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RESUMO

Caracterizacio genética de crocodilianos brasileiros e desenvolvimento de marcadores
microssatélites para Paleosuchus trigonatus

A constante perda da diversidade bioldgica frente as pressdes antropicas tem concentrado
atengdes sobre a necessidade de se conhecer a diversidade genética das espécies que ainda restam
como um primeiro passo para o desenvolvimento de estratégias de manejo. Técnicas de genética
molecular fornecem uma estimativa do nimero de formas distintas numa area, bem como
medidas de qudo diferentes elas sdo. Dentre estas técnicas, o sequenciamento de DNA
mitocondrial e nuclear, aliado a andlise de seqiiéncias microssatélite, geram informagdes
potencialmente capazes de evidenciar a variagdo contida entre individuos, sendo uma ferramenta
excelente para ser utilizada em andlise filogenética, diferenciagdo interespecifica e
intraespecifica. Neste trabalho utilizamos 1670pb de uma regido do DNA mitocondrial incluindo
o citocromo b e uma parte da regido controle e 630pb do gene nuclear c-mos Para analisar a
relacdo filogenética entre as espécies de crocodilianos brasileiros. Marcadores produzidos por
PCR-RFLP baseados em seqiiéncia do gene citocromo b no DNA mitocondrial foram
desenvolvidos para a identificagdo molecular das seis espécies brasileiras de crocodilianos. Esta
técnica além de importante na identificacdo das espécies poderd ser utilizada como metodologia
oficial de controle da comercializagdo e exportacdo de carne e couro de jacaré. O Caiman
latirostris apresenta a mais extensa distribuicdo geografica entre todos os crocodilianos. No
presente trabalho utilizamos marcadores microssatélites para testar a hipotese da variagdo
genética ser relacionada com distincia geografica, em pequena e grande escala, e se a
variabilidade genética das espécies esta correlacionada com diferentes sub-biomas no litoral e
interior. Nao foi possivel a transferéncia de marcadores microssatélites para a espécie
Paleosuchus trigonatus, sendo assim novos marcadores genéticos foram caracterizados para
espécie pela construg¢do de bibliotecas enriquecidas de DNA microssatélite.

Palavras-chave: Caracterizagdo genética; Crocodilianos brasileiros; Marcadores moleculares



ABSTRACT

Genetic characterization of Brazilian crocodilians and development of microsatellite
markers for Paleosuchus trigonatus

Constant loss of biological diversity due to antropic pressure has concentrated attention
upon the need to know the genetic diversity of remaining species as the first step in developing
management strategies. Molecular techniques provide an estimate of the number of distinct
forms, as well as measurements of the extent of their differences.

Among these techniques, mitochondrial and nuclear DNA sequencing along with
microsatellite sequences provide information that is potentially capable of detecting any variation
between individuals, which makes it an excellent tool for phylogenetic analyses, as well as inter
and intraspecific differentiation. In the present work, we used a 1670bp region of mitochondrial
DNA including cytochrome b and a 630bp portion of the nuclear gene c-mos to analyze the
phylogenetic relationship among Brazilian crocodilian species.

PCR-RFLP markers based on cytochrome b mitochondrial DNA were developed for the
molecular identification of six Brazilian crocodilian species. This technique is not only important
for the identification of species, but it is also useful as an official methodology for controlling
commercialization and exportation of crocodilian meat and leather.

Broad-snouted caiman’s (Caiman latirostris) geographic distribution comprises one of the
widest latitudinal ranges among all crocodilians. In the present study, we used microsatellite
markers to test the hypothesis that genetic variation is related to geographic distance, on a small
and large scale, and if the genetic variability of a species is correlated to coastal and inland sub-
biomes. It was not possible to transfer microsatellite markers to Paleosuchus trigonatus, so new
genetic markers were characterized for the species by constructing a microsatellite enriched DNA
library.

Keywords: Characterization genetics; Brazilian crocodilian; Molecular markers
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1 INTRODUCAO

Uma boa parte da diversidade bioldgica do planeta estd sendo dizimada como
conseqiiéncia de agdes humanas. Apesar da extingdo ser parte natural do processo evolutivo, as
taxas atuais sdo muito elevadas. Assim, a genética aplicada a conservagdo tem por objetivo
auxiliar a reduzir as taxas de extincdo e a preservar a biodiversidade. Técnicas de genética
molecular fornecem uma estimativa do nimero de formas distintas numa area, bem como
medidas de quao diferentes elas sdo. Entre essas técnicas, as mais amplamente utilizadas tém sido
as de medidas de diversidade genética e filogenia. Geralmente, a diversidade genética tem sido
estudada dentro de espécies, medindo tanto as diferengas entre individuos, quanto as diferengas
entre populacdes naturais, que hoje muitas vezes estdo separadas entre si pela perda e
fragmentagdo dos habitats naturais. O conhecimento da diversidade genética ¢ essencial para a
manutengdo das populacdes e das espécies em periodos ecoldgicos e evolutivos. Além de
fornecer uma medida pela qual se pode estimar o valor das regides para conservagao.

O Laboratério de Ecologia Animal e o Laboratério de Biotecnologia Animal da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP (Piracicaba, Estado de Sao Paulo,
Brasil) vém, de forma interdisciplinar coordenando esfor¢os para contribuir com o estudo da
biologia, manejo e conservagao de crocodilianos brasileiros. Em nossos estudos temos utilizado
marcadores microssatélites desenvolvidos para Alligator mississipiensis (GLENN; DESSAUER;
BRAUN, 1998) e marcadores microssatélites especificos para Caiman latirostris que foram
desenvolvidos e testados com sucesso em outras espécies de crocodilianos brasileiros
(ZUCOLOTO, 2003; ZUCOLOTO, 2005). Nossas atividades resultaram na implantagcdo do teste
de maternidade na colonia em cativeiro de Caiman latirostris (ZUCOLOTO, 1998), em estudos
de genética de populagdes selvagens na regido de Sdo Paulo (VERDADE; ZUCOLOTO;
COUTINHO, 2002) e caracterizagdo genética de Caiman latirostris em pontos extremos de sua
distribuicao latitudinal no Brasil (VILLELA, 2004; VILLELA et al., 2008).

No entanto, ainda existe uma caréncia de estudos de caracterizacdo genética e evolutiva
das espécies de crocodilianos que habitam o nosso territério e a utilizacdo de polimorfismo
genético em populacdes naturais como base para compreensdo de fendomenos evolutivos e

ecologicos, devem ser considerados para a conservagao deste grupo.
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Virias técnicas moleculares tém sido utilizadas em estudos evolutivos. Dentre estas
técnicas o sequenciamento de DNA mitocondrial e nuclear, aliado a analise de seqiliéncias
microssatélite, geram informagdes potencialmente capazes de evidenciar a variagdo contida entre
individuos. Sendo uma ferramenta excelente para ser utilizada em analise filogenética,
diferenciagdo interespecifica e intraespecifica (AVISE, 1994).

Esta variabilidade genética, além de importante para a evolucdo, pode ser usada como
instrumento de investigacdo em diversos ramos como verificar afinidades e os limites entre as
espécies, para detectar modos de reproducdo e estrutura familiar, para estimar niveis de migra¢ao
e dispersdo nas populagdes e até mesmo para ajudar na identificagdo de restos animais e produtos
industrializados (principalmente peles e carne).

Com o estudo genético das populagdes de crocodilianos teremos importantes informagdes
ecoldgicas que podem ser utilizados na preservacao das espécies e até para identificar couros e
carnes de animais capturados de forma ilegal, sendo que saber a origem destes produtos ¢ uma

forma mais rapida para se coibir essa pratica.

1.1 Crocodilianos brasileiros

Os crocodilianos (ordem Crocodilia) sdo representantes viventes da subclasse
Archosauria. Sao répteis diapsidos (duas janelas temporais), andam sobre quatro patas e apesar de
terem alguns hébitos anfibios, pdem seus ovos em terra (ROMER; PARSONS, 1985). Os
crocodilianos atuais representam apenas uma pequena fracdo das espécies que existiram durante
o periodo Triassico, ha 220 milhdes de anos. Os crocodilianos modernos consistem de 8 géneros
e 23 espécies distribuidas principalmente nas regides tropical e subtropical, as vezes se
estendendo até as regides temperadas do planeta. As espécies existentes pertencem a classe
Reptilia, subclasse Diapsida, superordem Archosauria e ordem Crocodylia, que sdo divididas em
trés familias: Alligatorinae, Crocodylinae e Gavialinae (ZUG; VITT; CALDWELL, 2001). Os
crocodilianos brasileiros chamados de jacarés, pertencem a subfamilia Alligatorinae (KING;
BURKE, 1989).

Ha4 quatro géneros viventes representando os Alligatorinae: Alligator, Caiman,
Melanosuchus e Paleosuchus. O primeiro ocorre somente na América do Norte e China, o
segundo ¢ encontrado do sul do México a América do Sul, os dois géneros seguintes sdo

encontrados somente na América do Sul (SILL, 1968).
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De acordo com a Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH, 2005), na ordem
Crocodylia, familia Alligatoridae, constam no Brasil seis espécies: Caiman crocodilus
(LINNAEUS, 1758); Caiman latirostris (DAUDIN, 1802); Caiman yacare (DAUDIN, 1802),
Melanosuchus niger (SPIX, 1825); Paleosuchus palpebrosus (CUVIER, 1807) e Paleosuchus
trigonatus (SCHNEIDER, 1801).

Alguns autores nao consideram o nivel espécifico para Caiman yacare como proposto por

Daudin (1802), rebaixando a espécie para subespécie Caiman crocodilus yacare (KING;

BURKE, 1989).

Melanosuchus niger (Jacaré-acu)

O Jacaré-agu pode alcancar seis metros de comprimento. A espécie ¢ caracterizada por
sua coloragdo escura, que a distingue de outros jacarés, mais claros na idade adulta. E encontrado
em paises amazoOnicos, como Brasil, Peru, Colombia, Bolivia, Guiana e Guiana Francesa

(BRAZAITIS et al., 1996; THORBJARNARSON, 2007).

Figura 1.1 - Foto Melanosuchus nier

A espécie ocorre basicamente em toda a bacia amazdnica, mas ¢ realmente abundante
somente nas areas de varzeas. Recentemente o jacaré-acu foi excluido da Nova Lista Nacional
das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Exting¢do. Por outro lado, a nivel internacional, as
populacdes naturais dessa espécie, no territdrio brasileiro, ainda estdo incluidas no Apéndice I da
CITES (The Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora).
Lista Vermelha da IUCN: Baixo risco de extingdo, dependente de conservacdo. A populagdo

estimada é de 25.000 a 50.000. Estudos realizados nos ultimos dez anos na Amazodnia brasileira e
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nos paises amazonicos vizinhos indicam que as populagdes desta espécie estdo em Otimo estado
de conservacao na Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guiana, Guiana Francesa e Peru.

Atualmente, o jacaré-acu estd sujeito a intensa exploracdo ilegal para a obten¢do de carne
nas calhas dos rios Solimdes, Japura, Purus e Amazonas. As peles sdo desprezadas e a carne ¢
comercializada salgada com os mercados colombiano e paraense. A pele do jacaré-agu tem valor
comercial proximo ao das espécies classicas, pela pequena presenga de osteodermos e padrdao de
escamas semelhantes ao do aligator americano, com razoavel mercado internacional em
potencial. A produ¢do de carne poderd destinar-se ao mercado interno em grandes centros
urbanos do centro-sul e nordeste do Brasil (INSTITUTO BRASILEIRO DE MEIO AMBIENTE
E DE RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA, 2008).

Caiman latirostris (jacaré-de-papo-amarelo)

O Caiman latirostris, ¢ um crocodiliano sul americano de porte médio, o comprimento
total maximo alcangado ¢ de 3,5 m, mas na natureza sdo raros os animais maiores que 2,0 m
(VERDADE, 1998). O focinho ¢ mais largo que em outros crocodilianos. O corpo ¢ de cor

verde escura, com manchas mais escuras na cabeca e pescoco.

"J",g ;;E

Figura 1.2 - Foto Caiman Latirostris

O Caiman latirostris ¢ uma espécie altamente aquatica habitante das varzeas associadas a

rios. Sua distribuicdo geografica ¢ restringida para a América do Sul que inclui: norte da



19

Argentina; Brasil (estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Goias, Bahia, Sergipe, Alagoas,
Pernambuco, Paraiba, e Rio Grande do Norte, inclui as bacias hidrograficas dos Rios Parana e Sao
Francisco); nordeste do Uruguai, sudeste da Bolivia e sul do Paraguai (VERDADE; PINA, 2006).
Atualmente o tdxon ndo se enquadra na categoria ameagada de extingdo bioldgica pelo IBAMA,
mas ainda esta listado no Apéndice I da CITES (excecdo feita a populacdo Argentina que mudou
para Apéndice II em 1997). As principais causas do declinio de suas populagdes sdo a destrui¢dao
sistemdtica de seu habitat e a caca ilegal. A pele do Caiman latirostris ¢ entre as do género
Caiman, a mais valorizada, por apresentar produtos manufaturados de melhor qualidade (KING;
BRAZAITIS, 1971; BRAZAITIS; WATANABE; AMATO, 1987), apesar de ndo ser considerada
como pele classica (VERDADE, 1997).

Caiman crocodilus (jacaré-tinga)

O tamanho médio dos adultos ¢ de 2,50 metros de comprimento. Corpo esverdeado, com
manchas amarelas e cinzas. O jacaré-tinga ¢ oportunista, favorecendo habitos e dietas variados.
Suas populacdes saudaveis na maior parte de sua area de ocorréncia, refletem sua alta capacidade
de adaptacdo aliada ao seu potencial reprodutivo e a diminui¢do das populagdes de outros

crocodilianos competidores (BRAZAITIS, 1998).

Figura 1.3 - Fot Caiman rocodllus

A espécie encontra-se distribuida no Sul do México, América Central e norte da América
do Sul, nos rios Solimdes, Amazonas, Araguaia, Araguari, Itapicuru, Parnaiba, Negro, Tapajos,
Tocantins e Xingu. A pele legal da espécie normalmente vem da Venezuela, enquanto a ilegal ¢

proveniente do Brasil. O status do Caiman crocodilus ainda ndo ¢ bem conhecido pela ampla



20

distribuicdo da espécie na América do Sul. E o mais comum dentre todos os crocodilianos
brasileiros, apesar de algumas populagdes estarem localmente reduzidas. A espécie consta no
Apéndice II do CITES, sendo sua comercializagio nacional e internacional permitida. E
considerada de “baixo risco” de extingdo bioldgica pela IUCN. Sua populacdo ¢ estimada em

mais de 1.000.000 de individuos (IBAMA, 2008).

