controle e urbano;

Realizar analise de diversidade populacional com a finalidade de
realizar um estudo de estrutura populacional e genética de

populacoes;

Estimar parametros de relacdo dos dados observados pela analise
de biomarcadores e variabilidade genética (correlacéo
heterozigosidade-fitness) como um primeiro estudo ecotoxicoldgico
evolutivo para uma espécie endémica da América do Sul e

especificamente para a espécie Phrynops geoffroanus.
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Resumo

1. Estressores ambientais como a contaminacdo por efluentes domésticos e
industriais podem influenciar a taxa de sobrevivéncia de individuos e de
populac¢@es inteiras pela alteracdo na magnitude das reservas energéticas, e por
sua vez a dindmica reprodutiva da espécie.

2. Este estudo avaliou a influéncia da degradacdo ambiental, por meio do indice
de condicédo de espécimes de Phrynops geoffroanus, um quel6nio de 4gua doce
sul-americano. A andlise do fator de condicdo, foram associadas avaliacbes de
abioticos como pluviosidade e temperatura do ar, além de fatores como sexo e
periodo reprodutivo.

3. Baseando-se em dados de peso e comprimento durante quatro anos e trés
areas de estudo, avaliou-se 1) se alteragbes ambientais modificam a condigédo
dos animais, baseando-se na comparagdo com animais de ambiente controle; 2)

se ha diferenca na condicdo entre 0s sexos nos trés ambientes; 3) se a condi¢édo
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foi alterada em relacdo ao periodo de reproducéo; 4) se ha relagdo dos valores
do fator de condicdo com a temperatura do ar e pluviosidade.

4. A andlise dos dados sugere que existe influéncia do ambiente na condicdo
destes animais e que esta associado a um gradiente de contaminacao,
apresentando piores condi¢cdes na area mais impactada. O periodo reprodutivo
foi um fator importante para alteragdes da condigdo nos ambientes avaliados; no
entanto, na area mais contaminada, esta relacéo foi menos clara, indicando que
as alteracoes deste ambiente podem exercer maior influéncia sobre a fisiologia
dos animais. Além disso, houve relagcéo da pluviosidade e temperatura do ar com
a condicao das fémeas, principalmente as do ambiente controle, sugerindo, que
em condi¢des controladas, a reproducdo e as mudancas nos niveis de umidade
e temperatura refletem significativamente sobre a condicéo.

5. Os resultados deste estudo sugerem influéncia de estressores ambientais
sobre a condicdo de P.geoffroanus e indicam a necessidade de atencdo e
monitoramente das areas de ocorréncia da espécie, em especial aquelas
alteradas pelo homem, visto que existe pouca informacao a respeito da biologia
desta espécie pertencente a um grupo taxonémico de histéria natural e evolutiva

controversa.

Palavras-chave: condi¢do, contaminacdo aquatica, estacdo chuvosa e seca,

periodo reprodutivo, Phrynops geoffroanus

Introducéo

A ocupacgdo desordenada de &reas naturais ocorre em taxas
aceleradas no mundo todo, mudando a estrutura fisica e processos ecoldgicos
de hébitat originais (Marzluff 2001). Os efeitos biologicos da poluicdo e o impacto
antropogénico em sistemas aquaticos brasileiros sao pouco avaliados, apesar da
importancia do Brasil no cenario mundial em relacdo a sua riqueza natural. O
Brasil possui a fauna e flora mais rica do mundo, com cerca de 1,8 milhdes de
espécies, e estd em segundo lugar no que diz respeito a riqgueza de espécies de
répteis (Bérnilis 2011) incluindo répteis, ainda sdo preliminares (Rodrigues,
2005).
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O cégado sul-americano, Phrynops geoffroanus (Schweigger
1812), conhecido popularmente como “cdgado-de-barbelas”, apresenta uma
ampla distribuicdo geogréfica, abrangendo desde a Amazdnia Colombiana até
Sudeste do Brasil, Uruguai e Nordeste da Argentina (Pritchard & Trebbau 1984;
Vanzolini 1994). P. geoffroanus é uma espécie integrante do chamado
“Complexo Phrynops geoffroanus”, que abrange espécies como P. hilarii,
P.williamsi, P.tuberosus (Rhodin & Mittermeier, 1983). Este complexo de
espécies € objeto de grande controvérsia taxonémica, que ainda nado foi
completamente esclarecida. Varios autores sustentam este tdxon como uma
superespécie, suscetivel a ser fracionada em vérias entidades especificas; ja
outros autores, sustentam que esta € uma espécie politipica com varias
subespécies diferentes (Rueda-Almonacid et al 2007). Apesar da ampla
distribuicdo geografica da espécie, estudos com interesse na historia natural sdo
praticamente inexistentes e, grande parte das informacdes bioldgicas esta
relacionada com estudos de espécimes cativas (Guix et al 1989; Molina, 1989,
1996).

Além de habitar rios e lagos de maior volume, P. geoffroanus
também pode ser encontrada em rios urbanos poluidos por efluentes domésticos
e industriais (Souza & Abe 2001, Brites, 2002; Pifia et al 2009). Por este motivo,
sugere-se que esta espécie seja resistente ao impacto da poluicdo ambiental,
visto que os ninhos e filhotes aparentemente apresentam morfologia e fisiologia
normais, suportando, inclusive, os maiores niveis de concentracdo de metal para
répteis descritos na literatura. No entanto, como ndo ha o registro da escala
temporal da contaminacdo nestes locais, muitos dos efeitos deletérios da
contaminacdo ambiental podem ainda ser subclinicos, podendo levar a ruptura
no sucesso reprodutivo das populacées em alguns anos (Pifia et al 2009).

Estressores ambientais podem alterar parametros fisioldgicos e
biogquimicos das espécies, incluindo respostas antioxidantes, parametros
metabdlicos energéticos e indices morfométricos (Li et al 2010). “Condicdo” é um
importante determinante da aptidao (fithess) individual do animal, e suas
implicacdes sdo relevantes no contexto ecolégico (Green 2000). Em termos
gerais, “condi¢cdo” € um termo utilizado para referir-se a magnitude das reservas
energéticas organicas, que afeta a probabilidade de sobrevivéncia no nivel

individual e populacional (Ardia 2006; Jennings et al 2006). Os indices de
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condi¢do corporal séo utilizados para auxiliar na descricdo da saude e do bem-
estar de vérias espécies selvagens (Stevenson & Woods 2006), definir a
influéncia de fatores como a degradacdo ambiental, pardmetros da histéria de
vida e interagfes ecoldgicas na saude animal (Stevenson & Woods 2006).

Mudancas na condigéo resultam de alteracbes na composi¢ao
bioquimica tecidual e mobilizacdo de reservas energéticas, podendo ser
relacionado com as estacdes do ano, periodos de vida, reproducdo, saude e
exposicdo a estressores (Barton et al 2002). Sendo assim, 0 sucesso
reprodutivo, e, portanto, a dindmica populacional depende da condicdo dos
organismos (Stevenson & Woods, 2006; Labrada-Martagén et al 2010). Deste
modo, entender as causas da variagdo na condicdo permite avaliar e predizer
variagbes demogréficas, bem como a habilidade de uma populagdo em
responder a estressores ambientais (Sandeman et al 2008). A avaliacdo da
condicdo baseia-se na relacdo entre massa corporal e medidas lineares do
tamanho do corpo (Green 2001). Nao ha informacdes na literatura sobre indices
de condicdo em cégados e tartarugas de agua doce, mas apenas para
tartarugas marinhas (Labrada-Martagon 2010) e tartarugas terrestres (Hailey
2000).

Assim, justifica-se avaliar a condicdo de espécimes de P.
geoffroanus que habitam ambientes impactados pelo homem, e tais dados
podem indicar alteracdes subclinicas que afetariam diretamente a aptidédo
(fitness) das populagbes impactadas. O objetivo deste estudo foi avaliar o indice
de condicdo de P. geoffroanus de ambientes contaminados por efluentes
domésticos e industriais em relagdo a animais de ambiente controlado, além das
possiveis diferencas neste parametro em relacdo ao sexo e periodo reprodutivo,
associados inclusive, com fatores abi6ticos como precipitacdo, temperatura do ar
e estacdo (chuvosa e seca). A condicdo foi avaliada por meio da utilizacao de
dados de peso e comprimento, a fim de averiguar a salde e bem-estar destes
animais como elemento importante na determinacédo da aptiddo das populacdes

estudadas.

Material e Método

AREA DE ESTUDO
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Durante os anos de 2008 a 2011, espécimes de P.
geoffroanus foram capturados em trés areas, da Bacia Hidrogréfica do
Turvo/Grande, regido Noroeste do estado de S&o Paulo (Sudeste do Brasil)
(Figura 1a). Duas areas de coleta localizam-se no perimetro urbano da cidade de
Sao José do Rio Preto - SP, e sao elas: Corrego Felicidade (CF) (20°46'25.99"S,
49°21'17.63"0) e rio Preto (RP) (20°48°31.86"S, 49°22'27.61"0). Esta cidade
situa-se a 489 m acima do nivel do mar; possui clima tropical de altitude, que
indica inverno seco e ameno, com média de temperatura anual de 25,33°C.
Durante o ano, a temperatura minima média € de 17°C, a maxima média &
30,4°C e a pluviosidade média anual € 1259,1mm. As esta¢cbes do ano ndo sao
bem definidas como nas regides temperadas, mas as caracteristicas
meteorologicas da area confirmam a existéncia de duas grandes esta¢des: uma
chuvosa, de outubro a marco, e outra seca, de abril a setembro (Barbieri, Rao &
Franchito 2010). Os dados meteoroldgicos utilizados referem-se a média mensal
de temperatura do ar e pluviosidade dentro do periodo de estudo. A cidade é
dividida fisicamente pelo rio Preto e seus tributarios, sendo o cérrego Felicidade
um deles (Figura 1b). O rio Preto possui aproximadamente 120 km de extens&o,
e é tributario do rio Turvo, que desagua no rio Grande (Bacia Turvo/Grande)
(20). Com aproximadamente 450 mil habitantes, a cidade é fonte constante de
poluicdo aquatica derivadas de residuos agricolas gerados pela cultura da cana-
de-acguUcar e curtumes nos nove cOrregos que atravessam a cidade (Zago et al
2010).



A)

Figura 1. Mapas de localizagé@o da Bacia Hidrografica do Turvo/Grande e da cidade de S&o José do Rio Preto. A) Mapa do estado de S&o Paulo
e da Bacia, com destaque para a regido da cidade de S&o José do Rio Preto — SP. B) Mapa da cidade de S. J. Rio Preto, com indicacédo dos
pontos de coleta. O ponto 1 refere-se ao cérrego Felicidade (20°46'25.99"S, 49°21'17.63"0) e o ponto 2 refere-se ao rio Preto (20°48'31.86"S,
49°22'27.61"0) (Mapa da cidade adaptado de Whitacker 2007 e mapa da bacia adaptado de Comité da Bacia Hidrografica Turvo/Grande 2010).
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A terceira area de coleta refere-se ao criatério comercial de
animais silvestres e exdticos “Reginaldo Uvo Leone”, na cidade de Tabapud —
SP (20°46'20.6"S, 49°21'18.9"W), onde foram coletados os animais controle do
estudo (AC-ambiente controle). Os animais eram alimentados com racdo de
peixe (45% de proteina), e mantidos em lagos artificiais abastecidos com agua

de pocos artesianos.

CAPTURA DE ANIMAIS, SEXAGEM E MORFOMETRIA

Captura e Morfometria - Para captura dos animais, foi utilizada uma armadilha
cilindrica tipo “covo”, medindo 150X60 cm. As armadilhas foram presas por
arame galvanizado em &rvores nas margens do rio e dos corregos, € em seu
interior, foram colocadas iscas (carne bovina e peixe) presas por ganchos de
arame galvanizado. Para todos os espécimes coletados foram tomadas duas
medidas: o comprimento curvilineo maximo da carapaca (CCCa), €em
centimetros, do ponto anterior médio do escudo nucal até a extremidade
posterior dos escudos supracaudais (Wyneken 2001), com auxilio de uma trena
(0,1mm); e a massa corporal em gramas, utilizando balanca com escala (10g-
10KgQ).

As atividades de coleta dos espécimes foram autorizadas e
aprovadas pelo IBAMA/ICMBIo (registro 2838725/n° 16488-1, n°16488-2, 16488-
3) e pela comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP) (Protocolo FAMERP n°
5517/2008).

Sexagem - Os espécimes coletados foram caracterizados quanto ao sexo por
meio de avaliacdo do tamanho da cauda, abertura da placa anal e concavidade
do plastrdo (Molina 1989).

Todos 0s espécimes capturados no rio e nos corregos foram
marcados por perfuragbes nos escudos marginais, que indicam a ordem
numérica e cronolégica da captura com auxilio de furadeira manual. As
perfuragdes foram feitas baseando-se no primeiro escudo nucal como ponto zero
e 0s escudos marginais seguintes como numero um, dois, trés e assim

sucessivamente. Para composicdo das dezenas e centenas, foram feitas
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perfuracbes duplas ou triplas respectivamente, contando os escudos marginais
direitos no sentido horario e os esquerdos no sentido anti-horario. Estas
marcagfes, como sdo feitas em regibes ésseas, ndo sofrem cicatrizacéo,
impossibilitando assim a perda da marca, ndo sao invasivas e nao atrapalham a
locomocdo do animal (Figura 2). Este € o primeiro registro desse tipo de
marcacdo em queldnios. Em seguida, ap0s pesagem e sexagem, 0S animais

foram devolvidos ao local de coleta.
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Figura 2. Esquema de marcacdo dos animais capturados durante o estudo. A placa
nucal é considerada como a placa zero. Os animais com numeracao acima de 10 foram
marcados da seguinte maneira: perfuracdo na placa 1 nas placas marginais direitas
(sentido horario) e o numero 0 na placa zero; o animal nimero 11 foi marcado com uma
perfuracdo na placa 1 no sentido horario e na placa 1 do sentido anti-horario. O mesmo
processo foi feito para as centenas. As setas indicam o sentido horario (direita) e anti-
horario (esquerda). A faixa branca indica a area de medida do comprimento curvilinio
maximo da carapaga (CCCy.x) (Foto de Luiz Dino Vizotto).
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Os animais capturados foram agrupados conforme as
indicagbes de Souza & Abe (2001) em relacdo ao periodo de reproducdo da
espécie, visto que este fator é de extrema importancia para avaliacdo do indice
de condicdo. Estes autores sugerem, pela presenca de ovos no oviduto, que o
periodo de nidificacdo ocorre de Fevereiro a Agosto. Ja o0 periodo de
acasalamento e incubagdo ocorre de Setembro a Janeiro, apontando para a
ocorréncia de sincronizagdo com a estacao chuvosa (Guix et al 1989; Souza &
Abe, 2001).

ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa
estatistico STATISTICA 7.0 (StatSoft). A propor¢céo sexual foi determinada pelas
frequéncias de captura de espécimes nos periodos de Fev-Ago e Set-Jan para o
total de machos e fémeas coletados por meio do teste de qui-quadrado (x?).

O indice de condicdo e a relacdo peso-comprimento foram
estabelecidos pela mensuracdo do peso total e comprimento total, e o0s
parametros a e b foram determinados pela transformacdo dos dados para
log(10) (Le Cren 1951). As curvas de crescimento obtidas pela analise de
regressao entre peso e comprimento seguiram a equagao:

logPeso = log(a) + logComprimento*b,
onde logPeso € a variavel dependente, logComprimento a variavel
independente, a é a constante de regressdo ou grau de “engorda” e b é o
coeficiente de regresséo, que estd relacionada com o tipo de crescimento dos
individuos. A equagédo tedrica de relacdo peso-comprimento foi seguida por:
Peso = a*Comprimento®.

