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RESUMO 

O ecossistema Amazônia é caracterizado por sua grande diversidade ambiental, resultante da 

extensa área de floresta e ampliada pelos diferentes corpos hídricos, atores que juntos, reúnem 

todos os recursos naturais que tanto atraem olhares para região. Um desses recursos é 

adquirido através da mineração que dentre os diversos impactos ambientais destacamos a 

liberação de mercúrio (Hg) por meio De um dos processos de produção. O Hg é um dos 

metais pesados com maior toxicidade, tendo propriedades bioacumulativas e potencial 

genotóxico. Portanto, é importante avaliar os efeitos genotóxicos relacionados a esse metal, e 

uma forma de avaliar tais efeitos é através do Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso 

(RAPD), técnica que amplifica segmentos aleatórios do DNA genômico total. Este estudo 

analisou os efeitos da poluição por Hg sobre H. malabaricus (traíra) em três localidades da 

bacia do rio Tapajós, Crepori, Juá e Parauá, para avaliar o possível impacto ambiental sobre a 

diversidade genética das populações desta espécie. Os resultados apontam que quanto maior a 

exposição ao Hg, maior o número de bandas, pois Crepori é a população com amostras de 

maiores concentrações de mercúrio total (HgT). 

 

Palavras chaves: Amazônia. Ecotoxicologia. Metal pesado. RAPD.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

O bioma Amazônia é caracterizado por sua grande diversidade ambiental e 

importância para os demais ecossistemas brasileiros, resultante da extensa área de floresta 

tropical e ampliada pelos diferentes tipos de água, como por exemplo, as águas pretas do rio 

Negro, as brancas do rio Amazonas e as claras do rio Tapajós, fatores que juntos, reúnem 

todos os recursos naturais que tanto atraem olhares para região (Val et al. 2010). 

A exploração desses recursos, principalmente por meio do extrativismo, além de 

trazer desenvolvimento econômico e social para a região, traz também o descarte de 

substâncias químicas contaminantes que tornam os ecossistemas aquáticos como principais 

depósitos destas, que mesmo não sendo lançadas diretamente nos corpos de água têm seu 

destino final ali, devido aos processos físico-químicos que realizam (Oliveira Ribeiro 1997). 

O Hg por exemplo, é uma dessas substâncias, e dentre todos os metais pesados lançados no 

ambiente é o que tem maior potencial toxicológico (Lopes-Poleza 2004) e na forma de 

metilmercúrio (MeHg) é considerado uma substância com alta capacidade genotóxica devido 

à sua bioacumulação nos organismos vivos, tendo como principal alvo o sistema nervoso 

central (WHO 1990). 

Atualmente, reconhecemos duas fontes principais de Hg para os ecossistemas: as 

fontes naturais e antrópicas (Lacerda et al. 2007). Para Marins et al. (2004), a primeira ocorre 

por meio de processos naturais como a ressuspensão de partículas do solo pelos ventos, 

emanações vulcânicas, queimadas de florestas e emanações do solo e águas superficiais e a 

fonte antrópica, segundo Siqueira e Aprille (2012), está diretamente associada à atividade 

mineradora, principalmente ao processo de produção de amálgama para recuperação do ouro 

de granulação fina, que por sua vez é queimado, geralmente ao ar livre, liberando o Hg para a 

atmosfera na forma de vapor (Hg
0
). 

 A grande expansão da atividade mineradora iniciou-se na década de 1970, com o 

Plano de Integração Nacional, e teve seu auge entre as décadas de 1980 e 90, especialmente 

no Estado do Pará, próximo aos municípios de Itaituba, Jacareacanga e Eldorado dos Carajás 

e atualmente, Portanto, em vista de um possível aumento na atividade mineradora na região, é 

natural acreditar que algumas dessas substâncias liberadas no ambiente se acumulem nas 

espécies que compõem as cadeias tróficas, principalmente nos sedimentos dos ecossistemas 

aquáticos (Rabello-Gay, Rodrigues, Monteleone-Neto 1991).  

Organismos aquáticos podem ser úteis em estudos de avaliações ambientais, pois 

estão constantemente expostos a diversas substâncias tóxicas lançadas no ambiente. Os 

peixes, por ocuparem diferentes níveis tróficos da cadeia alimentar de ecossistemas aquáticos 
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são considerados organismos chave para o biomonitoramento em estudos de ecotoxicologia. 