Caiman yacare (jacaré-do-pantanal)

E uma espécie amplamente distribuida, ocorre no Brasil central e meridional, nos rios:
Mamore, guapor¢, Paraguai e Parand. Ocorre em altas densidades na regido do Pantanal nos
estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (BRAZAITIS, 1998). Podem chegar até¢ 2,5~3
metros. Corpo esverdeado, com manchas amarelas e cinzas em geral ¢ semelhante ao Caiman

crocodilus.

Figura 1.4 - Foto Caiman yacare

Na sua area de distribui¢do, o C. yacare vem sendo submetido a caga ilegal, ha muito
tempo. Apesar disso, as populagdes apresentam-se ainda com densidades altas em algumas sub-
regides, aparentemente gracas a sua capacidade de resistir a pressao da caca. No entanto, o
desmatamento para a implantacdo de pastagem no Pantanal pode afetar as populacdes desta
espécie no futuro. O C. yacare esté listado no Apéndice II da CITES, que permite a possibilidade
de comércio internacional. Contudo, até pouco tempo atras, a espécie estava listada como
ameacada de extingdo nos Estados Unidos e assim, o comércio com esse pais estava proibido por
forca da lei Norte-Americana. Recentemente, a referida lei foi aprimorada e hoje ¢ possivel
exportar produtos e subprodutos de Caiman para os Estados Unidos. Sua populagdo ¢ estimada

em 100.000 a 200.000; diminuiu em comparacao ao histérico populacional, mas ainda encontra-
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se amplamente distribuida, podendo ser notada alta densidade durante a estacdo seca (IBAMA,

2008).

Paleosuchus palpebrosus (jacaré-pagua)

E considerado entre as 23 espécies de crocodilianos a menor em tamanho, atingindo no
maximo 1,6 m de comprimento (MEDEM, 1981). Dentre as seis espécies que ocorrem no Brasil,
tem a sua distribuicdo marcante ao longo dos rios Amazonas, Paraguai e Parana e de suas areas

inundadas, excluindo a area central do Pantanal (MAGNUSSON, 1985).

Figura 1.5 — Foto Paleosuchus palpebrosus

Relatos dos anos de 1979 a 1980 acusam que peles da espécie foram confiscadas na regido
Amazonica, todavia o valor comercial de suas peles ¢ de baixa importancia no mercado. Isso se
deve a alta ossificacdo da sua pele e as baixas densidades naturais da espécie em toda a area de
distribuicao. A espécie consta do Apéndice II da CITES. A falta de informagdo da ecologia da
espécie, apesar da extensa distribuicdo geografica, ¢ um fator que pode eventualmente afetar a

sua conservacao (THORBJARNARSON, 1992).

Paleosuchus trigonatus (jacaré-coroa)

Ambas as espécies do género Paleosuchus sdo pequenas, comparadas a outros
crocodilianos, mas esta ndo ¢ tdo pequena quanto a P. palpebrosus. Os machos atingem 1,7 a 2,3
m de comprimento e as fémeas, 1,5 m. Sua pele ndo possui alto valor por ser repleta de
osteodermos (placas Osseas). Isso, somado ao pequeno porte, faz com que nio sejam muito
cacados. No Brasil essa espécie foi a menos estudada até¢ o presente momento. Encontra-se

distribuidas na Bacia do Amazonas e do Orinoco.
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Esta espécie ndo se encontra ameacada de extingdo bioldgica no futuro proximo, mas tem
sido afetada a nivel local por destruicdo de habitat, poluicdo e/ou cagca. O desmatamento da
floresta amazonica torna a area impropria para o P. trigonatus. A espécie consta do Apéndice II
da CITES, o que permite a comercializagdo de seus subprodutos aos niveis nacionais e

internacionais. Lista Vermelha da IUCN: Baixo risco de extingao (IBAMA, 2008).

Referéncias

AVISE, J.C. Natural history and evolution. Molecular markers. New York: Chapman & Hall,
1994. 511 p.

BRAZAITIS, P.; WATANABE, M.E.; AMATO, G. The caiman trade. Scientific American,
New York, v. 278, p. 275-284,1998.

BRAZAITIS, P.; REBELO, G.H.; YAMASHITA, C.; ODIERNA, E.O.; WATANABE, M.
Threats to Brazilian crocodilian populations.Oryx, Cambridge, v. 30, p. 275-284, 1996.

DAIDIN, F.M. Histoire naturelle et particuliere des reptiles. Paris: Mook and Mook, 1940.

GLENN, T. C.; DESSAUER, H. C.; BRAUN, M. J. Characterization of microsatellite DNA loci
in American alligators. Copeia, Washington, v. 3, p. 591-601, 1998.

KING, FW; BRAZAITIS, P. Species identification of commercial crocodilian skins. Zoolégica,
New York ,v. 56, n. 2, p. 15-70, 1971.

KING, F.W; BURKE, R.L. Crocodilian, tuatara, and turtle species of the word. Washington:
Association of Systematics Collection, 1989. 216 p.



23

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURALIS.
Disponivel em: < http://www.ibama.gov.br/ran//> Acesso em: 10 jan. 2008.

MAGNUSSON, W.E. Habitat selection, parasites and injuries in Amazonian crocodiles.
Amazonis, Manaus, v. 9, p.193-204, 1985.

MEDEM, F. Los Crocodylia de Sur America: los Crocodylia de Colombia. Bogota: Editor
Carrera, 1981.v.1 270 p.

MOOK, C.C.; MOOK, G.E. Some problems in Crocodilian nomenclature. American Museum
Novitates, New York, v. 1098, p. 1-10, 1940.

ROMER, A.; PARSONS, T.S. Anatomia comparada dos vertebrados. Sao Paulo: Atheneu,
1985. 481 p.

SILL, W.D. The zoogeography of the Crocodilia. Copeia, Washington, v. 1968, p. 7688, 1968.
SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA. Lista de espécies de répteis do Brasil.

Disponivel em: http://www.sbherpetologia.org.br/checklist/repteis.htm, 2005. Acesso em: 10
mar. 2008.

THORBJARNARSON, J. "Melanosuchus niger" 1998. Disponivel em:
<http://www.flmnh.ufl.edu/natsci/herpetology/act-plan/mnige. htm#TOP>. Acesso em: 19 nov.
2007.

THORBIARNARSON, J. Crocodiles: an action plan fortheir conservation. Gland: TUCN,
1992.132 p.

VERDADE, L.M. Manejo e conservagao do jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) em Sao
Paulo, Brasil. In: VALLADARES-PADUA, C.B.; BODMER, R.E.; CULLEN, L.J.R. (Ed.).
Manejo de vida silvestre para a conservacio. Mamiraua: Sociedade Civil Mamiraud, 1997.

p. 222-232.

. Caiman latirostris. In : ROSS, J.P. (Ed.). Crocodile status survey an conservation
action plain. Gland: IUCN; The World conservation Union, 1998.

VERDADE; L.M; PINA C.I. Caiman latirostris. Catalog of the American Society of
Amphibians and Reptiles, Salt Lake, v. 833,p. 1-21, 2006.

VILLELA, P.M.S. Caracterizacio genética de populacdes de Jacaré-de-papo-amarelo
(Caiman Latirostris), utilizando marcadores microssatélites. 2004. 114 p. Dissertacao de
Mestrado ( Mestre em Ecologia de Agroecossistemas) - Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2004.



24

VILLELA, P.M.S.; COUTINHO, L.L.; PINA C.I.; VERDADE, L.M. Macrogeographic genetic
variation in broad-snouted caiman (Caiman latirostris). Journal Experimental Zoology,
Philadelphia, v. 309A, p. 628- 636, 2008.

ZUCOLOTO, R.B. Avaliaciao da diversidade genética e teste de maternidade em jacaré-de-
papo-amarelo (Caiman latirostris) através do uso de seqiiéncias de DNA microssatélite.
1998. 114 p. Dissertacao (Mestrado em Energia Nuclear na Agricultura) - Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 1998.

. Desenvolvimento de sequéncias microssatélite para estudo de populacoes
remanescentes de Jacaré-de-Papo-Amarelo (Caiman latirostris), da regiao central do estado
de Sao Paulo. 2003. 118 p. Tese (Doutorado em Energia Nuclear na Agricultura) - Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S3o Paulo, Piracicaba, 2003.

ZUCOLOTO, R.B.; VERDADE, L.M.; COUTINHO, L.L. Microsatellite DNA library for
Caiman latirostris. Journal Experimental Zoology (Molecular and Developmental
Evolution), Philadelphia, v. 294, p. 346-351, 2002.

ZUCOLOTO, R.B.; VILLELA, P.M.S.; VERDADE, L.M.; COUTINHO, L.L. Interspecific
transference of microsatellite markers in South American Caimans (Caiman spp and Paleosuchus
palpebrosus). Genetics and Molecular Biology, Ribeirdo Preto, v. 29, n. 1, p. 75-78, 2005.

ZUG, G.R.; VITT, L.J.; CALDWELL, J.P. Herpetology: an introductory biology of amphibians
and reptiles. 2™ ed. New York: Academic Press, 2001. 630 p.



25

2 RELACOES FILOGENETICAS DE CROCODILIANOS BRASILEIROS A PARTIR DE
GENES NUCLEARES E MITOCONDRIAL

Resumo

Virias técnicas moleculares tém sido utilizadas em estudos evolutivos. Dentre estas
técnicas, o sequenciamento do DNA mitocondrial e nuclear geram informagdes potencialmente
capazes de evidenciar a variagdo contida entre espécies. Sendo uma excelente ferramenta para ser
utilizada em andlise filogenética. Para analisar a relagdo filogenética das espécies de
crocodilianos brasileiros sequenciamos 1673pb de uma regido do DNA mitocondrial incluindo o
citocromo b, genes tRNA™, tRNA™ e tRNA™, uma seqiiéncia parcial da regido D-loop (regido
controle) e 630pb do gene nuclear c-mos. As analises filogenéticas utilizando os métodos de
maxima verossimilhanga e analise bayesiana evidenciaram o agrupamento das espécies Caiman
crocodilus e Caiman yacare, confirmando relatos anteriores, nos quais varios autores classificam
estes dois taxa como subespécies (C. crocodilus crocodilus e C. crocodilus yacare). Ambos, no
entanto, demonstram mais similaridade com Caiman latirostris pela andlise do DNA
mitocondrial, o que faz sentido, pois sdo espécies pertencentes ao mesmo género. Outro
agrupamento, mas com menor similaridade, foi o do género Caiman com a espécie Melanosuchus
niger, fato interessante, pois ha debates para uma possivel mudanca da espécie Melanosuchus
niger para Caiman niger. As espécies Paleosuchus palpebrosus e Paleosuchus trigonatus estao
agrupadas, e juntamente com a espécie Alligator mississipiensis estdo fora do agrupamento com
as demais espécies. Este fato ja foi descrito em literatura, que cita o género Paleosuchus como o
mais distante dos demais géneros brasileiros. Sendo assim, a arvore filogenética construida com
dados de seqiiéncias DNA mitocondrial e nuclear esta evidenciando bem a filogenia das espécies
estudadas.

Palavras-chave: Relacdes filogenéticas; DNA mitocondrial; DNA nuclear, Crocodilianos
brasileiros

Abstract

Several molecular techniques have been used in evolutionary studies. Among these
techniques, mitochondrial and nuclear DNA sequencing generate an enormous amount of
information that is potentially capable of detecting variations among individuals, and is therefore
an excellent tool for phylogenetic analysis. In the present work, we used a 1673bp mitochondrial
DNA including cytochrome b, genes tRNA™ tRNA™ and tRNA™™, and control region (D-loop)
and a 630bp portion of the nuclear gene c-mos to analyze the phylogenetic relationship among
Brazilian crocodilian species. Phylogenetic analyses using maximum likelihood and Bayesian
methods resulted in grouping Caiman crocodilus and Caiman yacare species together,
confirming previous reports, in which several authors classify these two taxa as subspecies (C.
crocodilus crocodilus and C. crocodilus yacare). Both, however, demonstrate more similarity
with Caiman latirostris, which makes perfect sense, since they are species of the same genus.
Another grouping, although with smaller similarity, was the genus Caiman with the
Melanosuchus niger species. This is interesting, because there are debates surrounding a possible
change of the Melanosuchus niger species for Caiman niger. The species Paleosuchus
palpebrosus and Paleosuchus trigonatus were grouped. This genus and the Alligator
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mississipiensis species are not part of the grouping with the other species, a fact already described
in the literature, which mentions Paleosuchus as the most distant from the other Brazilian genus.
The phylogenetic tree built from sequence data of cytochrome b gene and the controlling region
of the mitochondrial DNA is in agreement with previous studies that suggest changing the
assignment of Melanosuchus niger to the Caiman genus.

Keywords: Phylogenetic relationships; Mitochondrial DNA; Nuclear DNA; Brazilian crocodilian

2.1 Introducao

Os avancos das técnicas moleculares, particularmente o desenvolvimento da reacdo em
cadeia da polimerase-PCR (“polymerase chain reaction”) (MULLIS et al., 1986), tém permitido
grandes progressos nas analises dos genomas eucariontes. O sequenciamento de acidos nucléicos
tem se desenvolvido rapidamente nas Ultimas décadas. O sequenciamento de DNA tem se
tornado uma das estratégias moleculares mais utilizadas para estabelecer e testar hipoteses sobre
a histéria evolutiva dos organismos. As seqiiéncias de DNA sdo usadas para estimar arvores de
genes ¢ a partir destas fazer inferéncias a respeito das relagdes de parentesco entre populacoes,
espécies, géneros, bem como categorias hierdrquicas superiores. O seu amplo uso esta
relacionado & quantidade de dados extraidos das seqiiéncias de nucleotideos quando comparada a
outros tipos de caracteres como os morfologicos, por exemplo. Somado a esta vantagem, esta o
fato de ser relativamente facil extrair e incorporar informacdo a respeito dos processos
moleculares evolutivos nas andlises. Além disso, a evolugdo das sequéncias ¢ relativamente mais
simples de modelar e hd de se considerar o grande potencial informativo desse conjunto de dados
(HILLIS; MORITZ; MABLE, 1996). O sequenciamento de DNA pode ser utilizado como
ferramenta na obten¢do de dados que auxiliam na elucidagdo dos processos que geram a
variabilidade observada nessas moléculas, em estudos da origem de novos alelos e novos locos,
na investigacdo de convergéncia e sele¢do. Uma aplicagdo importante diz respeito aos estudos
populacionais ou intraespecificos, incluindo o tragado de genealogias alélicas ¢ de organismos
dentro de espécies e estudos de variacdo geografica, fluxo génico, hibridacdo e genética de
conservagao (AVISE, 1994).