O parametro b € o exponente da forma aritmética da relacao
peso-comprimento e o declive da linha de regressdo na forma logaritmica. Se
b=3 (crescimento isométrico), entdo espécimes pequenos ha amostra em
consideracdo tem a mesma forma e condicdo de espécies maiores. Se b>3
(crescimento alométrico positivo), entdo espécimes grandes apresentam maior
incremento em peso do que em comprimento; inversamente, se b<3
(crescimento alométrico negativo), entdo espécimes grandes sofreram

mudancas na forma do corpo para tornarem-se mais alongados ou espécimes



Capitulo 2

pequenos estdo em melhores condi¢des nutricionais no periodo da amostragem
(Froese 2006).

Para testar as diferencas entre os parametros das curvas
ajustadas para machos e fémeas, foram realizadas analises de covariancia
(ANCOVA) aplicadas aos parametros das regressoes lineares do comprimento e
peso (log10).

O indice de condicao (K) foi estimado para cada espécime
coletado por meio da expresséo K = Peso/Comprimento® (Le Cren, 1951), onde
b é o coeficiente angular da relagdo peso-comprimento. Para comparacdo dos
valores de K entre as areas de coleta foram realizadas testes de ANOVA
complementado por Tukey (post hoc). Também foram realizadas analises de
correlagdo de Pearson para averiguacdo de possivel relacdo da pluviosidade e
temperatura do ar (médias mensais) com os valores de K para 0s sexos e area
de coleta separadamente.

Em relacdo as diferencas estatisticamente significantes entre
duas amostras independentes, foram utilizados os testes t-student para dados
paramétricos, e Mann-Whitney, para nao paramétricos. Para todas as analises
realizadas foi considerado o nivel de significancia de o = 0,05 e as barras de
erros dos graficos representam + desvio padrdo para duas ou mais amostras

independentes, ou maximo e minimo, quando as medianas foram avaliadas.

Resultados

CAPTURA E MORFOMETRIA

Na tabela 1 encontram-se detalhes das informacdes descritivas
a respeito dos animais coletados no periodo de estudo separado pelas areas
avaliadas. No total, foram capturados 130 animais nas quatro areas analisadas,
sendo 80 fémeas e 50 machos. Em relacdo ao peso, as fémeas mostraram-se
mais pesadas (p<0,01) e com maior comprimento em relacdo aos machos
(p<0,05). Em relacdo ao peso, de maneira geral, ndo houve diferenca entre os
ambientes (F=0,17; p=0,844); no entanto, houve diferenca estatisticamente

significante no tamanho dos animais entre as areas de estudo (F=4,109;
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p=0,018), apresentando diferenca significativa entre os machos do AC e CF (t-

student; p=0,0138).

Tabela 1. Descricdo dos espécimes coletados quanto a area, sexo, nimero amostral,
peso e comprimento e relacdo estatistica entre peso e comprimento.

Ambiente Controle Cérrego Rio Preto
(AC) Felicidade (RP)
(CF)
F M F M F M
NUumero amostral 21 15 48 25 11 10
Média Peso (g) + | 2320,00+ | 1510,00 | 2258,1 | 1616,0 | 2554,5 | 1655,00
DP 1018,052 | +496,847 25 +753,9 | 454472 | £388,308
+973,4 78 ,109
77
Média 31,662 28,973 | 29,077 | 26,62 | 31,064 | 27,890
Comprimento 14,356 12,974 14,249 | £4,235 | £1,988 +1,757
(cm) £ DP
Comparacéo p=0,007 (fémeas mais | p=0,005 (fémeas | p=0,0001 (fémeas
estatistica entre pesadas) mais pesadas) mais pesadas)
pesos*
Comparacgao p=0,046 (fémeas p=0,021 (fémeas p=0,001 (fémeas

estatistica entre
comprimento*

maiores)

maiores)

maiores)

F: Fémea

M: machos

DP: desvio padrao
*: teste t-student

Na Figura 3, os dados de peso total (g) foram agrupados por

classe de comprimento (cm). Observa-se que 0 peso dos animais aumenta em

relagdo ao aumento do tamanho do corpo e a ocorréncia de fémeas maiores do

gue os machos principalmente nas classes de 34 a 39,9 cm corroboram dados

da literatura em que fémeas de P.geoffroanus apresentam tendéncia de serem

maiores do que os machos (Gibbons & Lovich, 1990).
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Figura 3. Gréfico da relac@o entre peso total (g) e classes de comprimento (cm) para as
trés areas de estudo (AC — Area Controle, CF — cérrego Felicidade, RP — rio Preto).
Observa-se que 0 peso do corpo aumento seguindo o padrdo de crescimento do corpo.
Destaca-se a ocorréncia de apenas fémeas nas classes 34 a 39,9 cm, confirmando
dados da literatura de que fémeas tendem a serem maiores do que os machos. As
barras dos gréficos indicam a média do peso (g) = desvio padréo.

As proporcdes sexuais foram calculadas para CF e RP, e ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significante entre a proporcdo de
machos e fémeas, que foi de 1,52:1 para CF (x°=1.455 p=0.692), e 1,1:1 para
RP (x°=1.047 p=0.3).

iINDICE DE CONDICAO (K)



Capitulo 2

Os dados de peso e comprimento de cada espécime foram
plotados em graficos de disperséo, ajustando-se 0s parametros por regressao
linear pelo método dos minimos quadrados. Os animais foram agrupados para
teste das diferengas entre os pardmetros das curvas ajustadas para machos e
fémeas para cada periodo de analise, com a finalidade de verificar se havia
diferenca entre os coeficientes de regressdo b e o parametro a (ANCOVA)
(Froese 2006) entre 0s sexos e para cada area separadamente.

Apesar das fémeas apresentarem, em sua grande maioria,
maior peso e comprimento em relacdo aos machos, a analise de covariancia
(ANCOVA) indicou que nao houve diferenca entre os coeficientes angulares (a) e
lineares (b) entre os sexos para CF (Fev-Ago), CF (Set-Jan) e AC (Set-Jan)
(p>0.05). Deste modo, os sexos foram agrupados para avaliacdo dos valores de
b. No entanto, esta mesma situacdo nao foi encontrada para AC e RP no
periodo de Fev-Ago (p<0,05), indicando assim, a necessidade de andlise de b
para cada sexo separadamente nestes casos. A tabela 2 apresenta as
informacdes referentes as andlises de regressao e valores dos coeficientes de

regressao encontrados em cada situacao.



Tabela 2. Relagdo dos dados gerados pelas regressdes lineares para cada ambiente e periodo avaliado.

Fev-Ago Set-Jan
R’ a b K R? a b K
Ambiente 0,935 (F); -1,18 (F); - 3,0133(F);  0,99+0,07 (F); 0,686 (M) -2,582 3.894  0,701+0,043
controle 0,857 (M) 1,150(M) 2,956 (M) 1,04+0,06(M) (M) (M)
Cérrego 0,963 -1,427 (FIM) 3,2174 0,958+0,07 (F); 0,837 -0,811 2.837 1,162+
Felicidade (FIM) (F/m) 1,0140,09 (M) (FIM) (FIM) — (F/m) 0,09 (F);
1,2+0,12
Rio Preto 0,938 (F); -0,725 (F); 2.766 (F);  0,188+0,008 (F); * * * *
0,864 (M) -2.157(M) 3,7132 0,007+0,0006 (M)
(M)
(F): Fémeas
(M): Machos

b: coeficiente de regressédo

a: coeficiente angular

R* ajuste dos pontos da reta de regressao

K: indice de condigédo

*: ndo houve coleta de machos e fémeas neste periodo
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Com os valores de b para cada relacdo, o K foi calculado
para cada espécime (tabela 2). Os maiores valores de K foram encontrados em
AC seguido do CF e RP, respectivamente (Figura 4), mostrando que ha
diferenca entre os periodos relacionados com reproducdo e entre as areas de
coleta para machos e fémeas, sugerindo influéncias fisiolégicas e ambientais

sobre a condicao desta espécie nas areas de estudo.

%k %k

Figura 4. Comparacéo dos valores de K entre os trés ambientes analisados no periodo
de Fev-Ago entre machos e fémeas. Observa-se que houve diferenca estatisticamente
significante somente entre RP e as outras areas (**; p<0,01), ndo ocorrendo entre AC e
CF, para ambos os sexos. AC: ambiente controle; CF: cérrego Felicidade; RP: Rio Preto.
As barras indicam a média dos valores de K + desvio padrao.

Os valores de K mostraram diferenca estatisticamente
significante entre as fémeas (AC, CF e RP) (p=0,000; F=620,796, gl=2) no



Capitulo 2

periodo de Fev-Ago, ndo ocorrendo diferengca somente entre AC e CF. Houve
diferenca significante entre os machos de CF, RP e AC (p=0,000; F=763.306,
gl=2) para o periodo de Fev-Ago (Figura 5), ndo havendo diferenca somente
entre AC e CF, como ocorreu entre as fémeas para o mesmo periodo. Nao foi
possivel fazer esta comparagdo para o periodo Set-Jan pelo fato de que o
namero amostral de machos do ambiente controle neste periodo foi de apenas
trés espécimes.

Quando o K das fémeas séo avaliados e comparados entre 0s
periodos, ha diferenca significativa para valores médios de K CF(Fev-Ago)
versus CF (Set-Jan) (t-student; p=0,0000), sendo que o periodo com maior valor
médio de K foi Set-Jan (Figura 5a). Este padrao também foi encontrado para
machos quando da comparacgéo entre os periodos em CF (Fev-Ago) versus CF
(Set-Jan) (t-student; p=0,000194), sendo o periodo de Set-Jan o de maiores
valores médios de K, equivalente ao observado com as fémeas (Figura 5b). Nas
comparacdes de valores de K entre os sexos, ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significantes entre os valores médios de K para machos e
fémeas de CF nos periodos Fev-Ago (t-student; p=0,0753) e Set-Jan (t-student;
p=0,269).
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A)

B)

Figura 5. Comparacao entre os valores de K de machos e fémeas entre os dois periodos
analisados. Em todas as comparacdes a diferenca foi estatisticamente significante
(p<0.01), sendo os valores de K maiores para ambos os sexos no periodo de Set-Jan. A)
Fémeas; B) Machos. As barras referem-se a média dos valores de K em cada periodo +
desvio padrao.

Apés a plotagem dos dados de K em relacdo a classe de

comprimento e peso, observou-se que para fémeas e machos em CF houve forte
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correlagdo inversa entre peso e tamanho no periodo de Fev-Ago, indicando que
0s maiores valores de K pertencem aos animais de menor peso e tamanho
(Figura 7a) (Fémeas CF Fev/Ago — comprimento: r = -0,9781; p=0,0000; peso: r
= -0.8826; p = 0,0000 e machos CF (Fev/Ago — comprimento: r = -0,9729;
p=0,0000; peso: r = -0,8397, p = 0,0009). Esta relagdo ocorre também em Set-
Jan para as fémeas (Set/Jan — comprimento: r = -0,9306; p = 0,0000; peso: r = -
0,7508; p = 0,0000), mas nao ocorre nos machos do mesmo periodo
(comprimento: r = -0,5571; p = 0.0944) (Figura 6a). No entanto, a mesma
situacdo nao ocorreu nos animais do RP, indicando que nestes locais ndo ha

relacdo entre K, tamanho e peso (Figura 6b).
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A)

B)

Figura 6. Relacao entre K e as classes de comprimento entre machos e fémeas. A)
Corrego Felicidade, periodo Fev-Ago e Set-Jan. Observa-se que os maiores valores de
K pertencem aos animais de menor comprimento. Além disso, a relagao inversa do K e
comprimento nos machos de Set-Jan néo foi visualizada (barras cinzas - comprimento: r
= -0,5571; p = 0.0944; B) Rio Preto, periodo Fev-Ago. Observa-se que ndo existe
relacao entre K e o comprimento em machos e fémeas nesta area. As barras referem-se
aos valores médios de K + desvio padrao.
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Quando andlises de correlagdo entre os valores de K,
pluviosidade e temperatura do ar (médias mensais) foram realizadas, observou-
se correlacdo entre os parametros citados em fémeas de AC para o periodo de
Fev-Ago, apresentando r = 0,575; p = 0,006 para pluviosidade média e r = 0,495;
p = 0,022 para temperatura do ar. Esses resultados indicam a existéncia de
relagcdo entre os fatores abidticos com os valores de K para este grupo amostral.

Avaliando as medianas de K para machos e fémeas,
separados por estacdo chuvosa e seca, houve diferenca significante em fémeas
entre as duas estagbes (Mann-Whitney; p = 0,00006); no entanto, esta diferenca
nao foi observada para machos (Mann-Whitney; p = 0,16) (Figura 7).
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Figura 7. Avaliacdo dos valores de K para machos e fémeas em relagdo a ocorréncia de
estacdo chuvosa e seca. Observa-se que para as fémeas (barras cinza escuro) os
valores de K aumentam com o aumento da pluviosidade (*); p = 0,00006). A estagéo
chuvosa coincide como periodo de incubacdo e, portanto, liberacdo dos ovos da
cavidade abdominal. No entanto, esta relacdo nado foi observada nos machos (barras
cinza claro), sugerindo que outros fatores estdo associados com a condicdo destes
animais.

Sendo assim, a partir da analise dos resultados, os animais de
ambiente controle apresentaram condicdo equivalente aos animais do corrego
Felicidade, apesar do K no ambiente controle ser numericamente maior do que o
observado nos animais do cérrego. Os mais baixos indices de condi¢do foram
detectados nos espécimes do rio Preto, indicando que estes animais possuem
pior condicdo em relacdo aos animais de CF e de AC. Os resultados indicam

também que os machos de CF e de AC apresentam melhor condigdo do que as
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fémeas; no entanto, esta relagdo é inversa para os animais do RP, indicando
que ha maior alteracdo das condi¢Oes fisiologicas para esse sexo quando se
trata do RP. Outra informacédo resultante das andlises do K € que os maiores
valores do indice de condi¢do foram identificados no periodo de Set-Jan, que
corresponde ao acasalamento e desova desta espécie nesta regido.

Além disso, a temperatura do ar e pluviosidade mostraram
relacdo com os valores de K em fémeas do AC, sugerindo que para este grupo
amostral fatores abi6ticos naturais como chuva e seca, exercem forte influéncia
sobre a condicdo em situagBes onde nao ha interferéncia de contaminantes

ambientais.

Discussao

Neste estudo, demonstramos que estimativas de condigc&o
baseada na avaliacdo da relacdo peso-comprimento em Phrynops geoffroanus
detectou diferencas na condicdo destes animais em relacdo ao sexo, periodo
reprodutivo/ndo-reprodutivo e principalmente quanto a area de avaliacao,
indicando forte influéncia de estressores ambientais na fisiologia.

Na regido de estudo, 0 maior impacto aos sistemas aquaticos
reside na contaminacdo por efluentes urbanos e agricolas ndo tratados.
Somente 3,7% do seu territério apresentam vegetacdo natural, alto risco de
contaminacao quimica de solos e aguas e indice preocupante de qualidade de
agua para protecdo da vida aquatica. Esses indicadores foram resultantes da
avaliacdo da Secretaria do Meio Ambiente do estado de S&o Paulo, em matas
ciliares e analise quimica das aguas superficiais, lencgois freaticos e solo de toda
a bacia. Os dados da avaliacdo deste 6rgdo informam que a bacia hidrografica
em questdo é a area mais impactada por contaminacdo do estado de S&o Paulo
(CBH-TG-UGRHI15 2010).