Esses animais, têm a capacidade de absorver moléculas toxicantes por diversas vias, como 

alimentação, pelas brânquias através da difusão simples de íons metálicos, pela água ingerida 

e pela adsorção direta através da pele, o que pode levar a respostas fisiológicas em diversos 

sistemas biológicos causadas por alterações físico-químicas da água e presença de poluentes 

aquáticos (Jesus e Carvalho 2008; Freitas e Siqueira-Souza 2009; Arrifano 2016). Outro fator 

importante no uso de peixes como organismos-teste é a semelhança fisiológica e histológica 

do seu organismo com o de outros vertebrados, inclusive o do homem (Dagostim 2014). 

A espécie H. malabaricus (Bloch, 1794), por exemplo, também conhecida 

popularmente como traíra, possui grande capacidade de adaptação a diferentes condições 

ambientais e está amplamente distribuída nas bacias hidrográficas da América do Sul 

(Hensley e Moody 1975). A traíra é um peixe predador topo de cadeia trófica e de fácil 

manuseio em laboratório. Mesmo não sendo considerada um organismo modelo para testes 

ecotoxicologicos, muitos autores já a utilizaram, em estudos in vivo, como organismo teste 

para a avaliação dos efeitos dos mais diversos tipos de poluentes (Cestari et al. 2004; Ferraro 

et al. 2004; Ramsdorf et al. 2009; Silva et al. 2011; Mela et al. 2014). 

Segundo Mitchelmore e Chipman (1998), a genotoxicidade é a capacidade de uma 

substância tóxica provocar danos à molécula de DNA, podendo ser diretos, causando 

mutações no DNA (efeito mutagênico) ou indiretos através de alterações ambientais que 

podem ter efeitos fisiológicos e/ou ecológicos que levam ao aumento da mortalidade ou que 

afetam a capacidade reprodutiva da população sujeita ao poluente (de Wolf et al. 2004).  

Uma forma de avaliar tais efeitos é através do uso de ferramentas moleculares, 

principalmente utilizando a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain 

Reaction - PCR), como por exemplo o Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso 

(Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD) que vem sendo bastante utilizado, afinal, é 

um processo que envolve a amplificação aleatória de segmentos do DNA genômico (gDNA) 

através da PCR (Atienzar et al. 2002; Zhiyi e Haowen 2004). 

Esta técnica relaciona efeitos genéticos da população considerando diferenças de 

intensidade da banda ou ganho/perda de bandas RAPD, mas também podem fornecer 

informações sobre a diversidade genética geral e estrutura das populações, nos permitindo a 

comparação entre áreas com diferentes níveis de contaminação. Por outro lado, devido à sua 

alta sensibilidade às condições de PCR e sua amplificação aleatória, a reprodutibilidade 

continua sendo sua principal desvantagem (Zhiyi e Haowen 2004; de Wolf et al. 2004).  

 



9 

 
 

OBJETIVOS 

Geral: Investigar possíveis efeitos da contaminação por Hg sobre a diversidade 

genética de H. malabaricus (Traíra) em três localidades da bacia do rio Tapajós- Crepori, Juá 

e Parauá. 

Específicos: 

 Testar o RAPD como marcador em ecotoxicologia para populações da bacia do rio 

Tapajós; 

 Obter bandas das populações em estudo; 

 Obter bandas de amostras individuais com diferentes concentrações de HgT. 
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RESUMO 

A região Amazônica, pela vasta diversidade de recursos naturais que possui, é alvo de 

inúmeras atividades extrativistas que direta ou indiretamente liberam substâncias químicas 

poluentes ao ambiente, por isso, é importante avaliar se já são observados efeitos genotóxicos 

relacionados a estas. Portanto, o objetivo do trabalho foi analisar os possíveis efeitos 

genotóxicos da poluição por mercúrio (Hg) sobre H. malabaricus (traíra) em três localidades 

da bacia do rio Tapajós (Crepori, Juá e Parauá) a fim de avaliar o possível impacto ambiental 

sobre a diversidade genética das populações desta espécie. O marcador genético utilizado foi 

o RAPD e se mostrou útil e prático ao detectar a genotoxidade. Apesar de ser a primeira vez 

em que se utiliza este marcador para investigar possíveis danos ao DNA, causado por Hg, em 