Os estudos interespecificos, tais como a constru¢ao de filogenias de espécies para avaliar
padrdes e processos evolutivos sdo outros exemplos nos quais as sequéncias moleculares podem
ser empregadas (AVISE, 1994; MINDELL, 1997). Dentro dessas categorias esta incluido um

grande numero e diversidade de aplicacdes especificas, tais como: andlises comportamentais e
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ecologicas, estudos de desenvolvimento, genética de populagdes, aplicacdes sistematicas e

taxondmicas, estudos epidemiologicos, entre outros (AVISE, 1994).

Analise das seqiiéncias génicas

Em principio, o uso de seqiiéncias de DNA para as analises filogenéticas se processa a
partir de um conjunto de dados, no qual os caracteres sdo representados pelos sitios ao longo das
seqiiéncias e os estados de carater sdo os nucleotideos observados nessas posi¢des. Os dados de
seqiiéncias de nucleotideos sdo geralmente tratados como caracteres multiestado nao ordenados,
portanto qualquer estado (A, T, C ou G) pode transformar-se diretamente em outro.
Os dados a serem comparados entre as seqiiéncias sdo as bases presentes nos sitios homoélogos,
que podem ser as mesmas ou podem estar substituidas por outras. As substituicdes de bases
podem ser de dois tipos: (1) transi¢des, quando envolve ou bases puricas ou pirimidicas (A—G
ou CeoT); (2) transversdes, quando envolve uma base purica e outra pirimidica (AT, A<C,
GoT e G—C). Geralmente as transigdes sao mais comuns que as transversoes, devido ao fato de
que estas ultimas geram distor¢des de largura na molécula de DNA e a probabilidade do sistema
de reparo celular “consertar” esse tipo de mutagdo ¢ muito maior do que no caso de uma
transi¢do. Por esse motivo, as transi¢des podem se acumular e ocasionar saturagdo em varios
sitios, que passam a ser ndo informativos em alguns tipos de andlises, como por exemplo, na
maxima parcimonia. Outro aspecto interessante a ser levado em conta ¢ a heterogeneidade das
taxas de evolugdo ao longo da molécula de DNA, como, por exemplo, a que ocorre entre a 3°
base do codon com relagdo as 1* e 2° bases que sofrem pressio seletiva mais acentuada. Portanto
espera-se que a 3 * base seja a mais saturada de substituigdes. Existem testes que verificam a
ocorréncia de saturacdo nas seqiiéncias que se deseja comparar, como por exemplo, o
desenvolvido no programa DAMBE criado por Xia e Xie (2001) que gera um grafico plotando o
numero de transi¢des e transversdes versus a divergéncia entre as seqiiéncias. Se a distribui¢ao
das transi¢des e transversdes gerarem retas paralelas, considera-se que ndo hd saturagdo.
Entretanto, se a reta das transicdes se cruzar com a das transversdes, a partir desse ponto se
considera haver saturagao.

Quando as substitui¢des ocorrem em regides codificadoras do genoma, elas podem ser
classificadas como sindnimas (ndo hé alteragdo do aminoécido na proteina resultante) ou nao-
sindnimas (o aminoacido muda). Também existem aquelas substitui¢gdes que geram coédons de

parada, chamadas de mutacdes sem sentido. Além da substitui¢do de bases, também denominadas
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“mutacdes pontuais”, existem mutagdes do tipo inser¢ao/delecao (indels), que envolvem a adigao
ou remogao de nucleotideos em uma determinada seqiiéncia de DNA. As insercdes ou delecoes
que ndo envolvem multiplos de trés nucleotideos provocam alteracdo no quadro de leitura do
gene, levando a produgdo de proteinas com baixa ou nenhuma atividade.

Para se trabalhar com reconstrucdo filogenética baseada em dados moleculares é preciso
conhecer algumas propriedades das seqiiéncias a serem comparadas. Primeiramente, elas tém de
ser homologas, ou seja, apresentar ancestralidade em comum. Hé trés tipos de homologia:
ortologia, quando as seqiiéncias t€m um unico e mesmo ancestral comum; paralogia, quando se
originam de uma duplicacdo génica; e xenologia, quando se originam por incursdo lateral (ou
horizontal). Apenas seqiiéncias ortélogas poderao fornecer informagdes filogenéticas na historia
de organismos (MATIOLI, 2001).

O uso incorreto pode resultar em estimativas corretas da filogenia das moléculas, mas
incorretas quanto & filogenia dos organismos dos quais elas foram amostradas. E muito
importante que o segmento amplificado seja de um lécus ortdlogo. Esta dificuldade ¢ menos
encontrada no DNA mitocondrial porque este ndo tem multiplos loci. Entretanto cuidado deve
existir para a possibilidade da ocorréncia de pseudogenes, isto ¢, genes mitocondriais que foram
transferidos para o genoma nuclear. O uso de extragdes enriquecidas de mitocondrias ¢ uma
maneira também de minimizar essas interferéncias, além de outros pontos que marcam diferengas
entre o0 DNA mitocondrial e o gendmico com relacdo aos pseudogenes como, por exemplo, a
razdo transi¢do/transversdo e a presenga de indels ou cddons de parada. Eventos de
inser¢ao/delecdo devem ser levados em conta uma vez que podem atrapalhar no estabelecimento
da homologia posicional dos nucleotideos. Nesse sentido, muita atengdo deve ser dada ao
alinhamento das seqiiéncias. O alinhamento de seqiiéncias pode ser obtido pela insercdo de
lacunas (“gaps”), que correspondem a insercdes ou delegdes (eventos indel) em uma ou mais
sequéncias, de modo a alcangar uma similaridade maior entre as mesmas. Este procedimento
procura, desta forma, posicionar os sitios homélogos numa mesma coluna da matriz de dados.
Com excec¢do de seqiiéncias relativamente conservadas, eventos de inser¢cdo e/ou delecdo devem
ser sempre postulados de forma a se supor que nucleotideos em posi¢des correspondentes nas
varias seqiiéncias sdo de fato homologos (HILLIS; MORITZ; MABLE 1996; LI, 1997).

O objetivo do alinhamento ¢ justamente fazer com que o sitio de cada base que esteja

sendo comparado entre as seqiiéncias seja homologo. O alinhamento de seqiiéncias de genes que
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codificam proteinas entre tdxons relativamente proximos geralmente nao mostra dificuldade.
Contrariamente, o alinhamento de seqiiéncias pertencentes a tdxons distantemente relacionados
ou referentes a regides ndo codificantes de proteinas geralmente ¢ uma tarefa dificil, sendo
necessaria a inser¢do de lacunas (gaps). Existem na literatura alguns trabalhos que discutem a
respeito de como as lacunas devem ser tratadas na analise filogenética, se devem ser consideradas
como um 5° estado ou como dado perdido -missing data- (GIRIBET; WHEELER, 1999).

Embora as lacunas sejam muitas vezes tratadas como 5° estado, os processos responsaveis
por uma substitui¢do, uma delegdo ou uma insercdo sdo bem distintos entre si. Muitos autores
defendem que regides de alinhamento que contenham um numero elevado de lacunas devem ser
retiradas da anélise uma vez que o estabelecimento da homologia ndo ¢ confidvel nessas regioes.
Diversos programas de alinhamento estdo disponiveis, em funcdo da complexidade e da
importancia de um bom alinhamento, ¢ recomendéavel o uso de um bom editor de seqiiéncias. Um
dos mais eficientes ¢ o BIOEDIT, desenvolvido por Hall (1999) que incorpora o CLUSTAL W,
certamente um dos mais poderosos programas para alinhamento automatico de seqiliéncias

(SCHNEIDER, 2003)

Escolha dos genes

Outro aspecto muito importante em estudos envolvendo a analise de seqiiéncias ¢ a
escolha da regido do genoma a ser comparada. As taxas de mutagcdo variam entre as regides
codificadoras e ndo-codificadoras, entre os genes e nas diferentes regides de um mesmo gene.
Quanto maiores forem as restri¢des funcionais, menores serdo as taxas evolutivas devido ao
efeito deletério. A estrutura tercidria das proteinas ¢ outro fator que pode influenciar nas taxas de
substitui¢do. Nas regides nado-codificadoras, as taxas evolutivas sdo, em geral, mais elevadas,
pois ndo existe restricdo funcional. A escolha da regido nucleotidica dependerd do grau de
divergéncia entre os taxons que se deseja estudar. A variabilidade evolutiva de qualquer molécula
¢ o resultado das mutagdes em contrapartida das restrigdes impostas pela estrutura e funcdo. Essa
taxa de evolugdo ¢ relativamente constante para algumas seqiiéncias em diferentes grupos
taxondmicos o que possibilita predizer a evolucdo destas seqiiéncias dentro de limites de
intervalos. Com 1isso, ¢ possivel escolher seqiiéncias especificas que apresentardo grau de
variabilidade informativa para o problema em questao.

Deve-se ter cuidado com o mau uso do grau de divergéncia entre seqiiéncias homologas

na inferéncia das relagdes filogenéticas. Se uma parte da molécula é composta de sitios altamente
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variaveis e saturados e outra parte com sitios invariaveis, a combinagdo destes serd nao
informativa, apesar da porcentagem de divergéncia entre as moléculas parecer apropriada.

Os genes podem ser do DNA mitocondrial ou do DNA nuclear. Com relagao a estudos de
diversidade interespecifica, os genes mais utilizados também s3o os mitocondriais. Algumas
seqiiéncias nucleares tém sido utilizadas em alguns grupos, embora a duplicagdo génica e a
presenca de pseudogenes muitas vezes dificultem o seu uso. Além disso, a amplificacdo de genes
nucleares de copia unica ¢ dificil devido a pouca quantidade de DNA alvo e pela presenga de

introns. Os genes nucleares apresentam, geralmente, taxas mais lentas de evolugao.

DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial (mtDNA) animal ¢ uma molécula circular pequena, com
aproximadamente 16Kb de tamanho. Apresenta constitui¢do altamente conservada, possuindo
cerca de 37 genes sendo; 2 genes ribossomais (rRNAs 12S e 16S), 22 genes que codificam RNAs
transportadores € 13 genes que codificam proteinas envolvidas no transporte de elétrons e na
sintese de ATP da cadeia respiratoria. As fitas da molécula de mtDNA sdo denominadas leve (L)
e pesada (H), baseada na composi¢do de bases. O mtDNA possui ainda uma regido controle (“D-
loop”- displacement loop”’) envolvida no inicio da replicacdo e transcri¢ao (ARIAS; INFANTE-
MALACHIAS, 2001).

Com o advento das técnicas de sequenciamento de DNA, o conhecimento da organizagao
do genoma mitocondrial de vertebrados mostrou variagdo entre niveis taxondmico superiores. A
organizacdo conservada ¢ encontrada em mamiferos placentdrios, tartarugas, peixes, alguns
lagartos e no anfibio Xenopus. As aves, outras espécies de lagartos, crocodilianos, mamiferos
marsupiais, cobras, tuataras, lampreia, uma espécie de peixe e alguns outros anfibios apresentam
ordens que diferem do que foi inicialmente considerado a “ordem génica conservada”. Alguns
novos rearranjos parecem ser tipicos de grupos monofiléticos e o uso destes dados pode ser util
em questdo de filogenia envolvendo niveis taxondmicos superiores. Outros aspectos como a
estrutura secundaria de tRNA e cddons de inicio e de parada de transcri¢do de genes codificantes
para proteinas podem ser Uteis para comparagdo entre genomas mitocondriais de vertebrados
(PEREIRA, 2000). Quinn ¢ Mindell (1996) realizaram o sequenciamento de uma parte da regiao
controle mitocondrial de crocodilianos, tartarugas e tuataras para analisar se todos

compartilhavam a mesma seqiiéncia no gene mitocondrial que ¢ encontrada em aves, mas ndo em
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anfibios e mamiferos. Nesse estudo, os autores descobriram que tartarugas e crocodilianos
possuem seqiiéncias no gene mitocondrial semelhante a mamiferos, excegao feita apenas por uma
inser¢do do gene tRNA™ entre tRNA"™ ¢ 5” final da regido controle. Em tuatara também foram
encontradas mais semelhangas com mamiferos do que aves, mas foram encontradas diversas
diferengas. O rearranjo de gene mitocondrial que foi descrito em aves ndo estava presente em
crocodiliano, em chelonio ou em shenodontia (Tuatara). Assim, baseado nestas andlises, esta
caracteristica conservada ndo une Archosaurias (aves e crocodilianos). O DNA mitocondrial de
C.crocodilus (Figura. 2.1) foi seqiienciado por Janke et al.(2001), totalizando 17.900 pares de
base, o que ajudou muito no entendimento das relagdes evolutivas entre quelonios, aves e

crocodilianos.
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Figura 2.1 - Esquema grafico do DNA mitocondrial de Caiman crocodilus seqiienciado por
Janke et al.,, 2001, com destaque a regido do gene citocromo b. Fonte:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/paltik.cgi?gi=15642&db=genome&from
=1

Dentre as principais vantagens de se estudar o DNAmt, destacam-se seu tamanho reduzido,
a heranca predominantemente materna, a auséncia de recombinagdo, a auséncia de segregacao de
alelos (AVISE, 1994) e a taxa de evolucao 5-10 vezes mais rapida que a estimada para o genoma
nuclear (BROWN et al., 1982). Véarios genomas mitocondriais completos, inclusive recentemente

do Alligator mississipinsis, Caiman crocodilus, Paleosuchus palpebrosus e Paleosuchus
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trigonatus € um grande numero de seqiiéncias parciais, principalmente do citocromo b, estdo
disponiveis em banco de dados como o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A partir dos
dados depositados no GenBank, foi possivel determinar, mais precisamente, as taxas de
substitui¢do de nucleotideos nessas organelas. A taxa de substituicdes sindnimas no genoma
mitocondrial de vertebrados foi estimada em 5,7x10-8 / sitio / ano (BROWN et al., 1982). Esse
valor ¢ quase 10 vezes maior que o encontrado no genoma nuclear. No caso das substituicoes
ndo-sindnimas, hd uma grande variacdo entre os 13 genes que codificam proteinas, dependendo
das restri¢gdes funcionais, assim como nos genes nucleares. As altas taxas de substituicdo de
nucleotideos nas mitocondrias podem ser ocasionadas por altas taxas de mutagcdo que, por sua
vez, seriam causadas pelo excesso de residuos metabolicos, pela baixa fidelidade na replicacao e
pela auséncia de mecanismos de reparo (LI, 1997). Os genes ribossomais 12S e 16S sdo mais
adequados para divergéncias de cerca de 150 milhdes de anos atras (MINDELL; HONEYCUTT,
1990), enquanto o gene do citocromo b parece ser mais apropriado para divergéncias acima de 80
milhdes de anos atrds (IRWIN; KOCHER; WILSON, 1991). Os genes para citocromo b, as
subunidades da NADH desidrognase, os RNA transportadores e os ribossomais 12S e 16S sdo os
mais utilizados em estudos filogenéticos em crocodilianos. O citocromo b (cyt b) € uma proteina
monomérica transmembrana que participa da cadeia de transporte de elétrons. Ela é a unica
proteina produzida como um mondmero funcional, as demais sdo subunidades de complexos
enzimaticos. O citocromo b tem dominios conservados e varidveis. Essa enzima ¢ codificada pela

cadeia pesada do DNAmt (DESJARDINS; MORALIS, 1990).