CAPTURA E MORFOMETRIA
O dimorfismo sexual em Testudines geralmente se

expressa pela diferenca de porte entre 0s sexos, cauda mais longa e

concavidade no plastrdo dos machos, caracteres relacionados com o
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comportamento reprodutivo (Berry & Shine 1980; Molina 1989). Fitch (1981)
relatou que, os machos sao geralmente maiores que as fémeas nas espécies em
que os machos lutam e/ou realizam inseminagéo for¢cada; e menores quando
estes comportamentos estao ausentes. Berry & Shine (1980) relataram que nas
espécies aquaticas de nado ativo, as fémeas sdo maiores e 0s machos
dificilmente conseguem subjugé-las, sendo que esta diferenca no tamanho seria
explicada no aumento do sucesso reprodutivo das fémeas e da capacidade
locomotiva dos machos, com consequente sucesso na localizacdo das fémeas.
Ha, portanto, um direcionamento da energia para reproducdo e ndo para o
crescimento corpéreo em machos. Desta forma, os machos devem ser menos
pesados para facilitar a locomocéo, localizacdo e subjugacdo das fémeas. Esta
diferenca no padréo corporal pode ser observada neste trabalho, visto que os
machos mostraram-se menores e menos pesados do que as fémeas, com nitido
dimorfismo sexual como anteriormente relatado por Molina (1989) e Brites
(2002).

Berry & Shine (1980), ao comparar dados da literatura para
75 espécies de Testudines, relataram que, 97% das fémeas das familias
Cheloniidae, Chelidae, Emydidae e Trionychidae alcancam tamanho corpéreo
maior que os machos. Sugere-se que maior tamanho corpéreo nas fémeas
proporcionaria maior espaco para o desenvolvimento dos ovos, como constatado
em Phrynops hilarii (Astort, 1984) e P.geoffroanus (Souza; Abe, 2001. Brites,
2002). Para os machos, Astort (1984) sugere que a menor altura do casco

estaria relacionada com a estabilidade sobre as fémeas durante a copula.

iINDICE DE CONDICAO

Sabe-se que o tamanho e forma do corpo das fémeas de
P. geoffroanus estdo diretamente relacionados com a producdo e manutencao
dos ovos na cavidade abdominal, e que a nidificacdo dos ovos ocorre entre
Fevereiro e Agosto (Astort 1984; Souza & Abe 2001). Uma das dificuldades na
confirmacdo dos parametros do indice de condicdo é o fato de que além de
haver diferencas na dieta dos animais em conteldo de nutrientes, o papel
reprodutivo das fémeas e machos difere em muitas espécies animais (Trivers

1972). Deste modo, os espécimes coletados foram agrupados em dois periodos
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relacionados diretamente com a reproducdo: Fev-Ago (nidificacdo) e Set-Jan
(acasalamento e desova).

Apoés a analise dos dados, pode-se observar que o valor de
K é diferente entre os periodos que refletem momentos diferentes: nidificacédo,
acasalamento e desova. Este indice aumenta no periodo de Set-Jan, tanto para
machos quanto para fémeas, sendo sempre maior para os machos. Estas
mudancas no K devem-se, provavelmente, ao extenso gasto e esforco
energético sofrido pelas fémeas quanto a producado de ovos e vitelogénese,
principalmente no periodo de Fev-Ago. Além disso, a relacdo inversa entre
peso/comprimento e K sugere que o esforco fisioldgico € maior quando ha
aumento do peso do corpo e possibilidade de aumentar o nimero de ovos a ser
produzido, indicando que animais mais novos, e que nao possuem maturacao
gonadal possuem maior condicdo por apresentarem menor deplecdo das
reservas energeéticas.

Apesar do consumo energético neste periodo, as fémeas
tendem a aumentar o estoque de lipidios (Moya-Larafio et al 2008) para
producdo e manutencdo dos ovos, refletindo no aumento do peso corpéreo. A
condicdo das fémeas aumenta nos meses de Set-Jan, periodo que abrange o
acasalamento e formacédo dos ninhos. Apos a liberagdo dos ovos ha diminuicao
do peso médio. Este resultado indica, portanto, que as modificacdes no indice de
condicdo em fémeas e machos estdo associadas principalmente com as
mudancas fisioldégicas provocadas pela maturacdo sexual, relacionando-se com
modificacfes gonadais e presenca de ovos.

No que se refere aos espécimes do RP no periodo de Fev-Ago,
esta relacdo entre peso-comprimento e K néo foi observada. As observacgdes
destacadas nos resultados para a relacdo RP no periodo de Fev-Ago, sugerem a
influéncia de outros fatores sob a condicdo dos animais destas areas,
possivelmente exercendo maior influéncia do que aquelas associadas a
maturidade sexual. Pode-se sugerir que esta influéncia seja exercida pela
presenca de contaminantes como metais pesados existentes no RP (Maschio
2009).

InformacBes a respeito da situacdo de baixa condicdo em
machos e o reflexo disto na reproducdo sdo praticamente inexistentes,

principalmente tratando-se de quelénios como cagados e tartarugas. Sabe-se
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que fémeas em piores condi¢des investem menos energia na maturagdo; mas
em relacdo a disponibilidade de reservas, o gasto € muito maior (Lambert & Dutil
2000). Assim, a energia despendida em reproducdo por estas fémeas pode
aumentar o risco de mortalidade (Dutil & Lambert 2000), inclusive pelo
comportamento de desova no ambiente terrestre, que forca as fémeas a saida
da a4gua para busca de areas para constru¢do dos ninhos. Ja para os machos,
estas afirmacdes sdo mais dificeis de serem feitas. No entanto, baseando-se nos
resultados encontrados neste trabalho e no comportamento reprodutivo de P.
geoffroanus, pode-se inferir que a reducdo da condicdo possivelmente esteja
associada com o gasto das reservas energéticas associadas com a atividade
reprodutiva, principalmente no que diz respeito a busca pelas fémeas e
locomocéo.

Os resultados encontrados em relacdo a correlagcdo entre 0s
valores de K e fatores abidticos como temperatura do ar, pluviosidade e estagéo
chuvosa e seca sugerem que estes parametros estdo relacionados com o K,
visto que no periodo de maior temperatura e maior intensidade de chuvas, os
valores de K aumentam. A correlacdo entre os dois parametros meteorolégicos
foi identificada somente em AC possivelmente porque em locais controlados, 0s
fatores associados a condicdo restringem-se a alimentacdo, reproducao,
temperatura e umidade, pois nao existem estressores ambientais, como
poluentes. Sendo assim, pode-se inferir que a flutuacédo do K associado a chuva
e temperatura seja a condi¢cdo natural da espécie, quando em boas condicfes
ambientais.

Os maiores valores de K associados a estagdo chuvosa para
fémeas é mais um fator importante para auxiliar na influéncia da associacdo do K
com a reproducdo. Como observado por Guix et al (1989) e Souza & Abe (2001),
h& sincronia entre a desova e incubacéo com a estacdo chuvosa e forte pressao
de selecdo para esta ocorréncia (Alho & Padua,1982). A estacdo mais quente e
chuvosa, associada a liberacdo dos ovos, pode auxiliar, portanto, na melhora da
condicdo em fémeas. No entanto, a mesma situacdo ndo foi observada nos
machos. Pode-se sugerir que estes fatores sdao menos relevantes e pouco
influentes na condicdo destes espécimes, refletindo a existéncia de diferencas
sazonais e fisiolégicas importantes entre machos e fémeas e direcionamento

diferenciado das demandas energéticas entre os sexos. Desse modo, outros
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fatores estdo associados com as mudancas nos valores de K de machos de P.
geoffroanus. Esta diferenca entre a condicdo dos sexos baseados em mudancas
de temperatura e pluviosidade também ocorre em outras espécies de animais
como em gastrépodos, como Achatina fulica (Albuquerque et al 2009) e em
mamiferos ruminantes (Antidorcas marsupialis — Turner et al., 2011).

A poluicdo do RP associado a alteracao do perfil do rio pela
construcdo de barreiras em sua margem podem ser os fatores determinantes
para a baixa condicdo nos machos e fémeas desta area. Além do aumento da
atividade metabdlica para detoxificacdo dos contaminantes presentes na agua
(Hochacka & Putz, 2001), ha maior consumo energético por parte das fémeas
para busca de areas para desova; e por parte dos machos, maior esforco
metabdlico para busca das fémeas para coOpula. Cabe salientar que pela
modificagdo do leito e margem do RP, praticamente toda a area de desova na
regido urbana foi perdida, destruindo ninhos existentes e impedindo novas
desovas. Este cenario indica importante impacto da acdo humana sob as
populacBes destas areas; contudo, o reflexo desta situacdo nesta populacéo
ainda néo pode ser avaliado, ja que a alteracdo no perfil do rio é recente.

Os resultados encontrados em animais coletados em area
urbana, objeto deste estudo, refletem as analises fisico-quimicas realizadas nos
recursos hidricos da Bacia do Turvo/Grande por Campanha et al. (2010), que
afirmam que estas areas encontram-se altamente degradadas, afetadas
principalmente pelo lancamento de efluentes domeésticos in natura. Os autores
destacam que os cOrregos Felicidade e rio Preto, apresentaram concentracao
dos parametros avaliados em desacordo com os valores admissiveis pela
Resolucdo CONAMA 357/05. O rio Preto é um dos corpos aquaticos mais
impactados da bacia, contaminados por efluentes domésticos da cidade de Sao
José do Rio Preto e cidades vizinhas, seguido pelo Coérrego Felicidade,
contaminado por efluente agricola e urbano. O impacto ambiental encontrado
pelas analises fisico-quimicas sdo coerente com a diferenca nos indices de
condicdo para P. geoffroanus observados no presente estudo.

Apesar das mudancas em condicdo refletida neste estudo,
nenhuma alteracdo morfologica foi detectada nos animais coletados, como
observado por Pifa et al (2009), ao avaliar a concentragédo tecidual de metais

pesados em espécimes de P. geoffroanus em &rea altamente impactada por
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contaminantes. Sugere-se que esta espécie € resistente a estressores
ambientais, mostrando, inclusive, grande biomassa e alta densidade
populacional nestes locais (Souza & Abe, 2000; Pifia et al 2009).

Em muitas espécies de peixes, como por exemplo,
Oreochromis niloticus, os baixos indices de condicdo em locais poluidos estdo
diretamente associados com o aumento da fecundidade como resposta aos altos
indices de mortalidade (Lein & de Vries 1998; Scoppettone & Rissler, 2000). O
aumento da fecundidade é uma resposta adaptativa de uma populacédo frente a
mudancas no ambiente, assegurando a preservacdo e ndo a eliminacdo da
espécie, na tentativa de manter relativa estabilidade da populagcédo no espaco e
no tempo (Khallaf et al 2003). No presente estudo, nenhuma andlise a respeito
da taxa de fecundidade em P. geoffroanus foi realizada; no entanto, esta pode
ser uma relacdo verdadeira para esta espécie em ambientes impactados, pelo
grande numero de espécimes existentes nestas areas, inclusive na bacia
Turvo/Grande, e pela forte indicacdo de relacdo das mudancas nos indices de
condicdo associadas a reproducdo. Possivelmente, a diminuicdo dos indices de
condicdo reflita os gastos energéticos na tentativa de manter o equilibrio
populacional frente a ampla flutuacdo ambiental.

Deste modo, pode-se concluir que a avaliagdo da condi¢cdo em
espécimes de P. geoffroanus no cérrego Felicidade e no rio Preto reflete o
impacto das alteracbes ambientais causadas por contaminacdo e influéncia
antropogénica, indicando alteracbes nas condicfes fisiol6gicas destes
organismos, especialmente com aquelas associadas a reproducéo, visto que 0s
indices foram significativamente alterados quando os periodos foram
comparados, indicando influéncia sazonal neste parametro. Além disso, o indice
de condicdo em P. geoffroanus mostrou-se coerente com as caracteristicas de
contaminacdo das areas de captura, refletindo o gradiente de contaminacdo
existente evidenciado por analises fisico-quimicas dos corpos d"agua avaliados.

Para entender a ecologia de qualquer espécie, deve-se
entender como as variacdes ambientais influenciam na sua fisiologia e historia
de vida (Getz 2011). Este trabalho foi o primeiro a avaliar este indice em
cagados do Brasil e indica que populacbes de P. geoffroanus de areas
impactadas pelo homem apresentam mudangas em sua condicao fisiolégica e

bem-estar. Sabendo-se que o grupo taxonémico a qual pertence esta espécie
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ainda é controverso e qual é a real amplitude da poluicdo ambiental sob a sua
capacidade reprodutiva, os resultados deste trabalho sugerem a necessidade de
atencdo e monitoramento das areas de ocorréncia da espécie, em especial as

impactadas pelo homem.
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Resumo

Entender a estrutura de populagbes e a diversidade genética é crucial para
conservacdo da vida selvagem e determinar a integridade de populacbes
naturais. Uma causa relevante para a perda da biodiversidade é a modificacdo
de habitats naturais, afetando processos dinAmicos como selecdo natural, fluxo
génico e deriva genética, aumentando a possibilidade de extincdo devido a
erosdo genética e processos demogréficos estocasticos. O cagado sul-
americano, Phrynops geoffroanus (SCHWEIGGER 1812), conhecido
popularmente como “cagado-de-barbelas”, apresenta ampla distribuicdo
geografica, abrangendo desde a Amazonia Colombiana até o Sudeste do Brasil,
Uruguai e Nordeste da Argentina. Esta espécie pertence a um complexo de
espécies que € objeto de grande controvérsia taxondmica, ainda néo
completamente esclarecida; além disso, esta espécie é ainda pouco estudada
em termos ecolégicos e principalmente genéticos. Neste trabalho foram
avaliadas 12 microssatélites com a finalidade de elucidar a estrutura genética e
histéria demografica de populacdes pertencentes a bacia hidrografica mais
poluida e impactada da regido sudeste brasileira, uma das areas mais populosa
e industrialmente desenvolvidas do Brasil. Os dados indicam baixa estruturacéo
genética entre as areas amostradas, baixo grau de consanguinidade
intrapopulacional e alto fluxo génico. Apesar da pouca diferenciagdo genética
entre as populacdes, observou-se alta subestruturagdo genética
intrapopulacional, provavelmente devido ao intenso fluxo génico com outras
areas de sub-bacia e, principalmente, devido ao impacto da ocupagédo humana e
modificag&o do leito do rio. Essa interferéncia pode estar iniciando processos de
formacao de barreiras fisicas, diferenciando possiveis demes existentes por toda
a extensdo da éarea. Analises demogréficas indicam também mudancas no
equilibrio mutag&o-deriva, como indicativo de eventos de gargalo da garrafa
recentes, que podem ter sido mascarados, como por exemplo, pelo pequeno
tempo de alteracdes e historia natural da espécie. Essas observacgdes indicam
gue, apesar da adaptacdo desta espécie a areas impactadas, a alteracdo do
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habitat natural realizada pela acdo humana pode ser refletida na estrutura
genética dessas populacdes, indicando atencao para conservacdo ndo somente
desta espécie pouco conhecida, mas de toda a comunidade pertencente a estas
areas.

Palavras-chave: Phrynops geoffroanus, microssatélites, estrutura de
populacdes, demografia, conservagéo, evolucao.

Introducéo

A modificacdo de habitats naturais pelo homem é uma
importante causa da perda de biodiversidade (MEFFE; CARROL, 1997,
MARZLUFF, 2001; CLARK et al. 2010), afetando processos dindmicos como
selecdo natural, fluxo génico e deriva genética, aumentando a possibilidade de
extincdo devido a erosdo genética e processos demograficos estocasticos
(FRANKHAM et al., 2002). Como a diversidade genética pode aumentar as
chances de sucesso de uma espécie a variacdes ambientais, a perda de alelos é
um fator importante que pode reduzir a habilidade de adaptacdo a novos
desafios evolutivos (WRITE, 1978).

Conhecer a estrutura da populacéo e a diversidade genética é
crucial para preservacao efetiva da vida selvagem devido a sua importancia na
determinacdo da integridade e viabilidade de populacdes naturais. Além disso,
esses parametros podem revelar mais processos atuando em populagcdes e
espécies, como, por exemplo, de que maneira a estrutura genética de espécies
de ampla distribuicdo é formada e mantida, e se ha grupos genéticos cripticos
existentes dentro do taxon (TAMMELEHT et al., 2010).