H. malabaricus de ambientes naturais do baixo Amazonas, conseguimos ultrapassar o maior 

gargalo da técnica, a reprodutibilidade e os resultados apontam que quanto maior a exposição 

ao Hg, maior o número de bandas, pois Crepori é a população com amostras de maiores 

concentrações de mercúrio total (HgT) 

 

Palavras chaves: Amazônia. Ecotoxicologia. Metal pesado. RAPD. Traíra.   
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1 INTRODUÇÃO 

Um dos metais pesados lançados ao ambiente com maior potencial toxicológico é o Hg 

(Lopes-Poleza 2004) e na forma de metilmercúrio (MeHg) é considerado uma substância com 

alta capacidade genotóxica devido à sua bioacumulação nos organismos vivos, tendo como 

principal alvo o sistema nervoso central (WHO 1990). Atualmente, reconhecemos duas fontes 

principais de Hg para os ecossistemas: as fontes naturais e antrópicas (Lacerda et al. 2007). 

Segundo Siqueira e Aprille (2012), a fonte antrópica,  está diretamente associada à atividade 

mineradora, principalmente ao processo de produção de amálgama para recuperação do ouro de 

granulação fina, que por sua vez é queimado, geralmente ao ar livre, liberando o Hg para a 

atmosfera na forma de vapor (Hg
0
). 

Devido a sua alta toxidade e à acumulação em organismos aquáticos, particularmente 

em peixes, o Hg tornou-se um dos poluentes mais importantes e também um dos mais 

estudados (Brabo, 2010) .Os peixes, por ocuparem os diferentes níveis tróficos da cadeia 

alimentar de ecossistemas aquáticos e estão constantemente expostos às diversas substâncias 

tóxicas lançadas no ambiente, além da semelhança fisiológica e histológica do seu organismo 

com o de outros vertebrados, inclusive o do homem, desta forma, são considerados organismos 

chave para o biomonitoramento em estudos de ecotoxicologia, (Jesus e Carvalho, 2008; Freitas 

e Siqueira-Souza, 2009; Arrifano, 2016; Dagostim 2014) 

A espécie H. malabaricus (Bloch, 1794), por exemplo, também conhecida 

popularmente como traíra, pode ser considerada um bioindicador, pois possui grande 

capacidade de adaptação a diferentes condições ambientais e está amplamente distribuída nas 

bacias hidrográficas da América do Sul (Hensley e Moody 1975) e por ser predador de topo de 

cadeia trófica e de fácil manuseio em laboratório, diversos trabalhos têm sido realizados com 

essa espécie para a avalição dos efeitos genotóxicos dos mais diversos tipos de poluentes em 

estudos in vivo (Cestari et al. 2004; Ferraro et al. 2004; Ramsdorf et al. 2009; Silva et al. 2011; 

Mela et al. 2014).  

Segundo Mitchelmore e Chipman (1998), a genotoxicidade é a capacidade de uma 

substância tóxica provocar danos à molécula de DNA, esses danos podem ser diretos, causando 

mutações no DNA (efeito mutagênico) ou indiretos através de alterações ambientais que podem 

ter efeitos fisiológicos e/ou ecológicos que levam ao aumento da mortalidade ou que afetam a 

capacidade reprodutiva da população sujeita ao poluente (de Wolf et al. 2004). Uma forma de 

avaliar tais efeitos é através do uso de ferramentas moleculares, estas são muito utilizados em 

estudos com marcadores moleculares e taxonomia de espécies, principalmente a técnica de 

Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). Em estudos de 

ecotoxicologia, os Polimorfismos de DNA Amplificados ao Acaso (Random Amplified 
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Polymorphic DNA - RAPD) vêm sendo bastante utilizados, pois é uma técnica que envolve a 

amplificação de segmentos aleatórios do DNA genômico (gDNA) através da PCR (Atienzar et 

al. 2002; Zhiyi e Haowen 2004). 