DNA Nuclear

As seqiliéncias nucleares funcionam como marcadores independentes das seqii€ncias
mitocondriais. Existem relatos na literatura da importancia do uso de marcadores independentes
em estudos filogeograficos e filogenéticos uma vez que interpretacoes erroneas podem ser feitas
com base em apenas marcadores mitocondriais. O C-mos ¢ um proto-oncogene que codifica uma
proteina envolvida no processo de maturagdo dos oocitos durante a metdfase II, possui mais de
1000pb e nao contem introns (SAINT et al., 1998; YEW et al., 1993). Por ser relativamente
conservado, tem siso usado para inferir relagdo entre varios grupos de crocodilianos (MCALILEY,

2006).
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Métodos de Reconstrucio Filogenética

Os métodos atuais para a construcdo de uma arvore filogenética podem ser baseados em
matrizes de distancia (a matriz de caracteres ¢ transformada em uma matriz de distancias) ou em
andlise de estado de carater (os caracteres sdo analisados diretamente). No primeiro grupo, estdo os
métodos UPGMA (agrupamento de pares ndo ponderados baseado na média aritimética), Quadrados
Minimos (LS, least squares), Evolugdo Minima (ME, minimum evoluton) e Agrupamento de
Vizinhos (NJ, neighbor-joinng). Para o método de distancia duas etapas sdo necessarias. A primeira
¢ o calculo da distancia que ¢ feito a partir de diferentes tipos de distancia. Para a escolha de qual
distancia utilizar ¢ necessario considerar a distancia média entre as seqiliéncias, razao entre
transi¢do e transversdao e a heterogeneidade da taxa de substitui¢do entre os sitios. Apos a
construcdo da matriz de distdncia, um algoritmo deve ser escolhido para a reconstru¢do da
topologia. Os mais utilizados sio UPGMA, este método considera a arvore filogenética como
aditiva e que todos os tadxons estdo igualmente distantes da raiz (SCHNEIDER, 2003) e o
agrupamento de vizinhos (neighbor-joining) que foi desenvolvido por Saitou e Nei (1987) e ¢
baseado no principio da evolugdo minima (ME). O método ndo examina todas as topologias
possiveis, mas procura encontrar sequencialmente vizinhos que minimizem o comprimento total
da arvore (SCHNEIDER, 2003). Eles sdo computacionalmente rapidos uma vez que procedem
diretamente para a obtencao da arvore, isto ¢, o algoritmo define o critério de escolha da arvore.
No segundo grupo, estdo os métodos da Maxima Parciménia (MP, maximum likelihood), da Maxima
Verossimilhanca (ML, maximum likelihood) e inferéncia Bayesiana (IB, Bayesian Inference). Estes
métodos de reconstrugdo utilizam uma suposi¢ao evolutiva, para comparar as arvores obtidas e,
de acordo com o critério, escolher a(s) melhor(es), exigindo mais tempo computacional. O
método de méxima parcimonia (MP) escolhe as arvores que apresentam menor comprimento, isto
¢, menor nimero de passos para explicar um conjunto de dados. Na verdade, existem varios
métodos distintos que utilizam o critério de parcimdnia, porém com diferentes suposigdes
evolutivas. O método de méaxima verossimilhanga (ML) desenvolvido por Felsenstein(1981)
avalia a probabilidade que o modelo evolutivo escolhido tenha gerado as seqiiéncias observadas
e, dessa forma, as filogenias sdo inferidas através da busca de arvores que tenham as
probabilidades mais altas. Para calcular a probabilidade da arvore toda ¢ necessario considerar as
probabilidades da ocorréncia de cada estado em cada né da arvore como uma fungdo da topologia

da arvore e do comprimento dos bragos. Para calcular essas probabilidades sdo utilizados
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modelos evolutivos. Para a escolha do modelo mais adequado aos dados pode-se utilizar o
programa MODELTEST 3.7 (POSADA; CRANDALL, 1998) que realiza o teste hierarquico de
razdo de verossimilhanca (hLRT) conjuntamente com o PAUP. O calculo de verossimilhanga ¢
feito para 56 modelos evolutivos. Os valores de LRTs dos modelos sdo comparados, dois a dois,
do mais simples ao mais complexo. Quando um modelo mais complexo nao for
significativamente melhor do que um mais simples, o0 modelo mais simples que melhor se ajusta
aos dados observados ¢ o escolhido.

Enquanto o método de parcimonia ignora o comprimento dos ramos quando avalia uma
arvore, a verossimilhanca considera que mudangas sdo mais provaveis ocorrerem em bragos
longos do que em curtos e, conseqiientemente, a estimativa do comprimento dos ramos ¢ um
aspecto importante do método. Os defensores argumentam que esta diferenca na analise das
informagdes contidas na arvore explica a consisténcia da maxima verossimilhanga em muitas
situacdes frente a parcimdnia. O uso do método de analise Bayesiana é semelhante ao da maxima
verossimilhanca, mas difere na nocdo do uso de probabilidade: as probabilidades nao sdo
estimadas baseadas em modelos a prori, mas apos se aprender alguma coisa sobre os dados
(HALL, 2001). A inferéncia filogenética ¢ baseada nas probabilidades a posteriori das arvores
filogenéticas. E possivel analisar diferentes conjuntos de dados, com distintos modelos para cada
um, isto ¢, permite a analise concatenada. O programa que realiza a analise bayesiana ¢ o
MRBAYES v.3.0b4 desenvolvido por Ronquist ¢ Huelsenbeck (2003). Este programa usa as
cadeias Markovianas para se aproximar das probabilidades a posteriori das arvores filogenéticas.
O programa gera dois arquivos importantes. Aquele com extensao .p contém os parametros que
foram usados ao longo da execucdao do programa e ¢ usado para determinar quando as cadeias
atingem a estabilidade, através da construcdo de um grafico de curva. As geragdes anteriores ao
ponto de estabilidade da cadeia sdo descartadas do outro arquivo (extensdo .t) usado para a leitura
das arvores e estimativa do consenso pela regra da maioria dos 50%. Dessa forma, é obtida a
arvore com os valores de credibilidade. Outro aspecto importante a ser considerado nas
reconstrucdes filogenéticas diz respeito aos grupos externos. Eles devem, sempre que possivel,
ser escolhidos com base em dados anteriores que indiquem que sdo taxons proéximos, mas que
necessariamente divergiram antes do processo de diferenciagdo dos taxons do grupo interno.

Deve-se utilizar mais que um grupo externo. Varias observacdes indicam que o uso de grupos
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externos distantemente relacionados pode ocasionar erros de enraizamento e, conseqiientemente,
reconstrugdes filogenéticas equivocadas (LEE et. al., 1997).

Nao existe na literatura consenso a respeito do melhor método de reconstrucao
filogenética. Alguns autores afirmam que a etapa de escolha dos genes e o alinhamento das
seqiiéncias sao muito mais crucial para chegar na melhor arvore que os métodos de reconstrucao
utilizados. Cada método se baseia em diferentes suposi¢des a respeito dos processos evolutivos,

cada um tendo diferentes principios, particularidades e limitagdes.

Medidas da confiabilidade dos ramos reconstruidos

Um dos testes mais freqiientes usados para testar o grau de confiabilidade de arvores

filogenéticas ¢ o teste de bootstrap (FELSENTEIN, 1985).
Os valores sdo obtidos usando-se o programa PAUP 4.0b10 (SWOFFORD, 2003) através da
amostragem aleatoria de sitios, com reposicao dos dados. Em cada reamostragem, o numero total
de dados mantém-se constante. Além disso, cada posi¢cao de nucleotideo tem a mesma chance de
ser amostrada, o que leva a algumas serem contadas mais de uma vez, enquanto outras ndo sao
amostradas. A cada reamostragem uma arvore-réplica ¢ construida. Ao final de todas as réplicas,
a arvore final ¢ estimada. Os valores de bootstrap ndo indicam a chance da topologia estar
correta, mas sim o intervalo de confian¢a dentro do qual estd contida a filogenia que seria
estimada em repetidas amostragens de muitos caracteres. Valores acima de 70% sdo considerados
bons por alguns autores (HILLIS; BULL, 1993). Outros autores, como Li (1997), consideram
bem apoiados valores iguais ou superiores a 95%. Schneider (2003), diz que talvez a melhor
alternativa seja uma interpretacdo conjunta incorporando a sugestdo de Li(1997) e o limite de
Hillis e Bull (1993), considerando como bootstrap significativo (robusto) valores acima de 95%,
independentemente da repetibilidade. J4 valores moderados (70-94%) ou fracos (51 a 69%).

O indice de Decaimento de Bremer (BREMER, 1994) também d4 uma idéia do grau de
apoio do clado. Ele indica o nimero de mutagdo que € necessario para quebrar um determinado
arranjo. Avalia o nimero de passos necessarios que devem ser inseridos em um ramo para que
esse sofra colapso (perca a resolucdo, gerando uma politomia). Dessa maneira, quanto maior o
valor do indice de Bremer para um dado ramo, tanto mais esse se encontra sustentado (ou estavel)
na topologia proposta. Schneider (2003) compara valores de bootstrap com indice de decaimento

e indica certa correlagdo. Os grupos (clados) que sdo apoiados moderadamente apoiados
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apresentam valores de bootstraps de 77 a 83% e apresentam valores de indice de decaimento
inferior a cinco e grupos fortemente apoiados com bootstrap igual 95% apresentam valores de

indice de decaimento em geral muito superior a seis.

Estudos moleculares em crocodilianos

Poe (1996) utilizou dados moleculares e morfologicos publicados em crocodilianos para
elucidar questdes de sistematica, isto porque dados gerados por pesquisas com parasitos,
morfologia e osteologia, geraram incongruéncia na filogenia de crocodilianos. De acordo com a
analise de Poe (1996), a distingdo do género Melanosuchus ¢ questionada, pois parece ser taxa
irmao dos Caimans, e a nomenclatura de espécie e subespécie dentro de Caiman nao foi bem
resolvida.

Glenn e colaboradores (2002) analisaram 1317-1823 pares de bases de seqiiéncia do
DNA mitocondrial em 25 Alligator mississipiensis, come¢ando na regido do citocromo b e
terminando na regido controle. A diferenca entre estes animais foi muito baixa, apenas um
alligator do Mississipi diferiu dos demais por uma tUnica substitui¢do silenciosa na regido do
citocromo b analisada. Na regido controle a diferenciagdo foi um pouco maior, entre os 25
aligatores foram encontrado duas posi¢cdes variaveis (624 pb examinados). As seqiiéncias
analisadas foram comparadas com seqiiéncias homoélogas de alligator chinés (4. sinensis). Ambas
as espécies apresentaram um espago ndo-codificado entre o citocromo b e tRNA™. O autor da
énfase na necessidade de inclusdo de um maior niumero de espécies de crocodilianos nesta analise
para saber se ¢ uma caracteristica conservada entre crocodilianos. O Alligator chinés diferiu do 4.
mississipiensis em 17,5% em nivel de nucleotideos e 13,8% em nivel de aminodcidos.

Sabe-se, por meio de estudos recentes (FARIAS et al.,, 2004), que M. niger e
C.crocodilus apresentam diferengas quanto a distribuicdo dos haplétipos do gene mitocondrial
citocromo b. Dentre quatro populacdes de M. niger e trés de C. crocodilus, houve significante
estrutura genética entre as da Guiana Francesa e as da bacia Amazonica. Os resultados
apresentados em Faria et al.(2004) também indicam, que as populagdes estdo em expansdo
populacional e sugerem diferentes unidades de manejo para populacdes de M. niger de acordo
com o tipo de agua (preta ou branca). Vasconcelos (2005) utilizou 1.080pb da regidao do gene
Citocromo b para 125 individuos de C. crocodilus e 132 individuos de M. niger provenientes de 9
e 11 localidades, respectivamente, em diferentes regides da Amazdnia Brasileira, Peru, Equador e

Guiana Francesa. Neste trabalho foi possivel identificar padrdes genéticos biogeograficos. Em
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Gatesy et al. (2003), utilizaram uma abordagem combinada de dados morfologicos e
moleculares com o objetivo de elucidar incongruéncias na filogenia de crocodilianos. Neste
2.2. Como pode ser observado no Cladograma a filogenia dos crocodilianos brasileiros ndo esta

trabalho os autores utilizaram 240pb do gene mitocondrial da citocromo b. DNA mitocondrial,
DNA nuclear e morfologia foram analisadas em conjunto e a filogenia resultante consta na Figura

Caiman crocodilus foi encontrado 38 haplotipos € M. niger 41 haplotipos. Ambas as espécies
apresentaram elevada diversidade génica e baixa diversidade nucleotidica. As analises de clados

agrupados indicaram expansdo, colonizacdo a longa distancia e fragmentagao no passado.

bem definida, com um baixo indice de decaimento.
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et al., 2003). Os valores dentro dos circulos correspondem ao suporte do indice de decaimento

Figura 2.2 - Cladograma ilustrando as relagdes filogenéticas entre crocodilianos existentes e extintos (GATESY
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Brochu (2003) fez uma revisao da filogenia de crocodilianos, com os dados moleculares e
dados de fosseis de museu, seus dados corroboraram com Poe (1996), encontrando uma forte
relacdo entre Caiman latirostris € melanosuchus niger.