Marcadores genéticos moleculares podem prover informacdes
importantes sobre a distribuicdo geografica da diversidade genética (e processos
causais associados) de espécies cuja observacdo na natureza € dificultada, por
exemplo, pelo comportamento e/ou pela dificuldade de acessar o seu héabitat
(TZIKA et al., 2008), como por exemplo, espécies de ambiente aquatico.

@) cagado sul-americano, Phrynops geoffroanus
(SCHWEIGGER 1812), conhecido popularmente como “cégado-de-barbelas”,
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apresenta ampla distribuicdo geogréafica, abrangendo desde a Amazénia
Colombiana até Sudeste do Brasil, Uruguai e Nordeste da Argentina
(PRITCHARD; TREBBAU 1984). P. geoffroanus é uma espécie integrante do
chamado “Complexo Phrynops”, que € um complexo de espécies cuja taxonomia
ainda nao foi completamente esclarecida. Varios autores sustentam este taxon
como uma superespécie, suscetivel a ser fracionada em vérias entidades
especificas; ja outros autores, sustentam que esta é uma espécie politipica com
varias subespécies diferentes (RUEDA-ALMONACID et al.,, 2007). Apesar da
ampla distribuicdo geografica da espécie, estudos com interesse na historia
natural sdo praticamente inexistentes e, grande parte das informacdes biol6gicas
foram derivadas de estudos de espécimes cativas (GUIX et al 1989; MOLINA,
1996).

P. geoffroanus é uma espécie pouco conhecida ndo somente
em termos de ecologia béasica, mas principalmente em estrutura genética
populacional. Estudos com ferramentas moleculares sdo importantes, nao
somente para auxiliar no entendimento de processos biogeograficos e
fenbmenos populacionais atuantes na modelagem da estrutura genética e
demografica deste tdxon, mas também para avaliar os eventuais efeitos do
impacto antropogénico na diversidade genética da espécie a fim de auxiliar a
implementacdo de programas efetivos de conservacdo (ESCALONA et al.,
2009). Assim, pode-se evitar a perda de variacdo genética e fixacdo de alelos
deletérios, com consequente depressdo endogamica e reducdo do potencial
adaptativo (CORNEUT; LUIKART, 1996).

Neste estudo, marcadores moleculares microssatélites foram
utilizados para avaliar a estrutura genética de populacdes selvagens de P.
geoffroanus, coletados em areas impactadas por poluentes quimicos e
organicos, de origem antromorfica e por barreiras fisicas decorrentes da
construcdo de represas, com 0 objetivo de avaliar o impacto que esses fatores
podem ter sobre a diversidade genética desta tartaruga de agua doce sul-

americana.

Material e Métodos
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A) Coleta de amostras, extracdo de DNA e geracéo de dados moleculares

Espécimes de Phrynops geoffroanus foram capturados em duas
areas da Bacia Hidrografica do Turvo/Grande, regido Noroeste do estado de Sao
Paulo (Sudeste do Brasil) (Figura 1). As éareas de coleta localizam-se no
perimetro urbano da cidade de S&o José do Rio Preto - SP, e sdo elas: Cérrego
Felicidade (CF) (20°46’25.99”S, 49°21'17.63"0) e rio Preto (RP) (20°47°09.82"S,
49022'26.24"0). Para captura dos animais, foi utilizada uma armadilha cilindrica
tipo “covo”, medindo 150X60 cm. As armadilhas foram presas por arame
galvanizado em arvores nas margens do rio e dos cOrregos, e em seu interior,
foram colocadas iscas (carne bovina e peixe) presas por ganchos de arame
galvanizado. As atividades de coleta dos espécimes foram autorizadas e
aprovadas pelo IBAMA/ICMBIo (registro 2838725/n° 16488-1, n°16488-2, 16488-
3) e pela comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP) (Protocolo FAMERP n°
5517/2008).



A)

Figura 1. Mapas de localizagdo da Bacia Hidrografica do Turvo/Grande e da cidade de S&o José do Rio Preto. A) Mapa do estado de S&o Paulo
e da Bacia, com destaque para a regido da cidade de S&o José do Rio Preto — SP. B) Mapa da cidade de S. J. Rio Preto, com indicacédo dos
pontos de coleta. O ponto 1 refere-se ao corrego Felicidade (20°46'25.99"S, 49°21'17.63"0) e o ponto 2 refere-se ao rio Preto (20°48'31.86"S,
49°22'27.61"0) (Mapa da cidade adaptado de Whitacker(2007) e mapa da bacia adaptado de Comité da Bacia Hidrografica Turvo/Grande 2010).
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Amostras de sangue (~1mL) foram coletados de cada
espécime, seguindo método descrito por Silva et al. (2012), e posteriormente
armazenados em tubos contendo EDTA como anticoagulante. O DNA das
amostras foi extraido até aproximadamente 3 horas apds a coleta, visto a rapida
coagulagéo do sangue.

Os espécimes coletados foram caracterizados quanto ao sexo
por meio de avaliacdo do tamanho da cauda, abertura da placa anal e
concavidade do plastrdo (MOLINA, 1989). Foram coletados 36 fémeas e 13
machos nas duas areas amostradas, totalizando 49 espécimes de Phrynops
geoffroanus.

O DNA gendmico total foi extraido utilizando o protocolo fenol-
cloroférmio descrito por Sambrook et al., (1989), e ressuspendido em ~60uL de
tampdo TE. A concentracdo de DNA foi avaliada com espectofotdbmetro
NanoDrop (ND-1000), a integridade avaliada em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo, e posteriormente estocados a -20°C.

Protocolos de reacBes em cadeia da polimerase (PCR) foram
utilizados para amplificacdo individual de 19 pares de oligonucleotidios
iniciadores de microssatélites com repeticdo dinucleotidica originalmente

desenvolvidos para Podocnemis unifilis e Podocnemis expansa (Tabela 1).



Tabela 1. Informagdes gerais a respeito dos 19 locos testados, como tipo de repeticdo, tamanho esperado, marcagéo, espécie onde o marcador
foi isolado e condigdes de amplificagdo em Phrynops geoffroanus.

Microssatélite Repeticéo Tamanho esperado Marcagéo Taq Temp. annealing [MgCl;] Espécie de Origem
polimerase
PE1075 (AC)11 247-283bp FAM Promega 52°C 2,0mM Podocnemis expansa®
Puni2C11 (CT)17 200-400bp HEX Qiagen 52°C o Podocnemis unifilis™
Pod79 (CT)13(CA)16 220-260bp HEX Qiagen 56°C - Podocnemis expansa®®
Puni1C9 (GA)17 200-350bp FAM Promega 54°C 2mM Podocnemis unifilis™
Puni1C3 (GA)g 200-400bp HEX Promega 52°C 3,5mM Podocnemis unifilis™
Puni1D9 (GA)1» 200-300bp FAM Promega 58°C 2,0mM Podocnemis unifilis™
Puni2E7 (GA)sGC(GA)s 100-300bp FAM Promega 52°C 3,5mM Podocnemis unifilis™
Puni2F6 (CT)6T(CT1o EXCLUIDO HEX EXCLUIDO EXCLUIDO EXCLUIDO Podocnemis unifilis™
Pod147 (GT)1s(A)20 200-300bp HEX Qiagen 60°C . Podocnemis expansa®
Pod62 (GT)1s(TA)s EXCLUIDO FAM EXCLUIDO EXCLUIDO EXCLUIDO Podocnemis expansa®
Puni1B11 (GA);GG(GA), 265-287bp FAM Qiagen 54°C o Podocnemis unifilis™
Puni2D10 (GA)g 140-170bp HEX Qiagen 62°C o Podocnemis unifilis™
Pod1 (CA)1» EXCLUIDO FAM EXCLUIDO EXCLUIDO EXCLUIDO  Podocnemis expansa®™*?
Pod128 (GT)23(GC)s EXCLUIDO HEX EXCLUIDO EXCLUIDO EXCLUIDO ambas"
PuniiB2 (GA)17 300-400bp FAM Qiagen 52°C o Podocnemis unifilis™
PE519 (CT)7(CA)s(CG)o(CA)g EXCLUIDO HEX EXCLUIDO EXCLUIDO EXCLUIDO Podocnemis expansa®
Puni1F10 (CT)s 150-250bp FAM Qiagen 52°C - Podocnemis unifilis™
Puni2A9 (GA)s 100-300bp FAM Promega 52°C 1,5mM Podocnemis unifilis™
PE344 (AG)13 EXCLUIDO FAM EXCLUIDO EXCLUIDO EXCLUIDO Podocnemis expansa®

(1)FANTIN et al.; 2007; (2) VALENZUELA, 2000; (3) SITES et al., 1999; (4) VALENZUELA, 2001; (5) VALENZUELA, 1999.
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As reacgOes de amplificagdo para parte dos marcadores foram
estabelecidas utilizando 3ng de DNA genbmico, 2uM de cada par de
oligonucletideo iniciador, 2,5uL de 2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix, 5X Q-
Solution e agua em um volume final de 5uL, e as temperaturas otimizadas por
reacOes de gradiente de temperatura. Para os marcadores que ndo puderam ser
amplificados com QIAGEN® Multiplex PCR, foram testados com o seguinte
protocolo: 9ng de DNA genbmico, 2uM de cada oligonucleotideo iniciador,
tampao 10X, dNTPs 2.5mM, MgCl, 25mM, 0.5 U de Taq Promega e agua em um
volume final de 10uL. As concentractes ideais de MgCl, foram padronizadas
para cada marcador e otimizado nestas condi¢des (Tabela 1). O protocolo de
ciclagem foi o seguinte: desnaturacao inicial de 95°C por 15 min (QIAGEN) ou
94°C por 5 min (Promega), seguidos por 40 ciclos de 94°C por 30s, 56-62°C por
1 min, 72°C por 1 min, e extenséo final a 72°C por 30m. Os alelos foram
genotipados em sequenciador automatico ABI3100 (Applied Biosystems), e
analisados manualmente utilizando o programa Genemapper v4.1 (Applied
Biosystems). ApOs genotipagem, os fragmentos foram atribuidos a categorias de
alelos de acordo com o seu tamanho, por meio do programa FLEXBIN (AMOS et
al., 2007).

B) Analise de Dados

1) Diversidade genética dentro de localidades

O numero de alelos por populagéo e locos, heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade experada (Hg), e alelos privados foram
calculados utilizando o programa GenAlEx 6.1 (PEAKALL; SMOUSE, 2005). A
riqueza alélica (R,) foi calculada como descrito por El Mousadik e Petit (1996),
por meio do programa FSTAT verséo 2.9.3.2 (GOUDET, 2001).

A avaliacdo do desequilibrio de ligacéo par a par entre locos foi
testada utilizando o programa GENEPOP versédo 4.0 (ROUSSET, 2008), e os
niveis de significancia foram avaliados usando procedimento de aleatorizacdo da
cadeia de Markov (GUO; THOMPSON, 1992) com 10.000 passos de
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dememorizacgéo, 1.000 lotes e 5.000 iteracdes por lotes. Desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) foram testados com o programa ARLEQUIN verséo
3.5.1.2, utilizando teste exato baseado no procedimento descrito por Guo e
Thompson (1992), com 100.000 passos de dememorizagdo (EXCOFFIER;
LISCHER, 2010). Para avaliar a presenca de alelos nulos, foi utilizado o
programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).

2) Diversidade genética entre localidades

A estrutura interpopulacional foi avaliada por meio de calculos
de valores de Fy (WEIR; COCKERHAM, 1994), e calculado com o programa
FSTAT. A subdivisao populacional e estrutura foi avaliada por meio da andlise de
varidncia molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al.,, 1992) implementado no
GenAlEx. As estimativas do numero de migrantes por geracao (Nm = (1-Fg)/4F
(WRIGHT, 1969) foi realizado com GENEPOP.

O método de agrupamento bayesiano implementado pelo
programa STRUCTURE 2.3.3 (PRITCHARD et al.,, 2000) foi aplicado para
identificacdo de agrupamentos genético entre todo o grupo de dados. O método
empregado constituiu do teste de sete clusters (k=7; um até sete), em cinco
corridas independentes (iteracdes), sem utilizacdo de informacéo populacional
prévia. A probabilidade posterior dos dados [LnPr(x/kK)] para cada valor de k foi
inferido com iteracbes MCMC (algoritimo cadeia de Markov Monte Carlo) de
10.000 cada e burn-in de 100.000, utilizando o modelo de ancestralidade
compartilhada (admixture ancestry model) e frequéncia de alelos correlacionado
entre amostras, que considera as frequéncias semelhantes entre as populagfes
devido & migracdo ou ancestralidade, em que alguns alelos estdo em
desequilibrio de ligagdo. O verdadeiro k é selecionado utilizando o valor maximo
do log likelihood [LnPr(x/kK)] da probabilidade posterior a partir de um dado Ak
(EVANNO et al., 2005).

Foram realizados também testes de atribuicdo individual para
calcular a probabilidade de que genétipos multilocos individuais derivem de
populacdes alternativas (PAETKAU et al., 1995), utilizando método Bayesiano
pelo programa GENECLASS 2 (PIRY et al., 2004).
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3) Andlises demogréficas

A histéria demogréfica baseada em microssatélites foi avaliada
utilizando dois métodos: 1) o teste de sinal de Wilcoxon foi utilizado para
examinar se populacdes exibem maior nivel de heterozigosidade do que predito
em uma populacdo em equilibrio mutacao-deriva. Este teste € mais sensivel
para detectar efeitos de gargalo de garrafa (bottlenecks) que ocorreram
aproximadamente na Ultima 2-4 Ne geracgfes, tendo mais poder estatistico para
detectar gargalos mais recentes (por exemplo, 0.2-1Ne gerac¢fes atras). 2) um
teste mode-shift (LUIKART et al., 1998) que detecta distor¢cdo na distribuicdo L
esperada de frequéncias alélicas. Este teste € mais apropriado para detectar
declinios populacionais que tenham ocorrido mais recentemente (em poucas
dezenas de geracbes (LUIKART et al., 1998, CORNUET; LUIKART, 1996). A
deficiéncia de heterozigosidade, excesso de heterozigosidade e os testes mode-
shift foram realizados por meio do programa BOTTLENECK 1.2.02 (PIRY et al.,
1999). Foram realizados 5.000 simula¢gdes em 2 populacbes sob o modelo de
IAM (infinite allele model) (ESTOUP et al., 1995a,b; CORNUET; LUIKART,
1996). Os valores de p do teste de Wilcoxon foram utilizados para evidéncia de

gargalos e o nivel de significancia foi de 0.05.

Resultados e Discusséao

1) Estatisticas intrapopulacionais

Dezenove pares de oligonucleotideos iniciadores de
microssatélites originalmente desenvolvidos para Podocnemis expansa e
Podocnemis unifilis foram submetidos a PCR; destes, 12 apresentaram sucesso
na amplificacdo em Phrynops geoffroanus e foram utilizados para estimar a
estrutura da populagéo da espécie em estudo (Tabela 1).

A avaliacdo global do conjunto de microssatélites utilizando o
MICRO-CHECKER revelou ndo haver nenhuma evidéncia de erro de

genotipagem devido ao padrdo de bandas “gagas” (stuttering) ou perdas de
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alelos grandes, mas evidenciou que alelos nulos podem estar presentes nos
locos Pod147 (Cérrego Felicidade - CF) e Puni2C11 (Rio Preto - RP).

A média do numero de alelos por locos foi de 7.833 em CF e
5.917 em RP. Do total de 92 alelos, 59 foram privados; sendo que estes foram
mais comuns em CF, com destaque para PunilF10 (sete alelos privados) e
Pod147 (13 alelos privados).