Esta técnica relaciona efeitos genéticos da população considerando diferenças de 

intensidade da banda ou ganho/perda de bandas RAPD, mas também podem fornecer 

informações sobre a diversidade genética geral e estrutura das populações, nos permitindo a 

comparação entre áreas com diferentes níveis de contaminação sem precisar obter dados de 

sequência. Por outro lado, devido à sua alta sensibilidade às condições de PCR e sua 

amplificação aleatória, a reprodutibilidade continua sendo sua principal desvantagem (Zhiyi e 

Haowen 2004; de Wolf et al. 2004). Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo 

analisar os efeitos da poluição por Hg sobre a diversidade genética da traíra (H.malabaricus) 

em três localidades do baixo amazonas (Crepori, Juá e Parauá) através da técnica de RAPD. 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 AMOSTRAGEM 

Foram analisadas amostras de tecido muscular de H. malabaricus previamente 

coletadas em três regiões da bacia do rio Tapajós: área 1 (CRP) - Comunidade garimpeira do 

Creporizão, rio Crepori, município de Itaituba (PA), (n=16), situado em 6° 49' 9.96"S e 56° 50' 

51.26"O;  área 2 (JUA) - Lago Juá, situado na margem direita do rio Tapajós, município de 

Santarém (n=20), situado em 2° 26' 17.15"S e 54° 47' 7.43"O e área 3 (PAR) - Vila Parauá, 

localizada na margem esquerda do baixo rio Tapajós, área pertencente à Reserva Extrativista 

(REsEx) Tapajós – Arapiuns, município de Santarém (n=20), situada em 2° 48' 8.1"S e 55° 10' 

41.4"O. 

Todos os tecidos utilizados fazem parte do banco de tecidos do Laboratório de Genética 

e Biodiversidade (LGBIO) e foram gentilmente cedidos pelo Coordenador do mesmo, Prof. Dr. 

Luís Reginaldo Ribeiro Rodrigues. 

2.2 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS 

2.2.1 Extração de DNA: O DNA genômico total (gDNA) foi extraído por 

precipitação em Acetato de Amônia (Bruford et al. 1992). Amostras de DNA de 56 indivíduos 

foram combinadas em duas misturas de 10 por área (pool), com excessão da área 1 que contou 

com um pool de 10 e outro com 6,  a escolha dos DNA para a constituição dos pools foi 

aleatorizada. Este procedimento foi adotado afim de suprimir eventuais efeitos do polimorfismo 

intrapopulacional que potencialmente serão revelados pela técnica de Polimorfismos de DNA 

Amplificados ao Acaso (Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD). As amostras de 

gDNA foram quantificadas em espectrofotômetro L-Quant (Loccus Biotecnologia) e 
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padronizadas para uma concentração de 50 ng/µL conforme previamente adotado para Danio 

rerio e Rutilus rutilus (Zhiyi e Haowen, 2004; Bem Salem 2014). Além das análises das 

misturas, realizamos análise indivídual com amostras três amostras de menor concentração de 

HgT e três de maior, para Crepori e Juá, a fim de observar se há padrão de acordo com o 

gradiente numérico, segundo a quantificação feita por Silva (2017), que variaram de 0,39 a 2,19 

mg.Kg
-1

 em amostras de crepori e 0,23 a 0,64 mg.Kg
-1 

em amostras do lago do Juá. 

2.2.2 Reações de RAPD: Foram testados 14 oligonucleotídeos com três repetições 

(Eurofins, Kit A). Foram selecionados seis oligonucleotídeos que mostraram as melhores 

amplificações (tabela 1). 

Tabela 1: Sequências dos oligonucleotídeos com melhores amplificações 

Oligonucleotídeo Sequência 

A1 5’ –CAGGCCCTTC– 3’ 

A3 5’ –AGTCAGCCAC– 3’ 

A4 5’ –AATCGGGCTG– 3’ 

A5 5’ –AGGGGTCTTG– 3’ 

A10 5’ –GTGATCGCAG– 3’ 

A13 5’ –CAGCACCCAC– 3’ 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

As reações de RAPD foram constituídas por: 4μL de dNTPs (1,25mM), 2,5 μL de 

tampão 10X, 2,5 μL de MgCl2, 0,3 μL de Taq polimerase (5U/µL) (Ludwig Biotec), 1,5 μL de 

oligonucleotídeo (10µM), 1 μL da mistura de gDNA à 50ng/µL e água de injeção para 

completar o volume final de 25µL. O programa de ciclagem consistiu em uma etapa de 

desnaturação inicial por 3 minutos a 95°C, seguida por 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 2 minutos 

a 36°C, e 5 minutos a 72°C, finalizando com uma etapa de extensão final de 5 minutos a 72°C. 