McAliley et al. (2006) realizaram outro estudo de filogenia de crocodilianos utilizando
dados morfologicos e moleculares. Neste trabalho foi seqiienciado 302pb da regido do gene

nuclear C-mos. Os resultados podem ser observados na Figura 2.3.
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Figura 2.3 - Arvore Bayesiana ilustrando a relagao filogenética entre os crocodilianos usando o modelo Kimura 2
Parametros com seqiiéncias do gene nuclear C-mos
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Neste trabalho o autor relata que a arvore Bayesiana construidas com estas seqiiéncias de
DNA nuclear possui baixos valores de suporte de cada nd entre as espécies muito proximas, s6
apresenta valores altos de suporte para nds maiores (normalmente para agrupamento de géneros).
Outras regides do DNA mitocondrial também foram utilizadas (regido controle e citocromo b)
neste trabalho, mas ndo foram incluidas todas as espécies brasileiras.

Recentemente HRHEK (2008) utilizou o gene citocromo b, o gene nuclear RAG1 ¢ o
oncogene MYC para inferir a relagdo filogenética dos crocodilianos sul americanos no Rio

Madeira. A relagdo filogenética encontrada no DNA mitocondrial pode ser observada na arvore

de maxima verossimilhanga (Figura 2.4).
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Figura 2.4 - Arvore de Maxima verossimilhanga ilustrando a relagio filogenética entre os crocodilianos usando
seqiiéncia do gene mitocondrial Cyt b
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No gene nuclear encontraram pouca diferenca e nao foi possivel a utilizacdo de uma
arvore que melhor representasse os dados, sendo assim os resultados foram expostos em redes de
haplotipos. Neste trabalho o autor concluiu que a relagdo entre Caiman crocodilus e Caiman
yacare nao esta bem clara.

Para analisar os questionamentos de Poe(1998) e outros pesquisadores, quanto a distingao
do género Caiman e Melanosuchus e a relagdo entre Caimam crocodilus e Caiman yacare que
como percebemos ainda permanece obscura. O presente trabalho teve como objetivo analisar a
relacdo filogenética das espécies brasileiras de crocodilianos utilizando um fragmento maior de
mtDNA (1673pb) consistindo da seqiiéncia parcial do gene citocromo b, as seqiiéncias dos genes
tRNA™ tRNA™ ¢ tRNA™™, uma seqiiéncia parcial da regido D-loop (Regido Controle) e 625pb

do gene nuclear c-mos em individuos de populacdes distribuidas em diferente regides no Brasil.

2.2 Desenvolvimento
2.2.1 Material e Métodos

Amostragem

Utilizamos cinco amostras de Caiman latirostris localizadas: na da ITha do Cardoso em Sao
Paulo, Banhado do Taim no Rio Grande do Sul, Charqueada em Sao Paulo, Bonito no Mato
Grosso do Sul e Natal no Rio Grande do Norte; Quatro amostras de Caiman crocodilus
localizadas: No Rio Araguaia no Mato Grosso, Reserva Cunid em Rondonia, duas amostras
coletadas na colonia em cativeiro da UNESP de Rio Claro; Quatro amostras de Caiman yacare
localizadas: duas amostras do Mato Grosso do Sul e duas amostras coletadas na colonia em
cativeiro da UNESP de Rio Claro; Quatro amostras de M. niger localizadas: Cabo Orange no
Amapa, Reserva de Piratuba no Amapd, No Rio Araguaia no Mato Grosso € uma amostra
coletada na col6nia em cativeiro da UNESP de Rio Claro; quatro amostras de Paleosuchus
palpebrosus localizadas: Cabo Orange no Amapa, Pantanal no Mato grosso, Rio Amazonas e
uma amostras coletadas na colonia em cativeiro da UNESP de Rio Claro; quatro amostras de
Paleosuchus trigonatus localizadas: duas proximas de Manaus e duas no Rio Madeira no

Amazonas.
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Método de captura e imobilizacio de jacaré

As capturas dos animais foram feitas a noite, manualmente ou com o auxilio de lago de
cabo de ago, apos visualizagdo com facho de luz intensa do tipo sealed beam e aproximagdo em
barco, conforme descrito por Hutton et. al. (1987) e Walsh (1987). Sua imobilizacdo foi
mecanica, dispensando-se o uso de anestésicos ou relaxantes musculares, conforme realizado por

Verdade (1997b). As coletas foram respaldadas pela licenga 007/03 IBAMA/RAN.

Coleta e armazenagem das amostras

O sangue foi coletado através de puncao do ramo dorsal da veia cava superior, que corre
no interior da coluna vertebral, conforme descrito por Olson (1975) para grandes répteis. Apds a
coleta, o sangue foi conservado em tampao de lise (Hoelzel, 1992), cuja composicao ¢: 100 mM
Tris-HCI, pH 8.0; 100 mM EDTA, pH 8.0; 10 mM NaCl; 0.5 % SDS (p/v), Os animais do estado
do Mato Grosso foram capturados com auxilio do IBAMA/RAN onde foram coletadas as
escamas em procedimento padrao muito utilizados em estudos de captura e recaptura. Estes
procedimentos incluem lagar o animal, imobiliza-lo, medir comprimento corporal, determinar o

sexo e retirar a escama para analise de DNA. As escamas foram armazenadas em Etanol 94%.
Extracao do DNA

O DNA foi extraido do sangue segundo o método CTAB, que consiste em adicionar 50 1
de NaCl 5M e 40 1 do produto CTAB 10% em 200 1 da mistura (2ml de sangue em 8 ml de
solugdo tampao). Aquecimento da solugcdo por 10 min. a 65°C para que as proteinas sejam
precipitadas enquanto o DNA fica adsorvido ao CTAB. Adiciona-se 300 1 de cloroféormio e
centrifuga-se a 12000 rpm por 10 min., o sobrenadante ¢ retirado para um tubo eppendorf limpo
sem tocar na fase organica. O DNA ¢ precipitado dessa solugdo com 300 1 isopropanol absoluto,
centrifugando-se a 12000 rpm por 10 min., descartando o sobrenadante. Faz-se duas lavagens
com 250 [ Etanol 70%, com centrifugacdes de 5 min. a 12000 rpm em cada lavagem. O pellet ¢
seco em estufa a 37°C por 30 min. e suspenso em 50 1 de H,O milliq e armazenado em freezer a
-20°C.

O DNA da escama foi isolado por digestdo com Proteinase K, que ¢ uma enzima

proteolitica ndo especifica, e solugdo SDS, um detergente idnico que dissolve membranas
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celulares, pois solubiliza lipideos e desagrega complexos macromoleculares. Foram cortados
pedacos (de 2 a 3mm) da escama caudal de cada individuo, e posteriormente foram
acrescentados: 500ul de tampao de lise celular (10mM Tris, 100mM EDTA, 2% SDS; PH 8.0),
15ul Proteinase K (20mg/ml) e incubado overnight a 55 °C. A proteina é precipitada dessa
solugdo com 200ul de Acetato de Amonio (7,5M) incubando-se no gelo por 20-30,
centrifugando-se a 14000 rpm por 5 min., descartando o sobrenadante. O DNA ¢ precipitado
dessa solucdo com 500 1 isopropanol absoluto, centrifugando-se a 12000 rpm por 10 min.,
descartando o sobrenadante. Faz-se duas lavagens com 500 1 Etanol 70%, com centrifugagdes
de 5 min. a 12000 rpm em cada lavagem. O pellet € seco em estufa a 37°C por 30 min. ¢ suspenso
em 50 1de H,O MilliQ e armazenado em freezer a -20°C . Apds as extragdes as amostras foram
lidas em espectrofotdmetro para determinar a quantidade de DNA extraida e assim proceder as
devidas dilui¢des para proceder em seguida a PCR. O espectrofotometro (HITACHI U-2000) foi
utilizado segundo instrugdes do aparelho. As amostras extraidas obtiveram uma média de 100

ng/ L, sendo entdo padronizado para a dilui¢do de 20 ng/ L, sendo utilizado em seguida a

quantidade de 5 L em cada reacdo de PCR.

Desenho dos primers

Para o sequenciamento da regido do DNA mitocondrial foram sintetizados os primers
utilizados por Glenn (2002). Como nem todas as amplificagdes funcionaram foram desenhados
novos primers de acordo com a regido de DNA mitocondrial com seqiiéncias disponiveis no

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) para Alligator mississipiensis (AF318548-AF318557) e

Caiman crocodilus (NC002744). Estas duas seqiiéncias foram alinhadas no programa Multalin

(http://prodes.toulouse.inra. fr/multalin/multalin.html) e os primers foram desenhados em regides

conservadas observadas nas duas espécies com a utilizagdo do programa Primer3 (http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3).
A qualidade dos primers foi verificada com o auxilio do programa Net Primer

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html). A regido  de

anelamento dos primers pode ser observada na Figura 2.5 e as seqiiéncias dos primers

desenhados e o tamanho da regido flanqueada podem ser observados na Tabela 2.1.
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Fragmento Cyt b Fragmento D-loop
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Figura 2.5 - Posigdo dos primers utilizados para a amplificagdo do DNA mitocondrial de crocodilianos brasileiros.

Tabela 2.1 — Primers utilizados para amplificar seqiiéncias mitocondrias. Em azul e
vermelho estdo os novos primers desenhados

Posicao Seqiiéncia 52 3’ Temteratura de
anelamento °C
14254 ATGACCCACCAACTACGAAAAT (22) 58
14650 CTTTCTCATCCGTCGCCTAC (20) 57
14731 TGTCGTGCCATGAATTTGAG (20) 58
15485 AACCAGTAAACTCCCCATA (19) 56
15715 GCCTTGTAAGACAGAGAC (18) 52
16180b  CTCAACCCGCACCGTCTT (18) 56
14779 GGAATGGAAGGAGGAAGTGT (20) 57
14985 GGGCAGTAAAGCGTGTGAGT (20) 57
15798 TTAGAAYGTCGGCTTTGG (18) 57
16056 GGGCTTGAAACTAGTAAC (18) 52
16180a  AAGACGGTGCGGGTTGAG (18) -
103 GGTTGATGTGCCTGATGCC (19) -

Além destes primer descritos para DNA mitocondrial utilizamos primers desenvolvidos

para o DNA nuclear na regido do gene C-mos (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 - Primers utilizados para amplificar seqiiéncias de DNA nuclear (C-mos)

Primers Seqiiéncia 52 3’ Temteratura de
anelamento °C
Cmos.D1 ACTGGGATCAAGTGTGCC 56
Cmos.R1 AGATGTCTGCTTTGGGGGTG 56
Cmos.D2 GCTGTGAAGCAGGTGAAGAA 55

Cmos.R2 CTGGGGCACGGTGTGTAT 55
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Amplificagdo

As condigdes para uma reagdo de amplificagdo da regido mitocondrial com um volume
final de 25 1, foram: 1x tampao de PCR (20mM Tris HCI, pH 8.4; 50mM KCI), 1.5 mM de
Cloreto de Magnésio, 0.2 mM de dNTP, 0.4 M de cada primer do par, 0.02 U/ 1de Taq DNA
polimerase e 5 1 da amostra de DNA (20ng/ 1).

O programa de amplificagdo foi: (1) 94°C por 3 min.; (2) 94°C por 45 seg.; (3)
Temperatura de anelamento do par de “primers” por 1 min. (58 °C); (4) 73°C por 1 min. e 15

seg.; (5) Repetir n ciclos contendo os passos 2, 3 e 4; (6) 4°C indefinidamente.

Purifica¢io dos produtos de PCR

Apos a amplificagdo foi feita a purificagdo dos produtos da PCR, que consiste na retirada
dos primers e dos residuos de dNTP para obtencdo de seqiiéncias de melhor qualidade. Para esta
finalidade procedeu-se o seguinte protocolo recomendado no GEX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Health Care).

A coluna (Kit) foi encaixada no tubo coletor (Kif), sendo adicionados 500 L de Capture
buffer e 20 L do produto de PCR. Apds centrifugacdo por 1 minuto a 14400g o tubo coletor foi
descartado e um novo tubo foi encaixado a coluna. Foram adicionados a coluna 500 L de Wash
buffer (10mM Tris-HCI pH 8,0, ImM EDTA) seguindo-se de centrifuga¢do por 1 minuto a
14400g. O tubo coletor foi descartado e a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e a esse
foram adicionados 30 L de agua Milli-Q seguindo-se de incubagdo a temperatura ambiente por 1
minuto e centrifugagdo por 1 minuto a 14400g. As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 1% juntamente com o padrido de concentragio pGEM4Z (40ng/ L) para a

verificacao da concentragao.

Reac¢ao de Seqiienciamento

A reagdo de seqiienciamento foi realizada segundo o protocolo DYEnamic ET Terminator
Cycle Sequencing Kit (Amersham BioSciences).

Para cada reagdo de sequenciamento foram utilizados: 3 L de Tampdo Save Money

(200mM de Tris pH 9, 0,5 mM MgClL), 1 L de primer (2,5 pmoles/ L), 2 L de Kit ET
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Terminator e ¢ 50 ng de DNA. O programa utilizado para a reacdo de seqiienciamento
compreendeu as seguintes etapas: desnaturacao a 95°C por 20 segundos, anelamento a 60 °C por
15 segundos e extensdo a 60°C por 1 minuto, totalizando 25 ciclos. Foram realizadas pelo menos

duas reacdes de sequenciamento para cada individuo.

Purificacdo da Reacio de Seqiienciamento

Para a purificagdo da reagdo de seqiienciamento foram adicionados 80 L de isopropanol
65% a reacdo, seguindo-se de homogeneizacao (vortex) e incubagdo no escuro por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo por 45 minutos a 3200g, o sobrenadante foi
removido por inversdao e foram adicionados 150 L de etanol 60% seguindo-se de centrifugagao
por 15 minutos, a 3200g a temperatura ambiente. O pellet foi desidratado por 1 hora a
temperatura ambiente e ressuspendido em 10 L de formamida. As amostras foram desnaturadas
a 95°C por 5 minutos, resfriadas em gelo e aplicadas em seqiienciador automatico ABI 3100

(Applied Biosystems).

Alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas

Foram utilizados dois individuos de cada espécie para o sequenciamento, o alinhamento e
qualidade das seqiiéncias foram feitos utilizando os programas Phred/Phrap/Consed (EWING et
al., 1998; GREEN et al., 1998; GORDON et al., 1998) e BioEdit (HALL, 1999), quando a
qualidade ou o alinhamento ndo estavam bons o individuo era seqiienciado pela terceira vez.
Posteriormente, as seqiiéncias foram comparadas entre si € com as seqiiéncias ja depositadas no

Genbank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Analise dos dados

O alinhamento das seqiiéncias foram feitos pelo método ClustalW (THOMPSON et al.,
1994) e lido posteriormente pelo BIOEDIT para inspe¢ao visual do alinhamento e refinado
manualmente. A analise filogenética foi realizada pelo programa PAUP (Phylogenetic Analysis
Parsimony and Other Methods), trata-se de um excelente aplicativo o qual disponibiliza diversos
métodos para analises filogenéticas. Estao disponiveis no sistema métodos baseados em distancia,

parcimonia e verossimilhanca (Maximum Likelihood). Foi desenvolvido por David Swofford
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(Faculty of Florida State University (FSU) - School of Computational Sciences and Information

Technology - CSIT. O site onde o programa pode ser encontrado ¢ http://paup.csit.fsu.edu/.

A qualidade da informacao filogenética disponivel deve ser verificada antes de iniciar a
analise dos dados (SCHNEIDER, 2003). Normalmente a taxa de transi¢do ¢ maior que a taxa de
transversao. Entretanto, 8 medida que aumenta a divergéncia entre duas seqiiéncias, o numero de
transicoes observadas em relagdo ao das transversdes decresce em func¢dao da saturagdo. A
plotagem do ntimero de transi¢des e transversdes versus a divergéncia fornecem uma imagem
visual do nivel de saturagdo das substituigdes. O programa DAMBE (XIA; XIE, 2001) foi
utilizado para gerar um grafico que mostra se ha ou ndo saturag¢@o nos dados. Para a determinacao
da qualidade dos dados ¢ importante antes de qualquer analise filogenética a verificacao do sinal
filogenético. Esta verificacdo foi realizada pelo teste de Permutacdo (PTP- Permutation Test
Probability) e pelo teste G1, estes dois testes fazem parte do programa PAUP. Os testes de
permutacdes (PTP) usam os escores das arvores mais parcimoniosas como uma medida da
correlacdo hierarquica. Eles comparam o escore da arvore mais parcimoniosa obtida a partir dos
dados originais com escores de arvores obtidas através de permutacdo ao acaso. A hipotese nula
(auséncia de sinal filogenético) é que o escore da arvore mais parcimoniosa, obtido dos dados
reais, estaria dentro da curva da distribui¢do dos valores obtidos através permutagdes ao acaso da
matriz de dados.

Ap6s o alinhamento das seqiiéncias e os testes para verificagdo da qualidade dos dados o
PAUP foi utilizado para a construcdo da filogenia pelo método baseado em caracteres (Maxima
Parciménia — MP ¢ Maxima verossimilhanca —ML) e pelo método baseado em distancia
(Evolucao Minima - ME), O programa M. O programa MRBAYES v.3.0b4 desenvolvido por
Ronquist e Huelsenbeck (2003) foi utilizado para andlise bayesiana. Para andlise de métodos
baseados em distdncia e maxima verossimilhanga foi utilizado o programa MODELTEST
(POSADA; CRANDAL,1998) para escolha do modelo de evolugdo do DNA que melhor se ajusta

aos nossos dados.

2.2.2 Resultados e Discussao

Conseguimos a amplificagdo de 1674 pares de bases (pb) correspondentes a uma parte do

gene citocromo b (Figura 2.6) e regido controle mitocondrial (Figura 2.7) para todas as espécies
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de crocodilianos brasileiros: Melanosuchus niger, Caiman crocodilus, Caiman yacare, Caiman

latirostris, Paleosuchus palpebrosus € Paleosuchus trigonatus.

CC JP CY AL PPDF MN CH PT PaT IC RN RS CN
- E Ty AN, ey f
Ggem .. e "

Figura 2.6 - Eletroforese em gel 1%, corado com Brometo de Etidio mostrando o fragmento do gene
citocromo b. Caiman crocodilus (CC), Caiman yacare (CY), Paleosuchus palpebrosus
(PP), Melanosuchus niger (MN), Paleosuchus trigonatus (PT) e Caiman latirostris
coletado em: Joao Pessoa (JP); Alagoas (AL); Ilha do Cardoso-SP (IC); Rio Grande do
Sul (RS); Rio Grande do Norte (RN) Dura Flora na regido de Piracicaba (DF), Porto de
areia na regido de Piracicaba (PoA); Charqueada na regido de Piracicaba (CH); Mini
Pantanal na regido de Piracicaba (PaT), Controle negativo (CN) e Padrao de peso
molecular (Pgen)

cc JP CY AL PP DF MN PoA PT CH IC PaT RS PT RN B

Pb

B
Bt
872 == 9

603-»&““'-““.."‘“‘.---
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Figura 2.7 - Fragmento da regido controle mitocondrial amplificado com os primers 15485-16180.
Caiman crocodilus (CC), Caiman yacare (CY), Paleosuchus palpebrosus (PP),
Melanosuchus niger (MN), Paleosuchus trigonatus (PT) e Caiman latirostris
coletado em: Jodo Pessoa (JP); Alagoas (AL); Ilha do Cardoso-SP (IC); Rio
Grande do Sul (RS); Rio Grande do Norte (RN) Dura Flora na regido de
Piracicaba (DF), Porto de areia na regido de Piracicaba (PoA); Charqueada na
regido de Piracicaba (CH); Mini Pantanal na regido de Piracicaba (PaT), Controle
negativo (B) e Padrio de peso molecular @X174 RFDNA/Hae III Fragmentes
(PM)
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A otimizagdo da amplificacdo da regido mitocondrial 12S com os primers 16180 ¢ 103
nao foi possivel para nenhuma das espécies nesta regido. H4 a ocorréncia de muitas bandas

inespecificas como pode ser visualizadas na Figura 2.8.

Figura 2.8 - Fragmento da regido 12S. Paleosuchus trigonatus (PT), Melanosuchus niger
(MN), Paleosuchus palpebrosus (PP) Caiman latirostris (CL), Caiman
crocodilus (CC), Caiman yacare (CY) e Padrdo de peso molecular @X174
RFDNA/Hae 111 Fragmentes (PM)

Esta regido 12S ¢ muito variavel e de dificil amplificagdo, Steven Poe (1996) descreve a
tentativa de alguns autores em utilizarem esta regido para andlise filogenética, mas os resultados

mostram incongruéncia significativa entre o conjunto de dados e muita homoplasia.

PM CY, CC CL MN PP  PT

1353pb —» |

603pb —»

iy

Figura 2.9 - Fragmento da regido nuclear RAGI. Caiman crocodilus (CC),
Caiman yacare (CY), Caiman latirostris (CL), ), Melanosuchus
niger (MN), Paleosuchus palpebrosus (PP), Paleosuchus
trigonatus (PT) e Padrido de peso molecular @X174 RFDNA/Hae
I Fragmentes (PM)
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Depois de varias tentativas de amplificagdo de uma regido nuclear RAGI sem sucesso
(Figura 2.9), optamos pelo gene nuclear C-mos e conseguimos a amplificagdo de uma regiao de

625 pb com os primers C-mos.D1 e C-mos.R1 descrito acima (Tabela 2.2).

2000

1200

800

400 —

200 —»

Figura 2.10 - Fragmento da regido nuclear C-mos. Marcador de pese molecular: Low
DNA Mass Ladder (M), Caiman crocodilus (CC), Caiman yacare (CY),
Caiman latirostris (CL), Melanosuchus niger (MN), Paleosuchus
palpebrosus (PP), Paleosuchus trigonatus (PT), controle negativo (CN)

Para as anélises posteriores do DNA mitocondrial, alinhamos as duas seqiiéncias (cyt b e
regido controle) correspondendo a um segmento de 1.673pb do DNA mitocondrial. O conjunto de
dados gerou 1339 sitios monomorficos e 424 sitios polimoérficos (ANEXO A), foi realizado a
conversao da seqiiéncia em aminodcidos para checar a auséncia de stop cddons nas seqiiéncias e
ao mesmo tempo se confirmar a presenca de um codon de parada incompleto no final do gene
citocromo b, anteriormente relatado em literatura (GLENN et al., 2002). Foram incluidas nas
analises as seqliéncias de Alligator mississipiensis e Alligator sinensis disponivel no banco de
dados do GenBank. O conjunto de dados C-mos gerou 610 sitios monomorficos e apenas 15
sitios polimorficos, dos dezoito individuos analisados encontramos nove haplotipos diferentes.
(ANEXO C).

A presencga de saturacao foi verificada, como podemos observar no grafico onde temos as
transi¢des e as transversdes em fun¢do da distancia (Figura 2.11 e 2.12). A distribuicdo das
transi¢des (I°) e das tranversdes (I') segue praticamente uma reta mesmo quando a divergéncia é
maior. Este padrdo sugere que ndo hé saturacio neste segmento de genes utilizados, sendo assim,
temos consisténcia em nossa analise filogenética ¢ podemos continuar com as analises. Para

nossos dados de DNA nuclear e mitocondrial, o MODELTEST sugeriu o modelo TIM+ G. A
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Figura 2.13 e 2.14 mostram o resultado das arvores filogenéticas baseadas Maximas
Verossimilhanga, ilustrando as relagdes filogenéticas com os respectivos bootstrap para cada no
para as seis espécies de crocodilianos brasileiros. Como os resultados foram semelhantes para

Andlise bayesiana o bootstrap para cada n6 desta analise também foram representado.

SeV

0.00 | | | | | |
0.0000 0.0495 0.0990 0.1485 01981 0.2476 0.2971
Distancia

Figura 2.11 - Grafico de transi¢des (I°) e das tranversdes (I') versus distincia do gene citocromo b e Regido controle
nos crocodilianos estudados

0.09 —
0.08 -

0.06 F

SeV

0.00 | | | | 1 |
0.0010 0.0175 0.0340 0.0505 0.0670 0.0835 0.1000

Distancia

Figura 2.12 - Grafico de transi¢oes (I°) e das tranversdes (I') versus distancia do gene c-mos nos crocodilianos
estudados
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Figura 2.13 - Cladograma ilustrando as relagdes filogenéticas das espécies brasileiras de crocodilianos com
seqiienciadas do citocromo b e da regido controle, com os respectivos bootstrap para cada clado NA=
Analise bayesiana; MV= Maxima verossimilhanga

Os resultados com DNA mitocondrial estdo de acordo com os dados publicados por Poe

(1996) e Brochu (2003), onde combina caracteres morfologicos e moleculares.

As espécies

Alligator mississipiensis e Alligator sinensis sdo os grupos mais distantes de acordo com os

cladogramas, Paleosuchus palpebrosus e Paleosuchus trigonatus estdo agrupados e mais

distantes do agrupamento com as demais espécies brasileiras, fato ja descrito na literatura, que

cita o género Paleosuchus como o mais distante dos demais géneros brasileiros (Poe, 1996;

BROCHU, 2003; GATESY, 2003; HRBEK, 2008).
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As espécies mais proximas foram Caiman crocodilus e Caiman yacare, confirmando
relatos anteriores, onde varios autores classificam estes dois taxa como subespécies (C.
crocodilus crocodilus e C. crocodilus yacare). A espécie Caiman latirostris se agrupou com
Melanosuchus niger, estes dois grupos estdo mais relacionados entre si, do que com C. crocodilus
e C. yacare, corroborando com os resultados de Poe (1996) e Brochu (2003), que sugerem que
caiman e melanosuchus sao taxa irmaos altamente correlacionados e que nao tem a necessidade
de serem considerados géneros diferentes, propondo a mudanca de Melanosuchus niger para
Caiman niger. O Individuo um de Melanosuchus niger coletado em Piratuba no estado do
Amapd, se encontra mais distante dos demais individuos da espécie (Figura 2.13), corroborando
com o seu fenotipo bem diferenciado dos demais (Andrade, comunicagao pessoal).

Para o gene nuclear (Figura 2.14) encontramos uma distdncia bem menor entre as
espécies, o que era esperado, pois genes nucleares sdo geralmente mais conservados que genes
mitocondrias (ANEXO B e ANEXO D). A espécie Alligator sinensis foi a mais distante. A
relagdo dentro do género Paleosuchus e entre este género e as demais espécies brasileiras estao
bem definida nos dois cladogramas com dados de DNA mitocondrial e nuclear.

Os resultados para C-mos foi um pouco diferente como podemos visualizar na Figura
2.14, onde percebemos que a espécie Caiman latirostris esta mais relacionada com Caiman
crocodilus e Caiman yacare, mas ainda percebemos uma forte relacio dos Caimans com
Melanosuchus (ANEXO D). Percebemos também que Caiman crocodilus e Caiman yacare estao
intimamente relacionados, sendo que o individuo dois de C. crocodilus esta agrupado com os
demais individuos de C. yacare. Este fato é interessante, pois este individuo foi coletado na
Reserva Cunid, em Rondonia, e alguns bidlogos relataram a semelhanga deste individuo com
Caiman yacare (Mendonga, comunicagdo pessoal). Pode se tratar de um hibrido, mas este padrao
ndo foi observado para o fragmento de DNA mitocondria, como pode ser observado na Figura
2.14 o mesmo individuo esta agrupado com os demais individuos de Caiman Crocodilus. Sendo
assim a relagdo entre o status especifico dos taxons Caiman Crocodilus e Caiman yacare ainda
permanece obscuro. Brochu (2003) relata que a revisdo taxonOmica para estes tdxons ¢
prematura, pois temos falta de apdio nas andlises combinadas de dados morfoldgicos e dados

moleculares, assim como nestes dados separadamente.
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Figura 2.14 - Cladograma ilustrando as relagdes filogenéticas das espécies brasileiras de crocodilianos, com
seqiiéncias do DNA nuclear C-mos, com o0s respectivos bootstrap para cada clado. NA= Analise
bayesiana; MV= Maxima verossimilhang¢a

Para verifica¢ao do Sinal filogenético utilizamos o Teste de Permutacao (Permutation Test
Probalility - PTP). O escore de méaxima parcimonia obtido dos dados reais encontra-se bem fora
dentro da curva da distribuicao dos valores obtidos através permutagdes ao acaso da matriz de
dados, atestando forte sinal filogenético. Sendo assim a arvore filogenética construida com as
seqiiéncias do DNA mitocondrial (gene citocromo b e regido controle) e nuclear foi estabelecida,

evidenciando bem a filogenia das espécies estudadas.
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2.3 Conclusoes

A arvore filogenética construida com dados de seqiiéncias DNA mitocondrial e nuclear
foram semelhantes aos estudos filogenéticos encontrada por outros autores, apoiando a mudanca
do género Melanosuchus para Caiman. A relagdo Caiman crocodilus e Caiman yacare ainda
permanece mal resolvida, com os nossos dados nao podemos inferir que se trata de uma espécie

ou subespécies, podemos apenas afirmar que sao taxa irmaos fortemente relacionados.
Referéncias

ARIAS, M.C.; INFANTE-MALACHIAS, M.E. O emprego de enzima de restricdo para deteccao
de polimorfismo no DNA. In: MATIOLI, S.R. (Ed.). Biologia molecular e evolucio. Ribeirdo
Preto: Holos, 2001. cap. 14, p.143- 161.