A diversidade alélica observada por populacao foi de 5.917
(RP) a 7.833 (CF) (média=6.875), e a riqueza alélica (R,) foi de 5.57 (RP) e 6.11
(CF). A heterozigosidade esperada (Hg) mostrou-se elevada para as duas
localidades amostradas (média entre CF e RP = 0.688), indicando, de modo
geral, que altos niveis de diversidade genética estdo presentes entre as areas.
Estes dados estdo apresentados na Tabela 2. Nenhuma diferenga significante
em R, e He foi identificada entre as localidades (ANOVA, p = 0.233), e as duas
medidas mostraram alta correlacdo (R? = 0.7274, p<0.01).

Tabela 2. Informacdes gerais a respeito das estatisticas intrapopulacionais inferidas dos
dados de microssatélites para as duas areas amostradas.

Local de N Diversidade Diversidade AP* Fs*
coleta alélica* genética*
Aop Ra Ho He
Rio Preto 16 5.917 5.57 0.768 0.698 18 (8) -0.104
Felicidade 33 7.833 6.11 0.719 0.678 41 (9) -0;061

N: tamanho amostral; A,,: média de nimero de alelos observados por locos; Ra: riqueza
alélica; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada; AP: numero de
alelos privados por localidade (numero de locos); Fis: coeficiente de consanguinidade de
Weir e Cockerham (1984). *: calculados com GenALex; *: calculado com FSTAT

O teste de probabilidade para o equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) identificou sete locos que se mostraram significantemente fora do EHW
(¢=0.05). O maior numero de locos fora do equilibrio de EHW pertence a RP
(significante para seis dos 12 locos estudados). Os locos em desvio de EHW em
comum nas duas populacbes amostradas sédo: PunilC3, Puni2E7 e Pod147.
Pearse et al. (2006), avaliando a estrutura populacional sob condigbes de néo-
equilibrio em 18 populagBes de Podocnemis expansa, identificou desvio do EHW

para o loco Pod147 em sete das populacdes amostradas. Avaliando todos os
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pares de locos entre as populacdes, pode-se verificar desequilibrio de ligacédo
(DL) entre Puni2A9 e Puni2D10 (p= 0.022); no entanto, foi observado ocorréncia
de DL em outros locos em cada area de coleta.

Varios estudos tém revelado diferengas na extensédo e no grau
de DL entre populacdes resultantes de diferengas da historia e na demografia de
populagbes (AMARAL et al., 2008; LI; MERILA, 2011). Endogamia e
subestruturacdo populacional (ou estratificagdo) aumentam os niveis de DL em
uma populagdo (PELTONEN et al., 2000). No caso da subdivisdo populacional,
associacdes estatisticas entre locos que nao sao fisicamente ligados podem
ocorrer (PRITCHARD; ROSENBER, 1999). Essa associacdo ocorre porque a
subdivisdo da populagdo permite que as frequéncias alélicas variem entre
segmentos de populagdes como resultado da deriva genética ou efeito de
fundador (SLATKIN; 1991).

Os testes exatos para deficiéncia e excesso de heterozigotos
por populacdo, baseado em estimativas de F;, realizados pelo Genepop,
indicam que dois locos em CF e trés locos em RP apresentam déficit de
heterozigoto; trés locos em CF e cinco locos em RP apresentam excesso de
heterozigotos. O loco coincidente para o déficit de heterozigotos em CF e RP foi
Pod147 e os coincidentes para excesso sao Puni2A9 e Puni2E7. Estes
resultados encontrados em Phrynops geoffroanus para o loco Puni2E7 foi
equivalentes ao encontrado por Fantin et al. (2007), que desenvolveu e avaliou

este marcador em Podocnemis unifilis.

2) Diferenciagcéo genética entre localidades

Geralmente, o grau de estrutura genética em uma espécie
distribuida continuamente é dependente de 1) a ocorréncia de um mosaico de
subpopulagcbes delimitadas por efetivas barreiras fisicas para o fluxo génico
como montanhas, rios e estradas; ou ecoldgicas, como especializagdo preé-
habitat, (MUSIANI et al., 2007); e 2) um Unico grupo genético com nenhuma
fronteira definida ou subdivisédo clara onde o fluxo génico entre partes distantes
da populacdo podem ser restritas somente pela capacidade limitada de
dispersdo (EPPERSON, 2003).
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Avaliando a diferenciacdo genética entre as localidades, o valor
de Fq global entre as duas populagbes foi de 0.018 (IC 95% 0.004-0.033),
indicando existéncia de fluxo génico entre as localidades amostradas e baixa
estrutura genética entre as areas. A avaliagdo da estimativa de migrantes apos
corre¢do por tamanho (Nm) (Genepop) indicou em 3.7 migrantes. Resultado
semelhante também foi observado quando da deteccéo de migrantes de primeira
geracdo realizado pelo GENECLASS, resultando em trés individuos com
probabilidade abaixo de 0.01.

De acordo com Kimura e Maruyama (1971), quando Nm
assume valores maiores do que quatro entre localidades, as areas podem ser
consideradas pertencentes a uma Unica populagédo panmitica, enquanto que Nm
menor do que um indica que as localidades sdo diferenciadas. Hedrick (2005)
sugere que um Unico migrante por geracdo € suficiente para prevenir a
diferenciacdo completa das populagbes ideiais, independentemente do seu
tamanho. Deste modo, pode-se inferir a existéncia de fluxo génico entre CF e
RP, concordando com os padrBes detectados pela estatistica F e com o perfil
geogréfico das areas, ja que CF é tributario do RP.

As andlises de distancia geografica e genética entre as
localidades apontam para uma correlacéo fraca (r? = 0.0545; p>0.01) (Figura 2),
indicando baixa diferenciacdo entre as localidades que abrangem a area
geogréfica estudada (cerca de 6 Km entre os pontos de coleta, seguindo o
percurso do rio e do corrego). O padrao de baixa estruturacao genética entre
populacBes separadas geograficamente € descrito para queldénios da Bacia
Amazébnica como Podocnemis expansa (PEARSE et al., 2006) e Podocnemis
sextuberculata (SILVA et al., 2011), assim como para outras espécies, como por
exemplo, peixe-boi (Trichechus inunguis, CANTANHEDE et al., 2005) e pirarucu
(Arapaima gigas; HRBEK et al., 2005).

Ha poucas informacdes na literatura a respeito da capacidade
migratoria de Phynops geoffroanus. Souza e Abe (2001) sugere que, devido a
baixa taxa de recaptura (2.4%) em coletas realizadas mensalmente durante um
ano, possivelmente a espécie apresente alta capacidade de mobilidade.
Condicdo semelhante foi observado nas coletas no CF e RP; durante todo o
periodo de coleta, houve recaptura de somente dois animais. Os resultados de

andlise de diferenciacdo genética entre localidades contribuem para a afirmacéo
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destes autores e com a nossa observacdo em relacdo ao sucesso de recaptura.
Contudo, para confirmar esta observacdo, faz-se necesséaria a avaliacdo da

estruturacao entre maior numero de individuos e areas da bacia hidrografica.

y=-264.73x+251.4

R?=0.0527
350.000

300.000

250.000 +

A 200.000
U]
© 150.000 -

Figura 2. Teste de Mantel para averiguacao da dependéncia entre distancia geografica e
distancia genética entre os individuos coletados e &rea de coleta. GGD: Distancia
geografica. FstP: distancia genética [Fg/(1-Fg)]. O coeficiente de regressao indica a ndo
existéncia de relacdo entre distancia genética e geogréfica, indicando que os individuos
nédo apresentam isolamento por distancia.

Avaliando os dados de diversidade genética entre as
localidades, os valores elevados dos indices que a descrevem indicam que o
impacto da contaminagdo ambiental e da alteracéo do perfil do leito do rio ainda
ndo afetou consideravelmente as populacbes avaliadas (ELLSTRAN; ELAM,
1993). O perfil de alta diversidade genética foi descrito em outras espécies de
tartarugas de agua doce que sofrem algum tipo de impacto antrépico, como
Podocnemis expansa (PEARSE et al., 2006) e Podocnemis unifilis (ESCALONA
et al., 2009), e esta condi¢do pode indicar variabilidade historica nas condi¢cfes
ambientais que poderiam ter encoberto recentes eventos de gargalo genético
(bottleneck effect) devido a longevidade da espécie e sobreposi¢do de geragdes
(VALENZUELA, 2000; GARZA; WILLIAMSON, 2001; ESCALONA et al. 2009).
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Além disso, distarbios ecoldgicos muito recentes ndo reduzem a diversidade
genética dentro de poucas geracfes, a menos que leve a perda populacional
catastréfica (LIN et al., 2012).

3) Relacionamento genético entre localidades, testes de reducdo de

populacdo e consideracdes gerais

A analise de AMOVA sugere baixa diferenciacdo genética
(64=0.065, p=0.001) entre as popula¢des, com apenas 7% da variacdo sendo
explicada por diferencas interpopulacionais e 93% sendo explicada pela variacdo
dentro da populacdo. No entanto, este resultado sugere a existéncia de
diferenciacdo genética entre grupos de individuos, visto que o valor de 6y foi
maior que 0.05 e o valor de p significativo (WRIGHT, 1931).

Quando os dados foram avaliados por algoritmos de
agrupamento Bayesiano (STRUCTURE), foi identificada alta subestruturacao,
como sugere os dados de variancia molecular, indicando cinco populacdes
subdivididas entre as avaliadas (k = 5), ndo agrupando individuos por area de
coleta. Este resultado aparentemente ndo possui explicacdo ébvia; no entanto,
esta observacdo pode ser justificada pelas alteracdes no leito do rio, como por
exemplo, o represamento do rio Preto e processos avancados de assoreamento
nos seus tributarios, como é o caso do corrego Felicidade. Estes processos de
alteracdo estdo estabelecendo importantes barreiras fisicas ao longo do
percurso do rio, dificultando a migracdo dos animais, como, por exemplo, retorno
de espécimes para a area do lago artificial apés o ponto do represamento,
influenciando na diferenciacdo genética de possiveis sub-grupos populacionais
existentes antes dessas alteragbes e nos que estdo sendo recentemente
formados devido a formacgé&o de barreiras fisicas.

Testes demograficos utilizando BOTTLENECK foram
realizados para avaliar se as populagbes se encontram em equilibrio entre
mutacdo e deriva genética (mutation-drift equilibrium) segundo metodologia
descrita por Cornuet e Luikart (1996). O modelo de IAM (inifite allele model,
WATTERSON 1984), indicou a existéncia de excesso de heterozigosidade em
RP e CF (teste de Wilcoxon-sign rank; p = 0.00049); no entanto, ndo mostrou
alteracdo na distribuicdo L-shaped. Apesar do teste de Wilcoxon sugerir a
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possibilidade de ocorréncia de eventos recentes de gargalo genético, esta
inferéncia ndo foi confirmada pelo modelo de distribuigdo de alelos, sugerindo a
possibilidade de mudancas no equilibrio mutacdo-deriva sem declinio
populacional, haja vista que nao ha sinais de erosdo genética, como avaliado
pela riqueza alélica. Deve-se considerar também o tempo de alteragbes no
ambiente natural dessas areas, como contaminagdo por despejo organico e
industrial, represamento e processos de assoreamento. E preciso considerar
também a historia natural do animal, como, por exemplo, o tempo de vida, que
dificultaria a identificacéo de eventos de declinio populacional no momento; além
da influéncia da amostragem.

Os dados de F;s indicam a nao ocorréncia de consanguinidade
intrapopulacional, e, portanto, a ocorréncia de acasalamentos ao acaso (CF=-
0.061; RP=-0.104). Este resultado sugere a existéncia de numero elevado de
individuos nas areas, em especial no RP, dificultando o acasalamento entre
espécimes aparentados. O numero elevado de individuos poderia explicar em
parte a existéncia de mudancas no equilibrio mutacdo-deriva sem declinio
populacional.

Outra observacdo importante a respeito da densidade
populacional estd no fato de que as areas amostradas apresentam intensa
contaminacédo por efluentes domésticos e industriais (CAMPANHA et al., 2010).
Sabe-se que populacdes de P.geoffroanus apresentam maior densidade nestas
areas devido a alta concentracado de materiais organicos em decomposicado que
favorece a alimentacdo. A alta densidade populacional da espécie e grande
biomassa sugere que estes animais sdo altamente resistentes e adaptados a
ambientes contaminados ndo somente por despejo organico, mas poluidos com
altas concentragdes de metais pesados (PINA et al., 2009), como é o caso das

duas areas amostradas.
Conclusdes
Este é o primeiro trabalho a avaliar a diversidade genética e

estrutura populacional de Phrynops geoffroanus, uma espécie de queldnio

endémica da América do Sul.
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A manutencdo da diversidade entre populacdes é reconhecida
como um problema central da conservacdo (HUGHES et al. 1997), e o
diagnéstico da estrutura baseada em marcadores genéticos neutros €
geralmente correlacionada com variagbes demogréaficas ou ecoldgicas entre
populacdes e/ou adaptacéo local (CRANDALL et al., 2000).

Os resultados deste estudo preliminar de genética de
populacbes em P.geoffroanus apresentam implicagbes para a conservacao
desta espécie ainda pouco conhecida. Apesar dos resultados nédo indicarem
perda relevante da diversidade genética em relacdo a diversidade génica e
riqueza alélica, apresentam uma “assinatura” de vulnerabilidade genética
provocada por alteracdes demogréficas, que podem influenciar na integridade
genética.

Os dados gerados indicam influéncia das alteracdes fisicas,
ocasionadas pelo processo de represamento e assoreamento nas populacgoes,
das areas amostradas. O processo de alteracdo do leito do rio implica em
modificacbes de curso d'agua, construcdo de barreiras nas encostas,
ocasionando a perda de individuos adultos e, em especial, na destruicdo de
ninhos e areas de desova, influenciando diretamente no nimero de individuos
em fase reprodutiva e de novas geracoes.

As questdes aqui levantadas refletem o impacto da atuacéo e
da modificagcdo gerada pelo homem sobre as populacdes naturais e seus
habitats e concordam com outros trabalhos que identificaram a influéncia, como
por exemplo, da agricultura e do desenvolvimento residencial e urbano na
estrutura de genética de populacdes (ROW et al., 2010; ROW et al., 2011).

O tempo de alteracdo na area estudada ainda € muito pequeno
para modificacBes evolutivas importantes, mas os dados refletem desvios no
equilibrio entre mutacdo e deriva genética que ainda ndo podem ser
guantificados, mas que podem resultar em modificagdes no fitness (GAUTSCHI
et al. 2002; BEHEREGARY et al., 2003) e aumento da probabilidade de extincdo
(FRANKHAM 1998; SACCHERI et al., 1998). Estudos abrangendo um numero
amostral mais expressivo e de toda a bacia hidrografica em questdo, além de
estudos ecolégicos e comportamentais mostram-se necessarios para a
conservacao, ndo somente da espécie, mas de toda a comunidade associada a

essas areas intensamente impactadas pelo homem.
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Resumo

A relacéo entre diversidade genética e fitness possui implicagbes na biologia
evolutiva e da conservagdo. Este relacionamento tem sido amplamente
investigado em nivel individual em estudos de correlacdo heterozigosidade-
fitness (CHF). De modo geral, efeitos gerados pela endogamia e/ou efeitos locais
de locos unicos tem sido utilizados como explicacdes para a correlagcado. Neste
trabalho foi investigada a correlacdo entre heterozigosidade individual e varios
aspectos do desempenho fisiolégico de cagado-de-barbelas (Phrynops
geoffroanus). Neste contexto foi avaliado o fator de condicdo, que se baseia na
relacdo entre peso e tamanho dos individuos e a avaliagdo de diversos
elementos associados a capacidade antioxidante e de detoxificacdo. Foram
genotipados 49 animais com 12 microssatélites. A relagdo entre
heterozigosidade e fithess mostrou-se negativa, possivelmente por codominancia
e vantagem de alelos recessivos devido a mudancas ecoldgicas recentes nas
areas amostradas, refletindo a influéncia da atividade humana sobre essas
populacdes.