2.2.3 Eletroforese e fotodocumentação: Os produtos amplificados foram 

visualizadas após eletroforese em gel de agarose a 1% com TBE 1X (preparado a partir de uma 

solução estoque de TBE 10x, contendo Tris – Base 99,9%, EDTA 99,0% e Ácido Bórico 

99,5%), submetido a eletroforese a 120V, 400mA por 110 minutos. Para cada gel foram 

aplicadas 15μL do produto RAPD e 8 μL de corante (Blue juice e GelRed) e para a 

quantificação dos fragmentos amplificados utilizou-se 2μl do marcador de peso molecular 

Ladder 1Kb (Ludwig Biotec) corado com GelRed (Biotium). Os géis foram visualizados e 

digitalizados em fotodocumentador L–Pix (Loccus Biotecnologia).  

2.3 ANÁLISE DOS DADOS 

A análise dos resultados tanto das misturas de DNA quanto das amostras individuais de 

CRP e JUA foram realizadas de acordo com modificações das duas etapas propostas por Zhiyi 
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e Haowen (2004) e Vidal et al. (2006): (1) etapa primária - observação dos géis quanto a 

presença e ausência de bandas (matriz binária); (2) etapa de análise numérica: nesta etapa além 

de observar o número de bandas, a intensidade dessas bandas também é critério para 

agrupamento. Nesta etapa utilizamos o programa gratuito GelJ 2.0 (Heras et al. 2015), para 

estimar a distância genética através do método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with 

Arithmetic Averages), utilizando coeficiente de similaridade de Jaccard (Jaccard 1908). 

3 RESULTADOS  

3.1 ANÁLISE DAS MISTURAS DE DNA  

De acordo com a padronização do RAPD, somente seis oligonucleotídeos foram 

considerados na análise numérica, pois possuem maior número de bandas e amplificação 

reproduzível. Assim, para estes seis oligonucleotídeos observamos um total de 129 bandas 

nítidas que variaram entre pouco menos de 500 a 2000 pares de base (pb), os géis obtidos após 

amplificação com os seis oligonucleotídeos estão na figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fotografia dos geis obtidos nos testes com as misturas de DNA de H.malabaricus. Da direita para 

esquerda, de cima pra baixo: A1, A3, A4, A5, A10 e A13.  Ladder de 1kb (10.0, 8.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.0, 2.0, 1.5, 

1.0, 0.75, 0.5) 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 
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Os seis oligonucleotídeos analisados amplificaram, em média, sete bandas, com o A3 

fornecendo o maior número de bandas amplificadas (11), e o A1 o menor deles (3) (figura 2). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

As análises de similaridade e agrupamento UPGMA, com corte de 50%, demonstraram 

ausência de diferenças significativas entre o número de bandas geradas pelo oligonucleotídeo 

A1 entre as três áreas de estudo.  Por outro lado, o oligonucleotídeo A3 teve diferença entre a 

população Parauá com as demais (figura 5), A4 gerou diferença dentro da população de Parauá, 

onde a mistura 2 se diferenciou da mistura 1 e das demais populações (figura 6), A5 gerou 

diferença entre Crepori e demais populações, assim como a mistura 2 de Parauá (figura 7), A10 

agrupou Juá tanto com Crepori como com Parauá (figura 8) e no A13 Juá foi considerado 

diferente das demais áreas, assim como a mistura 2 de Parauá (figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Elaborado pelos autores no GelJ2.0, 2019             Fonte: Elaborado pelos autores no GelJ2.0, 2019 
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Figura 2: Número de bandas amplificadas por cada um dos oligonucleotídeos de cada 

área investigada. 

OLIGONUCLEOTÍDEO 

AMPLIFICADAS 

Figura 5: Dendrograma derivado com base na matriz 

de similaridade de Jaccard, corte de 50%, relacionando 

amostras as misturas de DNA após reação com o 

oligonucleotídeo A3. 