AVISE, J.C. Natural history and evolution: molecular markers. New York: Chapman & Hall,
1994. 511 p.

BREMER, K. Branch support nd tree stability. Cladistics : the international journal of the
Willi Hennig Society, Westport ,v. 10,n. 3, p. 295-304, 1994.

BROCHU, C.A. Phylogenetic approaches toward crocodylian history. Annual Review of Earth
and Planetary Sciences, Palo Alto, v. 31, p. 357-397, 2003.

BROWN, W.M.; PRAGER, E.M.; WANG, A.; WILSON, A.C. Mitochondrial DNA sequences
of primates: tempo and mode of evolution. Journal of Molecular Evolution, Berlin, v. 18,
p. 225-239, 1982

DESJARDINS, P.; MORALIS, R. Sequence and gene organization of the chicken mitocondrial
genome-a novel gene order in higher vertebrates. Journal of Molecular Biology, New York,
v. 212, p. 599-634, 1990.

FARIAS,I.P.; HRBEK,T.; DA SILVEIRA R.; MONJELO, L.A.S.; THORBJARNARSON, J;
THOISY,B. Population genetic structure of Amazonian Crocodilians. Animal Conservation,
Cambridge, v. 7, p. 265-272, 2004.

FELSENSTEIN, J. Evolutionary trees from DNA sequences: a maximum likelihood approach.-
Journal of Molecular Evolution, Berlin, v. 17, p. 368-376, 1981.

. Confidence limits on phylogenies: an approach using the bootstrap. Evolution,
Lancaster, v. 39, p. 783-791, 1985.



55

GATESY, J.; AMATO, G.; NORELL, M.; DESALLE, R.; HAYASHI, C. Combined support for
wholesale taxic atavism in Gavialine crocodilians. Systematic Biology, Washington , v. 52, n. 3,
p. 403-422, 2003.

GIRIBET, G.; WHEELER, W.C. On gaps. Molecular Phylogenetics and Evolution, San Diego,
v. 13, n. 1, p. 132-143, 1999.

GLENN, T.C.; STATON, J.L.; VU, A.T.; DAVIS, L.M.; BREMER, J.R.A.; RHODES, W.E.;
BRISBIN,I.L.; SAWYER, R.H. Low mitochondrial DNA Variation Among American Alligators
and a Novel non-coding region in crocodilians. Journal of Experimental Zoology. Part B,
Molecular and Developmental Evolution, New York, v.294, p.312-324, 2002.

HALL, B.G. Phylogenetic trees made easy: a how to manual for molecular
biologista.Sunderland: Sinauer Associates, 2001. 179 p

HILLIS, D.; BULL, J. An empirical test of bootstrapping as a method for assessing confidence in
phylogenetic analysis. Systematic Biology, Washington, v. 42, p. 182-192, 1993.

HILLIS, D.M.; MORITZ, C.; MABLE, B.K. (Ed.). Molecular systematics. 2" ed.
Local:Sinauer, 1996. 656p.

HOEZEL, A.R. Molecular genetic analysis of populations. Oxford IRL Press, 1992. 315 p.

HRBEK, T.; VASCONCELOS, W.R.; REBELO, G; FARIAS, 1.P. Phylogenetic relationships of
South American Alligatorids and the Caiman of Madeira River. Journal Experimental
Zoology, Philadelphia, v. 309A, p. 588-599, 2008.

IRWIN, D.M.; KOCHER, T.D., WILSON, A.C. Evolution of the cytochrome b gene of
mammals. Journal of Molecular Evolution, Berlin, v. 32, n. 2, p. 128-144, 1991.

JANKE, A.; ERPENBECK,D.; NILSSON, M.; ARNASON, U. The mitochondrial genomes of
the iguana (Iguana iguana) and the caiman (Caiman crocodylus): implications for amniote
phylogeny. Proceedings of the Royal Society of London, Biological Sciences, London, v. 268,
p. 623-631, 2001.

LEE, K.; FEINSTEIN, J.E ; CRACRAFT, J. The phylogeny of ratite birds: resolving conflicts

between molecular and morphological data sets. In: MINDELL, D.P. (Ed.). Avian molecular
evolution and systematics. San Diego: Academic Press, 1997. p. 173-211.

LI, W.H. Molecular evolution. Sunderland: Sinauer Associates, 1997. 487 p.
MCALILEY, L.R.; WILLIS, R.E.; RAY,D.A.; WHITE, P.S.; DENSMORE, L.D. Are crocodiles
really monophyletic? Evidence for subdivisions from sequence and morphological data.

Molecular Phylogenetics and Evolution, San Diego, v. 39, p. 16-32, 2006.

MATIOLI, S.R. Biologia molecular e evoluc¢io. Ribeirdo Preto: Holos, 2001. 202 p.



56

MINDELL, D.P. Avian molecular evolution and systematics. New York: Academic Press,
1997. 382p.

MINDELL, D.P.; HONEYCUTT, R.L. Ribosomal RNA in vertebrates: Evolution and
phylogenetic applications. Annual Review of Ecology and Systematics, Palo Alto, v. 21,
p. 541-566, 1990.

MULLIS, K.B.; FALOONA, F.; SCHAREF, S.; SAIKI, R.; HORN, G.; ERLICH, H. Specific
enzymatic amplification of DNA in vitro: The polymerase chain reaction. Symposia on
Quantitative Biology, Cold Spring Harbor, v. 51, p. 263-273,1986.

OLSON, G.A.; HESSLER, J.R.; FAITH, R.E. Techniques for blood collection and intravascular
infusion of reptiles. Laboratory Animal Science, Joliet, v. 25, p. 783-786, 1975.

PEREIRA, S.L. Mitochondrial genome organization and vertebrate phylogenetics. Genetics and
Molecular Biology, Ribeirdo Preto, v.23, p. 745-752, 2000.

POSADA, D.; CRANDALL, K.A. MODELTEST: testing the model of DNA substitution.
Bioinformatics, Oxford, v.14, p.817-818, 1998.

POE, S. Data set incongruence and the phylogeny of crocodilians. Systematic Biology,
Washington , v.45, p.393-414, 1996.

QUINN, T.W.; MINDELL, D.P. Mitochondrial gene order adjacent to control region crocodile,
turtle, and tuatara. Molecular Phylogenetics and Evolution, San Diego, v.5, p.344-351, 1996.

RAY, D.A.; DENSMORE, L. The crocodilian mitochondrial control region: general structure,
conserved sequences, and evolutionary implications Journal of Experimental Zoology. Part B,
Molecular and Developmental Evolution, New York, v. 294, p. 334-345, 2002.

RONQUIST, F.; HUELSENBECK, J.P. MrBayes 3: Bayesian phylogenetic inference under
mixed models. Bioinformatics, Oxford , v. 19, p.1572-1574, 2003.

SAINT, K.M.; AUSTIN, C.C.; DONNELLAN, S.C.; HUTCHINSON, M.N. Cmos, a nuclear
marker useful for squamate phylogenetic analysis. Molecular Phylogenetics and Evolution, San
Diego, v. 10, p. 259-263, 1998.

SAITOU, N.; NEI, M. The neighbor-joining method: a new method for reconstructing
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution, New York, v. 4, p. 406-425, 1987.

SCHNEIDER, H. Métodos de analise filogenética: um guia pratico. 2. ed. Riberdo Preto: Holos,
2003.114 p.

VASCONCELOS, W.R. Diversidade Genética e Estrutura populacional dos crocodilianos
jacaré-acu (Melanosuchus niger) e jacaré-tinga (Caiman crocodilus) da Amazonia. 2004.



57

79 p. Dissertagao de Mestrado ( Mestre em Genética, Conservagao e Biologia Evolutiva) -
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, 2004.

XIA, X.; XIE, Z. DAMBE: Data analysis in molecular biology and evolution. Journal of
Heredity, New York, v.92, p.371-373, 2001.

YEW, N.; STROBEL, M.; VANDE WOUDE, G.F. Mos and the cell cycle: the molecular basis
of the transformed phenotype. Current Opinion in Genetics & Development, London, v. 3,
p. 19-25, 1993.



58

3 DIFERENCIACAO DE ESPECIES DE CROCODILIANOS BRASILEIROS PELA
ANALISE DE POLIMORFISMOS DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTO DE
RESTRICAO (RFLP)

Resumo

Um aspecto importante da conservagdo da biodiversidade ¢ a formulagdo de leis de
controle do uso, comércio e exportagdo de produto de animais. A identificagdo correta das
espécies ¢ de fundamental importincia para a escolha de métodos de controle mais adequados.
Neste trabalho, marcadores espécie-especificos produzidos por PCR-RFLP baseados em
seqiiéncia do gene citocromo b no DNA mitocondrial foram desenvolvidos para a identificacao
molecular das seis espécies brasileiras de crocodilianos. Esta técnica além de importante na
identificacdo das espécies poderd ser utilizada como metodologia oficial de controle da
comercializac¢do e exportacdo de carne e couro de jacarg.

Palavras-chave: PCR-RFLP; Citocromo b; Crocodilianos brasileiros

Abstract

An important aspect of biodiversity conservation is the formulation of laws for the control
of use, trade and exportation of animal products. The correct identification of the species is of
fundamental importance for choosing the most appropriate control methods.

In the present work, species-specific PCR-RFLP markers, based on mitochondrial
cytochrome b gene sequences, were developed for the molecular identification of six Brazilian
crocodilian species. This technique is not only important for the identification of the species but
can also be used as an official methodology for controlling exportation and commercialization of
leather and meat.

Keywords: PCR-RFLP; Cytochrome b; Brazilian crocodilian
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3.1 Introducao

Um aspecto importante da conserva¢ao da biodiversidade ¢ a formulacdo de leis de
controle do uso, comércio e exportagdo de produto de animais e plantas. No caso especifico de
jacarés, o problema ¢ ainda maior. Existe uma cultura de consumo de produtos destes animais e
até que esta desaparega, o aumento da escassez causado pelo controle do produto faz com que o
preco aumente, estimulando os comerciantes a burlar a lei (BAKER et al., 1996; PALUMBI e
CIPRIANO, 1998). A quantidade de dinheiro envolvida neste comercio pode ser alta. Por
exemplo, a pele de crocodilo pode custar de U$ 300-500 por pele (BRAZAITIS et al., 1998), em
2008 a pele do Jacaré-agu esta custando U$ 3,00 o cm linear (ANDRADE, comunicagdo pessoal).
O problema ¢ ainda mais complicado quando existem espécies proximas cujo comércio €
legalizado ou quando a espécie protegida pode ser comercializada se proveniente de cultivo.
Nesses casos, as fazendas de cultivo podem ser usadas para a legalizacdo fraudulenta das espécies
protegidas. Ja se observou que a comercializacdo mundial de peles de jacaré (género Caiman) ¢
superior a um milhdo de peles por ano, das quais apenas a metade vem de fontes legalizadas
(BRAZAITIS et al., 1998).

A espécie brasileira do género Caiman yacare tem sua importagdo proibida para os EUA.
Em uma tentativa de remover esse bloqueio de importacdo, foi argumentado que essa espécie
teria trés subespécies, uma das quais poderia ser explorada (BRAZAITIS et al., 1996). No
entanto, estudos de padroes de manchas e relevo da pele demonstraram que esta subdivisdo nao
era justificada (BRAZAITIS et al., 1998) e a importacdo de pele de Caiman yacare pelos EUA
continuou sendo proibida. As vezes, a identificagio das peles pode ser feita pelo padrio de
manchas e pelo seu relevo. No entanto, em outras situagcdes, como na comercializagdo da carne,
essa identificagdao nao ¢ tao simples. Nesses casos, marcadores moleculares podem ser de extrema
valia, pois permitem a identificagdo ndo ambigua mesmo de produtos industrializados, como
carne salgadas, cozidas, defumadas ou enlatadas (RAM et al., 1996; QUINTERO et al, 1998).

M¢étodos moleculares foram utilizados para demonstrar que um carregamento de carne de
caranguejo (Paralithodes camtchatica) havia sido obtido em uma area de sua distribui¢ao onde
era ilegal a pesca (SEEB et al., 1990). Em outro caso, esses métodos foram usados para provar na
justica que a carne de haliote (do género Haliotis) vendida na Africa do Sul como “haliote
australiano” na verdade pertencia a haliote midae, uma espécie local cuja pesca estava proibida

(SWEIID et al.,, 1998). A demonstracdo mais dramatica e¢ elegante do uso de marcadores
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moleculares foi o trabalho feito pelo grupo de Stephen Palumbi com o comércio ilegal de carne
de baleia no Japao. Estima-se que de 1920 até¢ 1986, quando uma moratoria na pesca
indiscriminada das baleias foi imposta, mais de um milhdo de baleias tenham sido mortas pelos
baleeiros (BAKER; PALUMBI, 1996). A moratoria teve um efeito importante na prote¢do das
baleias. No entanto, havia um buraco na lei, permitindo que as baleias pescadas “para fins
cientificos” fossem consumidas nos paises onde elas tivessem sido pescadas, ou seja, proibindo a
exporta¢do, mas permitindo o consumo (BAKER et al., 2000). Com isto o Japao passou a ser o
pais com o maior numero de pesquisa sobre baleias e o comércio de carne de baleia “legalizada”
nos mercados japoneses continuou. O trabalho feito por Palumbi e seu grupo consistiu na
constru¢do inicial de uma “biblioteca de seqiiéncias”, um banco de dados com as seqiiéncias de
DNA da regido controle mitocondrial de todas as baleias conhecidas, incluindo amostras
intraespecificas de varias partes do globo, coletadas através de dados de biopsia. A regido
controle mitocondrial ¢ altamente variavel em mamiferos, permitindo a distingao facil de todas as
espécies inclusive, em muitos casos, possibilitando a determinacao da origem geografica de cada
baleia (BAKER; PALUMBI, 1996). Tendo construido essa biblioteca, amostras de carnes
rotuladas como “carne de baleia” foram compradas em feiras e mercados do Japao por agentes da
ONG ambientalista Earthrust e enviadas para os laboratorios de Palumbi nos EUA, para um
estudo preliminar. Nesse estudo, foi descoberto que, das 17 amostras comparadas, apenas 9
pertenciam a baleia minke, as quais o governo japonés tinha concedido permissao de pesca (para
fins cientificos). As outras oito amostras eram provenientes de baleias de pesca proibida, como a
jubarte, cuja pesca ¢ proibida desde 1966, ou botos e golfinhos, ou seja, enganando também o
consumidor japongs.