Palavras-chave: microssatélites, correlacdo heterozigosidade-fitness (CHF),

correlagdo negativa entre CHF, Phrynops geoffroanus
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Introducéo

A influéncia da diversidade genética no fitness em individuos e
populacdes mostra implicacdo para biologia evolutiva e da conservacdo. A
correlagdo heterozigosidade-fitness (CHF) tem sido usada para o estudo do
relacionamento entre diversidade genética e tracos relacionados com o fitness
em nivel individual em uma variedade de organismos (COLTMAN; SLATE, 2003;
CHAPMAN et al., 2009).

O impacto da heterozigosidade no fitness tem uma longa
historia na biologia evolutiva. Charles Darwin (1876) notou que individuos com
altos niveis de heterose podem apresentar “vigor do hibrido”, e estudos desde
entdo suportam esta ideia (CHAPMAN et al., 2009). Contudo, ainda nao é claro
como atua a forca do efeito da heterozigosidade no fithess de populacbes
naturais (CHAPMAN et al., 2009; SZULKIN et al., 2010).

A CHF é comumente explicada pelo efeito de endogamia em
todo o genoma (hip6tese do efeito geral) ou por efeitos localizados em um Gnico
loco (hipotese do efeito local/direto) (DAVID, 1998; HANSSON; WESTERBERG,
2002). A endogamia causa a reducdo na heterozigosidade individual pelo
genoma, e assim, aumenta o risco da expresséo de alelos deletérios recessivos
e diminui a ocorréncia do efeito benéfico da vantagem do heterozigoto. Este
fenbmeno €é conhecido como depressao endogamica (CHARLESWORTH;
WILLIS et al, 2009). Neste caso, espera-se que a relacdo entre
heterozigosidade e fitness seja positiva.

O fendmeno oposto, depressdo exogamica, geralmente ocorre
quando a progénie produzida por cruzamento entre individuos de populagfes
geneticamente diferenciadas apresenta o fithess reduzido do que aquela
originada entre cruzamentos de individuos da mesma populagédo. O declinio no
fitness neste caso pode ser atribuido a quebra de complexos génicos co-
adaptados ou favorecimento de interacGes epistaticas negativas(LYNCH, 1991).
Deste modo, o que se observa é efeito negativo da heterozigosidade no fitness
(MARSHALL; SPALTON, 2000; NEFF, 2004).

Apesar do numero crescente de trabalhos avaliando CFH,
revisdes indicam que essas avaliagdes tendem a ser fracas e inconsistentes
(COLTMAN; SLATE, 2003; CHAPMAN et al., 2009; SZULKIN et al., 2010).
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Provavelmente, isto se deve a variacdes na base genética de tragos importantes
(como, por exemplo, se sdo tracos poligénicos) ou devido a variacdes na
frequéncia e histéria de endogamia na populagdo estudada (SZULKIN et al.,
2010). Nota-se também que a historia de vida e tracos comportamentais podem
também apresentar plasticidade fenotipica (POSTMA; VAN NOORDWIJK, 2005).
A plasticidade pode gerar variagdes intra e inter-individuais que podem
obscurecer o impacto da heterozigosidade (WETZEL et al., 2012).

Neste trabalho o efeito da heterozigosidade foi avaliado em
varios aspectos do desempenho fisiolégico de cagado-de-barbelas (Phrynops
geoffroanus). Neste contexto foi avaliado o fator de condigéo, que se baseia na
relacdo entre peso e tamanho dos individuos e a avaliacdo de diversos
elementos associados a capacidade antioxidante e de detoxificagao.

Material e Métodos

1) Area de estudo de amostras

Espécimes de Phrynops geoffroanus foram capturados em duas
areas da Bacia Hidrografica do Turvo/Grande, regido Noroeste do estado de Sdo
Paulo (Sudeste do Brasil) (Figura 1). As areas de coleta localizam-se no
perimetro urbano da cidade de S&o José do Rio Preto - SP, e séo elas: Corrego
Felicidade (CF) (20°46'25.99”S, 49°21'17.63"0) e rio Preto (RP) (20°47°09.82"S,
49022'26.24"0). Para captura dos animais, foi utilizada uma armadilha cilindrica
tipo “covo”, medindo 150X60 cm. As armadilhas foram presas por arame
galvanizado em arvores nas margens do rio e dos cérregos, € em seu interior,
foram colocadas iscas (carne bovina e peixe) presas por ganchos de arame

galvanizado.



Figura 1. Regido Noroeste do estado de S&o Paulo e Bacia Hidrogréfica Turvo/Grande. Em destaque, a cidade de S&o José do Rio Preto.
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As atividades de coleta dos espécimes foram autorizadas e
aprovadas pelo IBAMA/ICMBIo (registro 2838725/n° 16488-1, n°16488-2, 16488-
3) e pela comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP) (Protocolo FAMERP n°
5517/2008).

Os espécimes coletados foram caracterizados quanto ao sexo
por meio de avaliacgdo do tamanho da cauda, abertura da placa anal e
concavidade do plastrdo (MOLINA, 1989). Foram coletados 36 fémeas e 13
machos nas duas areas amostradas, totalizando 49 espécimes de Phrynops
geoffroanus.

Todos o0s espécimes capturados foram marcados por
perfuracdes nos escudos marginais, que indicam a ordem numérica e
cronoldgica da captura com auxilio de furadeira manual. As perfuracdes foram
feitas baseando-se no primeiro escudo nucal como ponto zero e os escudos
marginais seguintes como numero um, dois, trés e assim sucessivamente. Estas
marcacbes, como sao feitas em regibes Osseas, ndo sofrem cicatrizacdo,
impossibilitando assim a perda da marca, ndo sdo invasivas e nao atrapalham a

locomocao do animal.

2) Microssatélites e analise de dados

Amostras de sangue (~1mL) foram coletados de cada
espécime, seguindo método descrito por Silva et al. (2012), e posteriormente
armazenados em tubos contendo EDTA como anticoagulante. O DNA das
amostras foi extraido até aproximadamente 3 horas apds a coleta, visto a rapida
coagulagéo do sangue.

O DNA genbdmico total foi extraido utilizando o protocolo fenol-
cloroférmio descrito por Sambrook et al., (1989), e ressuspendido em ~60uL de
tampdo TE. A concentragcdo de DNA foi avaliada com espectofotometro
NanoDrop (ND-1000), a integridade avaliada em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo, e posteriormente estocados a -20°C.
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Protocolos de reagBes em cadeia da polimerase (PCR) foram
utilizados para amplificacdo individual de 12 pares de oligonucleotidios
iniciadores de microssatélites com repeticdo dinucleotidica originalmente

desenvolvidos para Podocnemis unifilis e Podocnemis expansa (Tabela 1).



Tabela 1. Informag6es gerais a respeito dos 12 locos testados, como tipo de repeti¢cdo, tamanho esperado, marcacao, espécie onde o marcador
foi isolado e condigdes de amplificagdo em Phrynops geoffroanus.

Microssatélite Repeticéo Tamanho esperado Marcagéo Taq Temp. annealing [MgCl;] Espécie de Origem
polimerase

PE1075 (AC)11 247-283bp FAM Promega 52°C 2,0mM Podocnemis expansa®
Puni2C11 (CT)17 200-400bp HEX Qiagen 52°C o Podocnemis unifilis™
Puni1co (GA)17 200-350bp FAM Promega 54°C 2mM Podocnemis unifilis™
Puni1C3 (GA)g 200-400bp HEX Promega 52°C 3,5mM Podocnemis unifilis™
Puni1D9 (GA)1» 200-300bp FAM Promega 58°C 2,0mM Podocnemis unifilis™
Puni2E7 (GA)sGC(GA)g 100-300bp FAM Promega 52°C 3,5mM Podocnemis unifilis™

Pod147 (GT)15(A)20 200-300bp HEX Qiagen 60°C o Podocnemis expansa®
Puni1B11 (GA);GG(GA), 265-287bp FAM Qiagen 54°C o Podocnemis unifilis™
Puni2D10 (GA)g 140-170bp HEX Qiagen 62°C . Podocnemis unifilis™
Puni1B2 (GA)17 300-400bp FAM Qiagen 52°C o Podocnemis unifilis™
Puni1F10 (CT)g 150-250bp FAM Qiagen 52°C o Podocnemis unifilis™
Puni2A9 (GA)g 100-300bp FAM Promega 52°C 1,5mM Podocnemis unifilis™

(€}

FANTIN et al., 2007; (2) VALENZUELA, 2000; (3) SITES et al., 1999
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As reacgOes de amplificagdo para parte dos marcadores foram
estabelecidas utilizando 3ng de DNA genbmico, 2uM de cada par de
oligonucletideo iniciador, 2,5uL de 2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix, 5X Q-
Solution e 4gua em um volume final de 5uL. Para os marcadores que nao
puderam ser amplificados com QIAGEN® Multiplex PCR, foram testados com o
seguinte protocolo: 9ng de DNA gendmico, 2uM de cada oligonucleotideo
iniciador, tampédo 10X, dNTPs 2.5mM, MgCl, 25mM, 0.5 U de Tag Promega e
dgua em um volume final de 10pL. As concentrac¢des ideias de MgCl, foram
padronizadas para cada marcador otimizado nestas condigbes (Tabela 1). O
protocolo de ciclagem foi o seguinte: desnaturacao inicial de 95°C por 15 min
(QIAGEN) ou 94°C por 5 min (Promega), seguidos por 40 ciclos de 94°C por
30s, 56-62°C por 1 min, 72°C por 1 min, e extensédo final a 72°C por 30m. Os
alelos foram genotipados em sequenciador automético ABI3100 (Applied
Biosystems), e analisados manualmente utilizando o programa Genemapper
v4.1 (Applied Biosystems). Apds genotipagem, os alelos foram “binados”, isto é,
os fragmentos foram atribuidos a categorias de alelos de acordo com o seu
tamanho, por meio do programa FLEXBIN (AMOS et al., 2007).

O numero de alelos por populacdo e locos, heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade experada (Hg), e alelos privados foram
calculados utilizando o programa GenAlEx 6.1 (PEAKALL; SMOUSE, 2005).

(maiores detalhes no Capitulo 4 da Tese).

3) Fator de condi¢do e analise bioquimica de enzimas de detoxificacdo e
capacidade antioxidante

O fator de condicdo (avaliacdo do fitness) e a relagcdo peso-
comprimento foram estabelecidos pela mensuracéo do peso total e comprimento
total, e os par@metros a e b foram determinados pela transformacéo dos dados
para log(10) (LE CREN, 1951). As curvas de crescimento obtidas pela andlise de
regressao entre peso e comprimento seguiram a equacao:

logPeso = log(a) + logComprimento*b,
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onde logPeso € a variavel dependente, logComprimento a variavel
independente, a é a constante de regressdo ou grau de “engorda” e b é o
coeficiente de regressao, que esta relacionada com o tipo de crescimento dos
individuos. A equagédo tedrica de relagcdo peso-comprimento foi seguida por:
Peso = a*Comprimento®. (Maiores detalhes Capitulo 3 da Tese).

Para os ensaios ecotoxicologicos, foi utilizado figado, cérebro e
sangue periférico dos animais eutanaziados de acordo com os procedimentos
recomendados pelo COBEA. Para andlise de AChE (acetilcolinesterase),
amostras de tecido cerebral foram homogeneizados (1:4, w-vol) em um tampéo
Tris a 0.1M, pH 8.0, e centrifugados por 30 min a 30,000g. A atividade de AChE
foi medida e entéo caracterizada seguindo a metodologia previamente descrita
(ELLMAN et al., 1961). Para andlise de GST (glutationa S-transferase) (KEEN et
al., 1976), G6PDH (Glicose 6-fosfato desidrogenase) (GLOCK; MCLEAN, 1953)
e atividade EROD (Etoxiresorufina-O-deetilase, referente a atividade do
citocromo P450) (BURKE; MAYER, 1974) (com modificacBes) amostras do
figado foram homogeneizados (1:4, w/v) em tampao Tris 20 mM (pH 7.4),
sucrose 0.5 mM, KCI 0.15 mM e 1 mM de inibidor de protease (PMSF). As
amostras foram entédo centrifugadas a 9,000g for 20 min a 4°C, e o fase superior
foi coletada e centrifugada mais uma vez a 50,0009 for 1h. A fracdo citosélica foi
entdo coletada de analise de GST e G6PDH, enquanto que a atividade EROD foi
medida no pellet, que foi ressuspendido em 100 pL de tampéo Tris 100 mM, pH
7.5 contendo EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KCI 100 mM e 20% glicerol.

O nivel de espécies reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS)
(YAGI, 1976) (com modificagBes) no plasma foi usado para avaliar a peroxidagéo
lipidica. O método é baseado na reagdo do malondialdeido e outros aldeidos
com o acido tiobarbitaricos (TBA) em pH baixo e alta temperatura para formar
um complexo com absorcdo maxima de 535nm. A quantidade de TBARS em
cada amostra é obtida em ng/mL.

O potencial antioxidante da amostra foi determinada de acordo
com sua equivaléncia a um potencial antioxidante conhecido, o trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), um analogo sintético da vitamina
E solivel em agua. Este € um método colorimétrico baseado na reacdo entre
ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic-acid)) com persulfato de

potassio (K,S,0g), produzindo um radical cation ABTS™, cromdfero verde-
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azulado, com absorbancia méaxima 645, 734 and 815nm de comprimento de
onda. A adicdo de amostras contendo este cétion reduz o0 mesmo novamente em
ABTS e a descoloragdo € avaliada a 734nm. Os resultados finais foram
expressos em nM, correspondente a concentracdo de antioxidantes equivalentes
aos trolox da amostra estudada, chamado de TEAC (RE et al., 1999) (Maiores

detalhes no Capitulo 2 da Tese).

4) Analise estatistica de CHF

A heterozigosidade loco-por-loco (Ho) foram comparados
usando teste ndo-paramétrico para duas amostras independentes (Mann-
Whitney). As variaveis tamanho total (cm), peso (g), fator de condi¢éo (K), indice
hepatossomatico (IHS), atividade EROD, GST, G6PDH, AChE, TBARS e TEAC
foram correlacionados com diversidade genética de locos individuais das
populacBes. Para as comparacfes que revelaram correlacdo significante, foi
utilizado modelos de regresséo linear. As andlises estatisticas foram realizadas

no programa STATISTICA® 8.0, e nivel de significancia 0=0,05.

Resultados

A Tabela 2 apresenta os dados gerais das analises
bioquimicas, indices morfométricos e resultados de andlise de microssatélites
realizados em espécimes de Phrynops geoffroanus para avaliacado da correlagéo
heterozigosidade-fitness nas duas populacdes avaliadas.



Tabela 2. Valores de média para todos os elementos avaliados no estudo para as duas areas analisadas neste estudo. O IHS e atividade das
enzimas foram avaliados somente no Cérrego Felicidade (animais abatidos).