Figura 6: Dendrograma derivado com base na matriz 

de similaridade de Jaccard, corte de 50%, 

relacionando amostras as misturas de DNA após 

reação com o oligonucleotídeo A4. 
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Fonte: Elaborado pelos autores no GelJ2.0, 2019                Fonte: Elaborado pelos autores no GelJ2.0, 2019 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelos autores no GelJ2.0, 2019         

        

Quanto ao número de bandas houve um padrão médio ao analisarmos as três populações (tabela 

2).  

Tabela 2: Oligonucleotídeos com seus respectivos números de bandas e grupos por área de estudo. 

Oligonucleotídeo Bandas CRP Bandas JUA Bandas PAR Nº de grupos 

A1 1 6 3 1 

A3 19 10 6 2 

A4 8 10 2 2 

A5 5 5 5 3 

A10 11 7 3 2 

A13 11 6 7 3 

Média 9,2 7,3 4,3 - 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 
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Figura 8: Dendrograma derivado com base na matriz 

de similaridade de Jaccard, corte de 50%, relacionando 

amostras as misturas de DNA após reação com o 

oligonucleotídeo A10. 

Figura 7: Dendrograma derivado com base na matriz 

de similaridade de Jaccard, corte de 50%, 

relacionando amostras as misturas de DNA após 

reação com o oligonucleotídeo A5. 
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Figura 9: Dendrograma derivado com base na matriz de similaridade de Jaccard, corte de 50%, relacionando 

amostras as misturas de DNA após reação com o oligonucleotídeo A13. 
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Para alguns desses oligonucleotídeos não houve amplificação em todas as misturas, 

como duas amostras em A1 (PAR M1 e CRP M2), uma em A4 (PAR M2) e PAR M2 em A5, 

A10 e A13, ilustrado na figura 1. 

3.2 ANÁLISE DAS AMOSTRAS INDIVUDUAIS  

Considerando a tabela 1, analisamos que há diferença no padrão de bandas entre 

amostras de maior e menor concentração de Hg para todos os seis oligonucleotídeos testados 

nas misturas de DNA, mas tanto para Crepori como para Juá não foi possível visualizar um 

padrão de diferenciação genética em função da concentração de Hg em nenhum 

oligonucleotídeo. 

 
Tabela 3: Amostras do rio Crepori utilizadas na análise individual com suas respectivas concentrações de HgT, 

oligonucleotídeos e respectivos números de bandas. 

 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

 

Oligonucleotídeo 

HgT (mg.Kg
-1

)  

 

Nº de grupos 

0,39 0,43 0,51 2,02 2,12 2,19 

Nº de bandas 

A1 8 0 9 6 8 1 1 

A3 14 10 15 10 14 10 2 

A4 9 3 8 8 8 8 3 

A5 6 2 5 5 5 2 3 

A10 8 2 8 8 7 7 2 

A13 13 7 11 8 10 1 2 

 

 

Oligonucleotídeo 

HgT (mg.Kg
-1

) 
 

Nº de grupos 
0,23 0,34 0,36 0,51 0,61 0,64 

Nº de bandas 

A1 3 8 7 2 2 4 2 

A3 5 10 5 12 10 4 2 

A4 6 5 7 8 4 6 2 

A5 4 6 7 4 4 9 2 

A10 6 8 4 8 5 6 2 

A13 5 8 8 8 3 7 2 

Tabela 4: Amostras do lago do Juá  utilizadas na análise individual com suas respectivas concentrações de HgT, 

oligonucleotídeos e respectivos números de bandas. 
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4 DISCUSSÃO 

São vários os processos que podem levar à diferenciação genética dentro de uma 

espécie, desde eventos históricos, que podem resultar em isolamento geográfico (Dergam et al. 

1998), ou relação direta com as características específicas do tributário associadas à condição 

ecológica em que esta população é submetida (Carlsson et al. 1999), às condições estressantes 

do ambiente (Market et al. 2010), incluindo a exposição da espécie a diferentes poluentes, 

sejam eles químicos, físicos ou biológicos, uma vez que a contaminação ambiental exerce 

elevada pressão sobre a população de espécies de peixes e causam diversos danos ao DNA 

desses organismos (Rodrigues et al. 2017). O conhecimento dos padrões de bandas nas 

populações de H. malabaricus, é essencial para o monitoramento da Amazônia, afinal, se trata 

de uma promissora espécie bioindicadora, por suas características já mencionadas.  