Area de Coleta Ho Tamanho Peso (g) K IHS EROD GST G6PDH AChE TBARS TEAC
total (cm)
Corrego 0,768 28,3 2245 1,076 5,18 0,85 2,73 34,62 55,05 564,67 1,98
Felicidade
Rio Preto 0,719 30,24 2351,9 0,186 - - - - -

Ho: heterozigosidade observada; cm: centimetros; g: gramas; K: fator de condigdo, IHS: indice hepatossomatico (%); EROD: Etoxiresorufina-O-
deetilase (pmol resorufina/min/mg proteina), GST: glutationa S-transferase (U/mg proteina); G6PDH: glicose 6-fosfato desidrogenase (U/mg
proteina), AChE: acetilcolinesterase (U/mg proteina); TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (ng/mL); TEAC: capacidade antioxidante
equivalentes ao trolox (nM).
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As analises comparativas entre amostras independentes
utilizando dados individuais entre CF e RP indicam que existem diferencgas entre
as duas areas no que diz respeito a Ho, com RP apresentando os valores de Hop
(Mann-Whitney, p=0,006) (Figura 1A). No entanto, comparacdes dos valores de
fator de condicdo, indicam que CF apresenta os maiores valores deste indice
(Mann-Whitney; p<0.01) (Figura 1B), refletindo o gradiente de contaminag&o
existente entre RP e CF, visto que RP apresenta os maiores indices de
contaminacao organica e quimica em relacdo ao coérrego (CAMPANHA et al.,
2010).
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Figura 1. A) Avaliacdo dos valores de Hg entre CF e RP; B) Avaliacao dos valores de K

(fator de condigdo) entre as duas areas estudadas. O asterisco indica que ha diferenca
estatistica significativa entre as areas (Teste Mann-Whitney, p<0,05).
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Os testes univariados realizados ndo apresentaram correlacao
entre heterozigosidade observada (Ho) e peso do corpo (p=0,7749), tamanho do
corpo (p=0,89), atividade EROD (p=0,4348), GST (p=0,084), AChE (p=0,2310),
G6PDH (p=0,3228), TBARS (p=0,5046), TEAC (p=0,6066) e IHS (p=0,2669).
Entretanto, apresentou fraca correlagdo negativa com K (r=-0,3417; p=0.0175).
Analises de regresséo entre Ho como variavel independente e K como variavel
dependente indicam que as variacbes deste indice dependem 11% de Ho
(r*=0,1167; p=0.017) (Figura 2).

r=-0,34
r’=0,11

Figura 2. Analise de correlacdo entre fator de condicao (K), uma avaliacdo do fitness
individual, e heterozigosidade observada (Ho) de cada individuo avaliado no estudo. (r:
coeficiente de correlagéo; r’: coeficiente de regressao).

Os testes de correlacdo entre Hpo e K para sexos separados
indicam a existéncia de correlagdo fraca e negativa em fémeas (r=-0.3348;

p=0.04). Andlise de regressdo indica que, neste sexo, as variacdes de K
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dependem, como para a andlise da populacdo toda, 11% de Ho (r*=0.112;
p=0.049). Contudo, a avaliacdo desta relacdo nos machos mostrou a néo

ocorréncia dessa relagéo (r=0.069; p=0.82).

Discussao

Este trabalho é o primeiro a avaliar a correlagdo
heterozigosidade-fitness em espécimes de P. geoffroanus, uma espécie de
cagado endémica da América do Sul. Observou-se correlagdo negativa entre
heterozigosidade de varios locos e a condicdo de cagado-de-barbelas e, que
esta relacdo indica dependéncia com o sexo.

Geralmente, espera-se que a heterozigosidade de todo o
genoma inferida por meio de marcadores neutros como 0s microssatélites 1)
seja reflexo de endogamia individual, e 2) covarie positivamente com o fitness,
gerando correlacdes entre heterozigosidade-fitness (CHF) positivas (SZULKIN;
DAVID, 2011). No entanto, o resultado do continuo endogamia-exogamia, a
depressdo exogamica, € esquecida: apos certo grau de heterozigosidade, os
heterozigotos tendem a apresentar fithess menores do que os homozigotos. A
depressado exogamica ocorre quando ha alguma quebra de complexos génicos
co-adaptados e/ou introgressédo de genes ndo adaptados localmente, refletindo
em CHF negativas (LYNCH; WALSH, 1998). Significa dizer, portanto, que a
heterozigosidade nem sempre é benéfica (KUPPER et al., 2010).

A depressédo exogamica pode ocorrer por meio de adaptacdes
locais como, por exemplo, quando ocorre fluxo de imigrantes em uma populagéo,
individuos com genomas misturados tendem a ter maior proporcéo de alelos que
nao tenham sido selecionados no contexto local (KAWECKI; EBERT, 2004).
Apesar da existéncia de fluxos génicos entre as populacdes estudadas, nao se
sabe qual é a capacidade migratorias dos espécimes entre todas as areas da
bacia, implicando na dificuldade de confirmar a existéncia e influéncia da carga
genética de outras populagcBes nas que foram avaliadas.

Poucos estudos relatam a ocorréncia de CHF negativa, e isso

se deve a varios motivos: 1) questdes de endogamia e seus efeitos em
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populagbes naturais sdo mais comumente relatados na literatura. Isto
provavelmente se deve ao fato de que CHF negativo pode ser subestimado por
ndo apresentarem uma interpretagdo Obvia; 2) a depressdo exogamica pode néo
ser tdo comum como a depressdo endogamica, e certamente, a escala que a
depressdo exogamica ocorre (dentro de populacdes, entre populages,
subespécies, etc.) pode ser taxon-especifico, dificultando sua observacao
(EDMANDS, 2007).

Na auséncia de depressdo exogamica e vantagem do
homozigoto (underdominance), locos sob sele¢cdo direcional podem produzir
sinais de CHF negativo via codominancia ou vantagem do alelo recessivo
(MUELLER et al., 2011). Estes mecanismos s&do importantes como causa de
CHF de vérios locos de populagbes de grande tamanho efetivo sdo sujeitas a
mudancas ecolégicas recentes ou forte selecdo flutuante (BELL, 2010;
MUELLER et al., 2011). Cagado-de-barbelas tem mostrado sinais de adaptacéo
a locais altamente impactados por poluentes organicos e inorganicos (SOUZA,
ABE, 2001; BRITES; 2002), inclusive suportando os maiores indices de
concentracdo de metais em répteis descrito na literatura (PINA et al., 2009).
Além disso, efeitos dependentes da densidade causados pela heterogeneidade
de habitat (DHONDT et al., 1992) podem resultar em selecdo flutuante nas
populacdes destas areas.

Ao avaliar a CHF levando em consideracdo o0 sexo, pode-se
observar efeito negativo estatisticamente significativo somente nas fémeas; no
entanto, as andlises de correlagdo em machos também indicam correlacéo
negativa, porém nao significativo (p>0,05, dados ndo apresentados), sugerindo
que a correlacdo entre heterozigosidade e fitness neste sexo também é
negativa. A analise ndo mostrou significAncia possivelmente devido a
amostragem de machos, que foi inferior em relacdo ao numero de fémeas.

Em vista das condicdes da area e o impacto antropogénico que
as populacbes desta espécie estdo sofrendo, torna-se dificil afirmar qual
condicdo evolutiva tem direcionado essa relagdo negativa entre
heterozigosidade e fithess. Contudo, a condicdo de mudancas ecoldgicas
recentes, como alteracdes no leito do rio devido ao represamento e presenca de
contaminantes ambientais, pode indicar reflexo de codominancia e vantagem de

alelo recessivo.
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Para confirmacao deste dado, € necessario aumentar o niumero
amostral de individuos e locos genotipados, associando marcadores neutros e
funcionais, isto é, marcadores que estao localizados em regides expressas do
genoma. Marcadores neutros refletem fendmenos gerais afetando o genoma
como um todo (como endogamia ou exogamia), enquanto que marcadores
funcionais podem ser pressionados, possivelmente devido a selecdo atuante
nele (OLANO-MARIN et al.,, 201la,b). Associado a isso, faz-se necessaria
também analises de outros componentes do fitness, como tamanho da ninhada,
tamanho dos ovos, sucesso de eclosdo dos ovos e sobrevivéncia (WETZEL et
al., 2012).

Conclusodes

Os dados gerados sugerem a existéncia de correlacdo negativa
entre heterozigosidade e fitness nas populacbes de céagado-de-barbelas
analisadas, possivelmente por codominancia e vantagem de alelos recessivos
devido a mudancas ecolégicas recentes nas areas amostradas, refletindo a
influéncia da atividade humana sobre essas populacdes.

Na perspectiva conservacionista, entender como as
populagcBes perdem o fitness é importante para elaborar estratégias de manejo
(JAQUIERY et al., 2009). Como os efeitos gerais da heterozigosidade s&o
complexos, isto é, efeitos negativos e positivos podem ocorrer simultaneamente,
e sdo dependentes do contexto (diferem entre os sexos, ambientes, tracos e
locos) é dificil predizer a heterozigosidade étima para individuos de diferentes
locos em diferentes perfis ambientais (OLANO-MARIN et al.,, 2011). Essas
observacdes indicam a necessidade do conhecimento de marcadores
moleculares de varias espécies em associacdo com avaliagdes ecoldgicas a fim
de averiguar o impacto das alteracdes ambientais no fithess das espécies a fim

de auxiliar na persisténcia das populacdes naturais.
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Discusséo Geral

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o papel da
influéncia da atividade humana, como a contamina¢cdo ambiental e modificagcbes
do habitat, como direcionadores de mudancas fisiol6gicas, bioquimicas e de
diversidade genética entre populagbes de cagado-de-barbelas em uma das
bacias hidrograficas mais impactadas do sudeste brasileiro. Este € o primeiro
trabalho avaliando todos estes aspectos concomitantemente em populacdes
naturais endémicas do Brasil e utilizando como objeto de estudo a espécie
Phrynops geoffroanus.

Entender como é o impacto da acdo do homem nas
populacdes naturais é de fundamental importancia para preservar o potencial
evolutivo de populagdes ameacadas, pois diversidade genética elevada confere
o potencial de adaptacdo a forcas seletivas (GILLESPIE; GUTTMAN, 1989).
Entretanto, varias alteracdes em uma pequena escala temporal, como aquelas
ocasionadas pelo homem, podem interferir na condicéo e variabilidade genética,
reduzindo a viabilidade (fithess) de populacdes naturais (STANTON et al., 2000;
MAES et al., 2005).

Por que Phrynops geoffroanus?

Estudos anteriores avaliando a espécie em questdo apontaram
para a existéncia de resposta em nivel celular e molecular de P. geoffroanus ao
impacto ambiental, principalmente em relagdo a poluicdo quimica e organica
(ZAGO et al., 2010a,b).

No entanto, a alta densidade populacional em areas com
registro de contaminantes quimicos e organicos em diferentes regides, sugere
que a espécie se adapta facilmente a essas condicdes (PINA et al., 2009).
Contudo, o reflexo dessas modificacBes do habitat na estrutura genética dessas
popula¢cBes ainda ndo havia sido investigado, direcionando, entdo, os objetivos
deste estudo ecotoxicoldgico evolutivo.

Além desses fatores, € importante salientar o pouco
conhecimento cientifico existente sobre esta espécie de cagado, tanto ecoldgico
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como genético, sendo essa espécie alvo de controvérisa taxondmica. Deste
modo, este estudo também teve por intencdo contribuir para incrementar o

conhecimento sobre a biologia da espécie.

Phrynops geoffroanus e controle do dano oxidativo

A fim de analisar o impacto da contaminagdo quimica e
organica na espécie de estudo, foram realizadas analises ecotoxicolégicas
visando avaliar a acdo de alguns dos principais componentes envolvidos com a
protecdo ao estresse oxidativo e metabolismo de detoxificacdo de fase | e I, e
capacidade antioxidante, como descrito no Capitulo 1 desta Tese.

A primeira fase do metabolismo adiciona grupos
funcionalmente reativos, envolvendo oxidacgéo, reducdo ou hidrolise (GOEPTAR
et al., 1995). Para a maioria dos compostos xenobidticos as reacbes de fase |
sdo catalizadas por monooxygenases microssomais, como por exemplo,
citocromo P450, citocromo bs e NADPH citocromo P450 redutase. As citocromo
P450 compreendem uma grande familia de heme proteinas; sdo proteinas de
membrana que predominantemente estéo localizadas no reticulo endoplasmatico
do figado (BUCHELI; FENT, 1995), mas também podem ser encontrados em
varias outras organelas e tecidos.

A principal caracteristica desses sistemas é a habilidade em
facilitar a excrecdo de certos compostos pela fase | do metabolismo,
transformando xenobiédticos lipofilicos em compostos mais solUveis em agua
(BUCHELI; FENT, 1995). A inducdo dessas enzimas € iniciada pela ligagdo de
um xenobidtico especifico a um complexo de proteinas que compreende o
receptor Ah citosélico (AhR — aryl hydrocarbon receptor) e a proteina heat shock
90 (HSP 90). O complexo AhR entdo liga-se a aryl hydrocarbon nuclear
transferase (ARNT) e migra para o nucleo celular. No nucleo da célula, ARNT
liga-se a um sitio de reconhecimento no DNA upstream aos genes do citocromo
P450, também conhecidos como elementos reguladores de xenobiéticos (XRE)
ou elementos responsivos a dioxinas (DRE). Fatores de transcricdo podem ter

desta forma amplo acesso a regido promotora do gene CYP1A.
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Consequentemente, a sintese de mRNA é aumentada, resultando na elevacéo
dos niveis da proteina (STEGEMAN; HAHN, 1994).

A segunda fase do metabolismo envolve a conjugacdo de
compostos xenobidticos ou seus metabdlitos com um ligante endégeno. Essas
reacbes compreendem a adicdo de grandes grupos quimicos polares, ou
compostos como agucares e aminoacidos (LECH; VODICNIK, 1985). O mais
importante grupo polar adicionado pelas enzimas de fase Il € a glutationa (GSH)
para compostos eletrofilicos (GEORGE, 1994). O mecanismo de indu¢ao da fase
Il € semelhante a da fase |, isto é, a regulacdo desses processos € mediada
também pelo AhR (HAYES; PULFORD, 1995). A conjugacdo de compostos
eletrofilicos (ou metabdlitos da fase I) com GSH é catalizada pelas glutationa S-
transferases (GSTs), uma familia multigénica de enzimas diméricas e
multifuncionais. O papel mais importante das GSTs é a defesa contra o dano
oxidativo e produtos de peroxidacéo de DNA e lipidios (GEORGE, 1994).

Comparado com muitos passaros e mamiferos, vertebrados
ancestrais (peixes, anfibios e répteis) sao tolerantes a disponibilidade variavel de
oxigénio. Muitas espécies de peixes e tartarugas representam o grupo de
vertebrados mais tolerantes a anodxia, sobrevivendo a falta completa de oxigénio
por periodos prolongados (BICKLER; BUCK, 2007). Atualmente, a literatura
apresenta uma gama de informacdes sobre as respostas e 0s mecanismos
adaptativos que permitem longos periodos de submergéncia anoxica em
tartarugas de agua doce como Chrysemys picta picta e Trachemys scripta
elegans (WILLMORE; STOREY, 1997, HERMES-LIMA et al., 2001,
HOCHACHKA,; LUTZ, 2001; LUTZ; MILTON, 2004; WILLMORE; STOREY, 2005;
STOREY, 2007; KRIVORUCHKO; STOREY, 2010; PAMENTER et al., 2011).

As espécies de tartarugas tolerantes a hipOxia/andxia sao
animais aerobicos que dependem do oxigénio para suas funcdes normais. Mas
estes animais sdo também anaerdbios facultativos, e portanto, que possuem
elementos que permitem a manutencdo das funcdes organicas em niveis
minimos em situacdes de nenhuma disponibilidade de oxigénio. A baixa taxa
metabdlica e a manutencdo de niveis suficientemente altos de ATP sdo os
principais elementos que permitem a tolerancia desses animais a auséncia de
oxigénio (BICKLER; BUCK, 2007).
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Entretanto, o retorno a condi¢cao aerdbia, ou seja, o retorno da
respiragdo quando da submersdo, gera uma situacdo potencialmente perigosa
de superproducéo de ERO. Esta situacdo é analoga ao que ocorre em 6rgaos de
mamiferos sujeitos a isquemia e reperfusdo. A diferenca fundamental entre, por
exemplo, um coragdo humano isquémico e uma tartaruga sob anoxia € que
estas desenvolveram mecanismos especificos que permitem a sobrevivéncia a
este tipo de estresse. Os mecanismos associados a esta protecdo estdo
intimamente relacionados com aqueles envolvidos na diminui¢cdo da producao de
ERO e a grande capacidade antioxidante (HERMES-LIMA; ZENTENO-SAVIN,
2002; STOREY, 2007; GORR et al., 2010).