As variações nos padrões de bandas RAPD observadas nas três populações de H. 

malabaricus da bacia do rio Tapajós pode ser resultado de inúmeros fatores, porém, a 

caracterização das áreas do baixo Amazonas em que as amostras foram coletadas, descritas nos 

trabalho de Alves (2017) e de Silva (2017), onde destacam o histórico de garimpo ao redor do 

rio Crepori, o aumento da ação antrópica próximo ao lago do Juá e o passado da Comunidade 

Parauá, antes de se tornar uma ResEx, nos permitem inferir que o Hg pode sim ser um desses 

fatores, uma vez todos essas atividades citadas contribuem para o aumento da exposição desse 

metal que é um dos metais com maior toxidade e potencial causador de efeitos genotóxicos 

(WHO, 1990).  

Ao analisarmos as misturas de DNA, em quase 100% dos agrupamentos, a população de 

Parauá esteve distante geneticamente de Crepori (com maior distância) e Juá, e Crepori que 

possui amostras com concentrações de Hg muito acima da concentração limite de Hg em peixes 

para consumo humano recomendado pela Agência Nacional da Vigilância Sanitária (ANVISA) 

e pela Organização Mundial de Saúde (OMS) que é 1.0 mg.kg
-1

(carnívoros) e 0,5 mg.kg
-1

 (não 

carnívoros) respectivamente, corrobora com a hipótese de que a exposição ao Hg já esteja 

causando danos, mesmo que tímidos, ao DNA, e que o efeito genotóxico pode ser observado 

pela inserção de bandas, e essa alteração no número de bandas está associada a alterações do 

material genético (Rocco et al. 2015). Por outro lado, mesmo que as análises individuais não 

tenham apresentado um padrão quanto ao número e intensidade de bandas, talvez pelo N 

amostral baixo, não descartamos que esse resultado possa ser considerado em futuros estudos, 

pois apesar de ser a primeira vez em que se utiliza RAPD para investigar a variabilidade 

genética em H. malabaricus de ambientes naturais do baixo Amazonas, a fim de investigar 

possíveis danos ao DNA causado por Hg, conseguimos ultrapassar o maior gargalo da técnica 

que é a reprodutibilidade, e é claro que ainda são necessárias adaptações à metodologia e 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S014111361530043X?via%3Dihub#bib34
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principalmente quantificar outros poluentes presentes, além de análise de qualidade de água 

e/ou realizar novas coletas, afinal, danos ao DNA podem ser a longo prazo e as amostras 

utilizadas foram coletadas em 2015. 

Utilizando as mesmas amostras, Alves (2017) observou através de Teste de 

Micronúcleo (NM) e Anomalias Nucleares Eritrocitárias (ANE), baixa frequência de NM e de 

ANE, mas sem diferença significativa entre as populações. Porém Silva (2017), com amostras 

do rio Crepori e do lago do Juá, usando as técnicas acima, também encontrou baixa frequência 

de NM e ANE, sem diferenças significativas entre as populações, mas, ao analisar danos de 

Ensaio Cometa em eritrócitos (EC)  medidos por escores, onde o valor pode variar de 0 a 400, 

onde 0 equivale a ausência de dano e 400 o maior grau de dano, observou nas amostras do lago 

do Juá o escore de 68.1, enquanto que, as do rio Crepori apresentaram  escore de 156.9, as 

comparações entre os valores médios para as duas populações mostraram diferença estatística 

(p=0.0001). Para os autores, mesmo sem diferenças significativas na maioria das análises, não 

descartam que é necessário maiores investigações. 

 Por outro lado, Guimarães (2018), utilizando genes da Citocromo Oxidase I (COI), 

observou uma clara distinção da população do rio Crepori com as demais populações (Parauá e 

Juá), além de observar que a população do lago do Juá possui maior diversidade genética, mas 

que talvez seja resultado da localização deste lago que é anualmente submetido às oscilações do 

pulso de inundações dos rios Tapajós e Amazonas, fator mencionado por Marques et al. (2013), 

quando obteve diferentes haplogrupos desta espécie em estudo com amostras do baixo rio 

Amazonas, reforçando mais uma vez que fatores ambientais atuam diretamente no DNA dos 

peixes. 

Outros estudos também buscam correlacionar a concentração de Hg em peixes com: 

peso e comprimento (Perez 2008; Silva  2017); comprimento e idade (França 2017), alterações 

hematológicas de células e componentes do sangue, efeito neurotóxico e os efeitos do MeHg no 

rim e fígado (Mela 2004), efeitos do MeHg na retina (Mela 2009). Mas, poucos estudos 

menciona o uso do RAPD como ferramenta para investigar os efeitos de metais pesados em 

animais, a maioria dos trabalhos que o utiliza é para analisar diversidade genética, 

principalmente de vegetais (Halmers 1992; Binneck, Nedel, Dellagostin 2002; Bhadragoudar e 

Patil 2011).  

Banci (2008), por meio do RAPD, investigou os efeitos da poluição por metais pesados 

sobre o Ucides cordatus (caranguejo-uçá) em três localidades de manguezal da Região 

Metropolitana da Baixada Santista (Juréia, Cubatão e São Vicente) e encontrou diferenças 

significativas entre as populações. Assim como Lerebours et al. (2013) que ao inserirem 13,5  

μg/g de Hg na dieta de peixes-zebra (Danio rerio), concentração de Hg encontrada em várias 
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presas da cadeia alimentar da Guiana Francesa, também encontraram diferenças ao analisarem 

os produtos do RAPD e o comparar com o controle. A mesma espécie de peixe foi utilizada por 

Zhiyi e Haowen (2004), que ao exporem D. rerio a diferentes concentrações nominal de 

fosfamida (0,05, 0,1, 1,0 e 10,0  mg/ L) e dimetoato (1,0, 10,0 e 100,0  mg/ L) durante noventa 

e seis horas, sem inserir nenhum alimento aos peixes nesse período, concluíram que o efeito 

genotóxico desses produtos químicos é promovido pela concentração, ou seja, o aumento da 

concentração do produto químico genotóxico causa perda no número de bandas estáveis.  

Bem Salem et al. (2014) ao analisar pela primeira vez os impactos de poluentes em 

peixes (Rutilus rutilus) expostos a lixiviados de aterros sanitários, utilizando RAPD-PCR, 

também observaram mudanças aparentes no padrão de bandas, como aparecimento ou 

desaparecimento de bandas, quando comparavam com peixes coletados em uma lagoa de 

referência não poluída e, apontam a alta capacidade do RAPD em detectar alterações genéticas 

significativas no DNA de peixe, após a contaminação com um conjunto de metais contidos nos 

lixiviados. Um ano depois, Rocco et al. (2015), utilizando a mesma técnica, investigaram o 

potencial efeito genotóxico causado em mexilhões (Mytilus galloprovincialis) expostos por 

quatro dias, in vivo, a dióxido de titânio nanosizado (n-TiO2) (100 μg L
-1

) sozinho e em 

combinação com CdCl2 (100 μg L
-1

) e compararam os resultados com um grupo não tratado 

com nenhum desses compostos. O resultado mostrou que a exposição a n-TiO2 resulta em 

perda de bandas e ao expor a CdCl2, o número de bandas se manteve igual ao do grupo não 

tratado, então expuseram um quarto grupo à co-exposição a n-TiO2 e CdCl2 e resultou apenas 

no desaparecimento de bandas em relação ao grupo não tratado. 

Portanto, o RAPD é um método simples, barato e vem se mostrando uma poderosa 

ferramenta não apenas para a discriminação de espécies, mas também em genética de 

populações, como por exemplo na ecotoxicologia, usando como julgamentos de genotoxicidade 

a comparação de populações controle e populações expostas, e como uma perspectiva futura 

com H. malabaricus do baixo Amazonas, destacamos que a metodologia utilizada por Zhiyi e 

Haowen (2004) pode ser uma forte modelagem a ser adaptada e empregada nesta espécie.  

 

5  CONCLUSÃO  

 O RAPD é um método útil e prático para a detecção de genotoxicidade em H. 

malabaricus da bacia do rio Tapajós; 

 A população de H. malabaricus proveniente do rio Crepori possui maior número de 

bandas e é a população com maiores concentrações de HgT, o que pode justificar 

esse resultado; 
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 Não foi possível observar um padrão de bandas ao analisar amostras individuais com 

maior e menor concentração de HgT; 
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