Em estudos com tartarugas dulcicolas tolerantes a
anodxia/hipoxia, a atividade de vérias enzimas antioxidantes foi monitorada em
figado, encéfalo, coracdo, rins, musculo vermelho e branco. A exposicdo a
anodxia leva a significante diminuigcdo na atividade destas enzimas. O coragdo é o
orgdo que mais se destaca durante o estresse da anOxia com 31-67% de
diminuicdo na atividade de trés enzimas (CAT, GR, GST). No entanto, a
atividade da GSH-sintetase € trés vezes maior na musculatura branca em
condicbes de anoxia, assim como a atividade da GR no figado e na musculatura
vermelha (WILLMORE; STOREY, 2005, 2007).

ApOs as informacdes citadas acima é paradoxal pensar que 0s
orgaos de tartarugas apresentam alta atividade de enzimas antioxidantes e altos
niveis de GSH. Na verdade, a atividade destas enzimas, apesar de ser alterada
pela condicdo de andxia, alcanca niveis muito maiores quando comparados com
outros vertebrados nao-mamiferos e mamiferos, mesmo quando a taxa
metabdlica é extremamente baixa. Significa dizer, portanto, que mesmo com a
diminuicédo da atividade de algumas enzimas antioxidantes e dos niveis de GSH,
a atividade remanescente ainda € suficiente para proteger os tecidos do dano
oxidativo durante a reoxigenacao (WILLMORE; STOREY, 2005, 2007).

Apbs avaliacdo bioquimica das atividades EROD (referente ao
citocromo P450), GST, AChE (acetilcolinesterase), indices morfométricos (fator
de condicdo e indice hepatossomatico), G6PDH (glicose 6-fosfato
desidrogenase), TBARS (peroxidacéo lipidia) e TEAC (capacidade antioxidante),
observou-se, nos espécimes de ambiente urbano avaliados nesse estudo,

resposta destes elementos quando comparados a espécimes de ambiente
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controlado. Esses resultados indicam a influéncia de efluentes domésticos e
industriais no metabolismo de detoxificacdo e estresse oxidativo. No entanto,
apesar do aumento da atividade EROD e o efeito da atividade da GST, os
valores médios de GST na area urbana estdo dentro daqueles esperados em
condicdo de hipoxia descritos na literatura. Esta observacdo sugere que o
aumento da GST em resposta a producdo de ERO pela presenca de poluentes,
aumenta a rede de defesa antioxidante, controlando os danos oxidativos
causados pela hipdxia e pela reperfusao.

Desta maneira, pode-se inferir que o elevado controle do dano
oxidativo para protecdo dos tecidos contra os efeitos da hipéxia empenham
papel fundamental para o suporte desses organismos em &reas altamente
contaminadas, controlando os efeitos dos radicais livres gerados pelo
metabolismo de detoxificagdo. No entanto, os indices morfolégicos indicam a
existéncia de resposta fisiolégica, sugerindo que espécies de area contaminada,
apesar de adaptadas, demandam maior esforco fisiolégico para o controle da
homeostase, como observado pelos menores valores de fator de condicao.
Sendo assim, pode-se sugerir que a elevada capacidade antioxidante o
elemento fundamental para conferir adaptacéo destes animais a areas altamente

contaminadas por poluentes quimicos e organicos.

Investigando a condigdo como reflexo do bem-estar animal em areas

contaminadas

No Capitulo 2, com o intuito de estimar a condi¢&o, que reflete
a aptidao (fitness) individual do animal (GREEN, 2000), foi avaliada a relacéo
matematica entre peso e comprimento, que indicam alteragbes na forma do
Corpo e no incremento em peso, que permitem inferéncias sobre a saude e o
bem-estar animal. Os dados gerados indicam diferencas em condi¢do que estdo
associadas a area de avaliacdo, mas também ao sexo e periodo reprodutivo,
indicando forte influéncia de estressores ambientais na fisiologia dos espécimes

analisados.
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Os resultados gerados sugerem que as intensas flutuagdes na
condicdo das fémeas analisadas estdo em associacdo com o periodo de
nidificacdo, acasalamento e desova, apresentando os menores valores nos
periodos de producdo de ovos e vitelogénese. Além disso, a relagédo inversa
entre peso/comprimento e K sugere que o esfor¢o fisiolégico € maior quando h&
aumento do peso do corpo e possibilidade de aumentar o niumero de ovos a ser
produzido, indicando que animais mais novos, e que ndo possuem maturacao
gonadal possuem maior condicdo por apresentarem menor deplecdo das
reservas energéticas. Isto indica que modificacdes no fator de condicdo em
fémeas e machos estdo associadas principalmente com as mudancas
fisiologicas provocadas pela maturagdo sexual, relacionando-se com
modificagdes gonadais e presenca de ovos.

A observagdo mais relevante desta analise é que o fator de
condicdo refletiu diretamente as analises fisico-quimicas e o gradiente de
contaminacdo das areas avaliadas. Campanha et al., (2010) afirmam que estas
areas encontram-se altamente degradadas, afetadas principalmente pelo
lancamento de efluentes domeésticos in natura. Os autores destacam que 0s
cérregos Felicidade e rio Preto, apresentaram concentracdo dos parametros
avaliados em desacordo com os valores admissiveis pela Resolucdo CONAMA
357/05. O rio Preto € um dos corpos aquaticos mais impactados da bacia,
contaminados por efluentes domésticos da cidade de Sao José do Rio Preto e
cidades vizinhas, seguido pelo Corrego Felicidade, contaminado por efluente
agricola e urbano. Além do impacto por poluentes, observa-se também a
influéncia das modificacdes no hébitat provocadas pelo represamento do rio. No
entanto, sugere-se que a espécie seja resistente a estressores ambientais,
mostrando, inclusive, grande biomassa e alta densidade populacional nestes
locais (BRITES, 2002; SOUZA; ABE, 2000; PINA et al., 2009).

Deste modo, o fator de condicdo mostrou-se um parametro
importante para detectar influéncia sazonal e modificacbes ambientais no bem-

estar e saude dos espécimes estudados.



Discusséao Geral

Microssatélites e estrutura genética de populacdes

Para avaliar a influéncia das atividades humanas na
diversidade genética de populacdes, marcadores moleculares do tipo
microssatélite foram analisados em individuos amostrados nas duas areas de
coleta (cérrego Felicidade e rio Preto), e os resultados foram apresentados no
Capitulo 3.

No entanto, n&do existem na literatura marcadores moleculares
descritos para a P.geoffroanus, apontando, entdo, a necessidade de identificar
regibes no genoma desta espécie para a realizacao deste tipo de estudo. Para
tanto, como proposta inicial, foram construidas duas bibliotecas gendmicas
parciais com repeticdes dinucleotidicas (CA;s, CTis) enriquecidas com
microssatélites por meio da técnica de hibridizacao seletiva para a espécie de
interesse. Foram gerados aproximadamente 500 clones recombinantes que
foram submetidos a sequenciamento direto. Entretanto, a técnica de hibridizacdo
seletiva mostrou-se pouco eficiente para o isolamento de microssatélites para
cagado-de-barbelas, resultando em um numero elevado de clones redundantes,
ou sem regides repetitivas, ou ainda sequencias desprovida das caracteristicas
previamente estabelecidas (motivos repetidos por no minimo trés vezes o
tamanho minimo de 10 bases da sequencia de microssatélite).

Mesmo com essas dificuldades, foram desenhados dois pares
de oligonucleotideos iniciadores a partir dos clones recombinantes; no entanto,
ndo foi possivel inclui-los na andlise por problemas na amplificacdo dos dois
locos, como excesso de bandas inespecificas, o que resultou na dificuldade em
genotipa-los.

Deste modo, foram utilizados pares de oligonucleotideos
iniciadores desenvolvidos para duas outras espécies de queldnio brasileiro:
Podocnemis unifilis e P. expansa (SITES et al.,, 1999; FANTIN et al., 2007). A
utiizacdo de microssatélites entre espécies relacionadas depende da
conservacdo dos sitios de anelamento dos iniciadores dentro da regiéo
flanqueadora, a fim de possibilitar a amplificacdo e a manutencdo do tamanho
das repeticbes (WEBER, 1990). A presenca de regides flanqueadoras altamente
conservadas foi demonstrada para alguns microssatélites em cetaceos
(SCHLOTTERER et al., 1991), em tartarugas marinhas (FITZSIMMONS et al.,
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1995), em jacarés sul-americanos (ZUCOLOTO et al., 2006) e tartarugas
dulcicolas (ALACS et al.,, 2009). Os estudos de amplificacdo cruzada de
microssatélites permitiram confirmar a possibilidade de amplificacdo de
microssatélites utilizando pares de iniciadores para PCR de espécies que
divergiram cerca de 470 milhdes de anos atras.

Os resultados do estudo de genética de populacdes indicaram
a ndo ocorréncia de duas popula¢des panmiticas, mas que a estrutura genética
entre as localidades é semelhante. Esta pequena diferenciacao genética deve-se
especialmente a ocorréncia expressiva de fluxo génico entre as areas,
impedindo a diferenciacdo genética das duas popula¢des. Contudo, a andlise de
estrutura intrapopulacional indicou a existéncia de agrupamentos populacionais,
sugerindo subestruturacdo genética dentro das populacdes estudadas.

De maneira geral, os dados sugerem que, apesar da alta
diversidade genética apresentada, ha sinais de vulnerabilidade genética
provocada por alteracbes demograficas. Esse impacto na demografia
possivelmente tenha ocorrido pelo processo de contaminac¢do, modificacdo do
leito do rio (represamento), e assoreamento. O processo de alteracdo do leito do
rio implica em modificacbes de curso d'agua, construcdo de barreiras nas
encostas, ocasionando a perda de individuos adultos e, em especial, na
destruicao de ninhos e areas de desova, influenciando diretamente no nimero
de individuos em fase reprodutiva e de novas geracdes. A perda de habitat € um
dos elementos chave e determinante para processos de extingdo (SAX;
GAINES, 2003; EWERS; DIDHAM et al., 2006; BROOK et al., 2008), podendo
apresentar implicagfes imediatas em alguns casos, mas geralmente necessita
de um periodo de tempo razoavel para que populagbes em declinio
desaparecam em consequéncia de alteracbes ambientais (KUUSSAARI et al.,
20009).

Heterozigosidade-fitness

A interacéo entre diversidade genética e fithess é um elemento

chave para o processo evolutivo e entender esse processo para conservagao de
espécies é fundamental (DESALLE; AMATO, 2004). O Capitulo 4 desta tese
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teve como objetivo estimar a correlagdo entre o nivel médio de heterozigosidade
e fitness nos individuos das populacdes avaliadas.

Os resultados sugerem a existéncia de correlacdo negativa
entre heterozigosidade e fitness. Esta situagdo pode ser explicada por 1)
ocorréncia de depressdo exogamica, isto €, introgressdo de genes nao
adaptados localmente (LYNCH; WALSH, 1998), 2) codominancia ou vantagem
do alelo recessivo. Estas situacdes ocorrem quando populacdes de grande
tamanho efetivo sdo sujeitas a mudancas ecoldgicas recentes ou forte selecao
flutuante (BELL, 2010; MUELLER et al., 2010).

O perfil da correlacdo entre heterozigosidade e fitness reflete o
perfl de mudangas estruturais e ecolégicas nas populacdes estudadas,

indicando a importante influéncia do homem na biologia de populacdes naturais.

Consideracbes Finais

Este estudo ndo prové somente dados de biomarcadores de
contaminacdo, mas a utilizacdo de métodos integrados com a finalidade de
avaliar o impacto acumulativo da exposicdo a contaminantes organicos e nao-
organicos e modificagbes em habitat por meio do estudo de genética de
populac@es e efeitos evolutivos. Além disso, os dados gerados aqui acrescentam
importantes informacgdes a respeito da biologia da espécie avaliada.

As perguntas aqui levantadas indicam a necessidade de
inclusédo de maior nimero de sitios de referéncia para avaliacdo e confirmacéo
dos padrbes de estrutura genética e inducdo de elementos do metabolismo de
detoxificacdo em condicdes ambientais diferentes, dentro de toda a bacia
hidrogréafica. Contudo, pode-se verificar que a espécie apresenta alta capacidade
antioxidante que permite sua sobrevivéncia em ambientes altamente
contaminados por poluentes quimicos e organicos, mas que a diversidade
genética pode estar sendo afetada pelas modificacdes ecolbégicas no habitat. O
conhecimento das causas e processos do relacionamento entre estressores
ambientais e seus efeitos € importante para o0 manejo efetivo e restauracao do

dano a ecossistemas aquaticos e as comunidades associadas.
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1) Os sistemas relacionados com a biotransformagdo de xenobidticos e
capacidade antioxidante em Phrynops geoffroanus foram responsivos a
presenca de contaminantes organicos e quimicos presentes no ambiente
pelo despejo de efluentes domésticos e industriais em comparacdo com

espécimes de ambiente controlado;

2) A atividade de GST e G6PDH mostrou-se mais elevada no ambiente
urbano, indicando aumento da capacidade antioxidante e controle do

dano oxidativo causado pela presenca de poluentes;

3) A elevada capacidade antioxidante naturalmente existente em espécies
hipdxia-tolerantes, como é o caso de P. geoffroanus, confere protecao ao
dano oxidativo provocado pelos metabdlitos gerados pelos sistemas de
biotransformagéo de xenobidticos, e é indicativo de elemento primordial

para a adaptacao desta espécie a ambientes degradados;

4) A condicdo, indicativo de bem-estar e saude animal, é dependente da
area amostrada, gradiente de contaminacdo, periodo reprodutivo,
pluviosidade, temperatura e sexo em P. geoffroanus. Portanto, machos e

fémeas apresentam recrutamento e gasto energéticos diferenciados;

5) A partir da avaliacdo da estrutura genética entre populacdes do rio Preto
e do cérrego Felicidade, baseada em microssatélites, constatou-se que
ndo ha diferenciacdo genética entre as duas populacdes, devido ao

extenso fluxo génico entre elas e elevada diversidade genética;

6) Com a andlise de estruturacao intrapopulacional, observa-se a existéncia
de cinco agrupamentos genéticos, que reflete as alteragbes no habitat
gerados pelo represamento e assoreamento nas areas estudadas, que
estdo iniciando processos de separacdo (barreira) de sub-populagdes

existentes;
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7) A avaliacdo historica e demografica ndo indica evento de gargalo da

garrafa;

8) A correlacdo negativa entre heterozigosidade-fitness reflete as mudancas

9)

by

ecolégicas recentes associadas a contaminagdo ambiental e

represamento;

P. geoffroanus apresenta adaptacdo a contaminagdo ambiental, mas
modificagbes ecoldgicas e possivel perda do habitat estdo alterando a
diversidade genética das populacdes estudadas.
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Anexos

A) Documento de Aprovacdo para experimentacdo animal pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto

L= =R R IR R =R gy WS IR L~ R )] I-Glr-ﬂu L= IR L L=2 N L - L ) I'l-ll\rﬂ'l-l B WS VRIS a\-ﬂ Wi LSl

(Protocolo: FAMERP n® 5517/2008) sob responsabilidade da Profa. Dra. Débora
Ap. Pires de Campos Zuccan, por cumprir com os principios &ticos exigidos em
experimentagdo animal, foi aprovado pela CEEA-FAMERP.,

Lembramos ao senhor pesauisador a necessidade de relatério completo ao
final do estudc.

S8o José do Rio Preto, 16 de Qutubro de 2008.

(itzine Latmar G

W s O L oy L
Profa Dra Crstiane Dam,a'as Gil
Presidente CEEA - FAMERP
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Anexos

B) Licenca para atividade com finalidade cientifica concedida pelo
IBAMA (2008-2009)
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C) Licenca para atividade com finalidade cientifica concedida pelo
IBAMA (2009-2012)
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