Esse estudo preliminar estimulou um novo estudo, dessa vez com uma preocupacdo
forense, a fim de processar as companhias responsaveis pela comercializagdo ilegal da carne de
baleia. Nesse segundo estudo, também foram usados primers de genes nucleares, para evitar o
possivel argumento, pela defesa, de que as espécies estavam identificadas incorretamente, porque
teriam vindo de hibridagdes na natureza (assim seriam identificadas erroneamente como se
pertencessem a espécie da mae). O resultado desse estudo foi que, num total de 237 amostras
analisadas, 149 pertenciam a baleias minke (sendo 107 do hemisfério sul), 49 eram golfinhos e
botos, e as demais amostras eram de outras espécies de baleias. Ou seja, cerca de 37% das

amostras ndo pertenciam a baleias legalmente pescadas (PALUMBI; CIPRIANO, 1998). Devido
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ao sucesso dessas pesquisas, a Comissao Internacional da Pesca da Baleia (IWC) decidiu, em
1999, empregar a técnica desenvolvida por Palumbi e seu grupo como metodologia oficial de
controle da comercializa¢ao da carne de cetaceo.

Os marcadores moleculares podem ser utilizados com grande eficiéncia para identificar e
inibir a comercializagdo ilegal de produtos animais. A sua utilizagdo ja esta disponivel, por
exemplo, na identificacdo do camardo. Para isto foi desenvolvido um kit de identificacao das
diferentes espécies baseado na analise de polimorfismo em fragmento de restricdo (RFLP) de
genes mitocOndriais e nucleares. Com este kit ¢ possivel identificar, com sucesso, camardo
descascado e congelado, salgado e seco ao sol (como o do acarajé) e camardo em lata (GUSMAO
et al, 2002; GALETTI et al, 2008). Esse ¢ um instrumento importante para que os orgaos de
fiscalizacdo ambiental identifiquem facilmente e sem ambigiiidade o material apreendido. Kites
semelhantes estdo sendo desenvolvidos para identificacdo e controle da pesca ilegal de peixes
brasileiros como, por exemplo, do mero (Epinephelus itajara), cuja carne, em filés ou posta, ¢
frequentemente vendida como se fosse garoupa (Epinephelus marginatus), com a qual ¢ muito
parecida (GALETTI et al, 2008).

O Brasil ¢ habitat natural de seis espécies de crocodilianos: Melanosuchus niger,
Paleosuchus palpebrosus, Paleosuchus trigonatus, Caiman crocodilus, Caiman yacare, Caiman
latirostris (CARVALHO, 1951). O Amazonas ¢ o maior produtor mundial de carne ilegal de
jacaré. Somente de Mamiraud saem 115 toneladas por ano, das quais uma grande parte ¢é
transportada para a Colombia como peixe, sem osso. O problema ¢ ainda mais complicado
quando existem espécies proximas cujo comércio ¢ legalizado ou quando a espécie protegida
pode ser comercializada se proveniente de cultivo, como ocorre no Brasil. Nesses casos, as
fazendas de cultivo podem ser usadas para a legalizacao fraudulenta das espécies protegidas.

No presente trabalho com as diferenciagcdes encontradas no DNA mitocondrial, teremos
um banco de dados com as seis espécies brasileiras de jacarés, e amostra de carne rotulada como
“carne de jacaré” podera ter a sua origem verificada. Esta técnica podera ser utilizada como
metodologia na diferenciacdo das espécies de jacarés brasileiros, podendo servir para o controle

da comercializagdo de carne e couro.
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3.2 Desenvolvimento
3.2.1 Material e Métodos

Amostragem

Foram utilizadas amostras de: Vinte Caiman latirostris (trés amostras do Banhado do
Taim/ RS, trés amostra de Jodo Pessoa/PB, duas lagoa Vermelha/AL, duas Natal/ RN, quatro Ilha
do Cardoso, duas Charqueada/SP, quatro de Bonito/MS); Doze Caiman crocodilus (tr€s amostras
do Araguai/MT, trés do Cabo Orange/AP, trés da Reserva Cunid/Rondonia e trés de
Piratuba/AP); Oito Caiman yacare (quatro amostra do Pantanal/MS; quatro da UNESP/Rio
claro), Doze Melanosuchus niger (tr€s amostras do Araguai/MT, trés do Cabo Orange/AP, trés da
reserva Cunid, Rondonia e trés de Piratuba/AP), Oito Paleosuchus trigonatus (quatro amostras da
regido de Manaus e quatro do Rio madeira/AM); Nove Paleosuchus palpebrosus (trés da

UNESP/Rio Claro, trés de Cabo Orange e trés de Jodao Pessoa/PB).

Método de captura e imobilizacao de jacaré

As capturas dos animais foram feitas a noite, manualmente ou com o auxilio de lago de
cabo de ago, apds visualizagao com facho de luz intensa do tipo sealed beam e aproximagao em
barco, conforme descrito por Hutton et. al. (1987) e Walsh (1987). A imobilizacao foi mecanica,

dispensando-se o uso de anestésicos ou relaxantes musculares, conforme realizado por Verdade

(1997).

Coleta e armazenagem das amostras

O sangue foi coletado através de puncdo do ramo dorsal da veia cava superior, que corre
no interior da coluna vertebral, conforme descrito por Olson (1975) para grandes répteis. Apds a
coleta, o sangue foi conservado em tampao de lise (Hoelzel, 1992), cuja composicao ¢: 100 mM
Tris-HCI, pH 8.0; 100 mM EDTA, pH 8.0; 10 mM NaCl; 0.5 % SDS (p/v). Os animais do estado
do Mato Grosso foram capturados com auxilio do IBAMA/RAN onde foram coletadas as
escamas em procedimento padrdo muito utilizados em estudos de captura e recaptura. Estes
procedimentos incluem lacar o animal, imobilizé-lo, medir comprimento corporal, determinar o

sexo e retirar a escama para analise de DNA. As escamas foram armazenadas em Etanol 94%.
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Extracao do DNA

O DNA foi extraido do sangue segundo o método CTAB, que consiste em adicionar 50 1
de NaCl 5M e 40 1 do produto CTAB 10% em 200 1 da mistura (2ml de sangue em 8 ml de
solugdo tampao). Aquecimento da solugdo por 10 min. a 65°C para que as proteinas sejam
precipitadas enquanto o DNA fica adsorvido ao CTAB. Adiciona-se 300 1 de cloroférmio e
centrifuga-se a 12000 rpm por 10 min., o sobrenadante ¢ retirado para um tubo eppendorf limpo
sem tocar na fase organica. O DNA ¢ precipitado dessa solugdo com 300 1 isopropanol absoluto,
centrifugando-se a 12000 rpm por 10 min., descartando o sobrenadante. Faz-se duas lavagens
com 250 [ Etanol 70%, com centrifugacdes de 5 min. a 12000 rpm em cada lavagem. O pellet ¢
seco em estufa a 37°C por 30 min. e suspenso em 50 1de H,O milliq e armazenado em freezer a
-20°C. O DNA da escama foi isolado por digestdo com Proteinase K, que ¢ uma enzima
proteolitica ndo especifica, e solugdo SDS, um detergente idnico que dissolve membranas
celulares, pois solubiliza lipideos e desagrega complexos macromoleculares. Foram cortados
pedacos (de 2 a 3mm) da escama caudal de cada individuo, e posteriormente foram
acrescentados: 500ul de tampao de lise celular (10mM Tris, 100mM EDTA, 2% SDS; PH 8.0),
15ul Proteinase K (20mg/ml)e incubado overnight a 55 °C. A proteina é precipitada dessa
solucdo com 200ul de Acetato de Amoénio (7,5M) incubado-se no gelo por 20-30 minutos,
centrifugando-se a 14000 rpm por 5 min., descartando o sobrenadante. O DNA ¢ precipitado
dessa solugdo com 500 1 isopropanol absoluto, centrifugando-se a 12000 rpm por 10 min.,
descartando o sobrenadante. Faz-se duas lavagens com 500 1 Etanol 70%, com centrifugagdes
de 5 min. a 12000 rpm em cada lavagem. O pellet € seco em estufa a 37°C por 30 min. ¢ suspenso
em 50 1de H,O MilliQ e armazenado em freezer a -20°C . Apés as extragdes as amostras foram
lidas em espectrofotdmetro para determinar a quantidade de DNA extraida e assim proceder as
devidas dilui¢des para proceder em seguida a PCR. O espectrofotometro (HITACHI U-2000) foi

utilizado segundo instru¢des do aparelho. As amostras extraidas tinham em média de 100 ng/ L,
sendo entdo padronizado para a dilui¢do de 20 ng/ L, sendo utilizados em seguida a quantidade

de 5 L em cada reagao de PCR.
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Desenho dos Primers e Amplificacao

Para anélise de enzimas de restricdo foram desenvolvidos pares de primers (Tabela 3.1)
que amplificassem uma regido menor do citocromo b (~350pb), pois regides muito grandes
dificultam a interpretacdo no gel de agarose, ja que possui maior probabilidade de encontrarmos

mais de um sitio de enzima de restri¢ao.

Tabela 3.1 — Primers utilizados para amplificar seqiiéncias do Citocromo b

Posicdo Seqiiéncia 5 * 3 Temteratura de
anelamento °C

14650 CTTTCTCATCCGTCGCCTAC 57
14985 GGGCAGTAAAGCGTGTGAGT 57

Para as rea¢des de PCR foram usados 50 ng de DNA molde, 1,5 unidades de TagDNA
polimerase, 200uM de cada dinucleotideo, 1,5 mM de MgCl,, 125 uM de cada primer em 25 pl
de tampao de PCR 1x. As amplificagdes foram conduzidas empregando-se um passo inicial de 3
minutos a 96 °C, seguido por 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 57 °C por 1 minuto e 72 °C por 1

minuto, e uma etapa final de extensdo a 72 °C durante 20 minutos.

Sequenciamento do fragmento do Citocromo b e Analise por RFLP

A purificacdo dos produtos amplificados foi feita usando o kit GFXTM PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (Amershem Pharmacia Biotech), de acordo com as especificacdes do
fabricante. O sequenciamento direto de ambas as fitas da molécula de DNA amplificada foi feito
utilizando o Kit Big Dye terminators (PE Applied Biosystems), contendo tampao Save money
(4mM de tris-HCl, e 0,1mM de MgCl,) para um volume final de 10uL. A reagdo foi feita com 25
ciclos de 95°C por 20s, 50°C por 15s, e 60°C por 1min. Apds a reacdo foi feita a purificacdo
adicionando 2uL de acetato de s6dio/EDTA (1,5M NaAc e 259mM EDTA) por amostra, seguida
da adigcdo de 60uL de etanol absoluto. Apds agitacdo em vortex, centrifugou por 45min a 4°C,
4000 rpm. O material precipitado foi lavado em etanol 70%, e centrifugado por mais 15min.
Apobs secagem em temperatura ambiente por lh, as amostras foram aplicadas em seqilienciador
automatico ABI prism 3100 .

As seqiiéncias do citocromo b das seis espécies foram analisadas com o programa Pdraw
32, para procura de sitios de restricdo enzimatica que produzissem padrao que diferenciassem as

espécies. Quatro enzimas foram selecionadas (A/ul, Haelll e Taql e Acil). Com o objetivo de
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verificar a existéncia de polimorfismo intra-especificos, cinco individuos de cada espécie foram
seqlienciados e posteriormente, pelo menos, oito individuos de cada espécie foram analisados
quanto ao corte pelas enzimas de restricao.

As andlises de RFLP foram feitas usando os produtos ndo purificados das reacdes de PCR
(10ul da reagcdo de PCR por 20ul da reagdo de restricdo). As reagdes de restrigdo enzimatica
foram conduzidas segundo recomendagdo dos fabricantes, por quatro horas a 37°C, com excecao
da enzima Taql que ficou duas horas a 65°C. Os produtos de digestdo foram separados por trés
horas através de eletroforese em géis de agarose a 3%. Os géis foram corados com brometo de

etidio e fotografados sob luz UV em um tansluminador, usando sistema digitam Kodak DC 290.

3.3 Resultados e Discussao

Utilizamos para esta analise de RFLP-PCR um fragmento de aproximadamente 350pb,

que resultou em uma 6tima amplificacdo (Figura 3.1) e sequenciamento (Figura 3.2).

1353pb —»

603pb —»
310pb —»

Figura 3.1 - Fragmento Citocromo b. Padrdo de peso molecular ¥X174 RFDNA/Hae 111
Fragmentes (9X). Caiman crocodilus (CC), Caiman yacare (CY), Caiman latirostris
(CL), Melanosuchus niger (MN), Paleosuchus palpebrosus (PP), Paleosuchus
trigonatus (PT) e Controle Negativo (CN)



C.crocodilus
C.yacare
€.latirostris
M.niger
PF.palpebrosus
F.trigonatus

C.crocodilos
C.yacare
€.latirostris
H.niger
PF.palpebrosus
F.trigonatus

C.crocodilos
C.yacare
C.latirostris
M.niger
F.palpebrosus
P.trigonatus

C.crocodilus
C.yacare
C.latirostris
M.niger
P.palpebrosus
P.trigonatus

CTTTCTCATCCGTCOUCTACACCTCGLGLGAGGTCTOAT TTGOATGACT TAT CCOAAGC T TCCACACAAACGAGCCGLCATCT TCTTCATATTTATCT
CTTTCTCATCCOTCOUCTACACCTCTCGLGAAGT CTGAT TCCGCTOGET TAT CCOAAGCT TCCACACAARCGRAGCCTCCATCTTCTTCATATTTATCT
LTI CATCCOTCGCCTACACCTCTCOCGAAGT CTGAT TCCOC TRACT TAT CCOAAGTC TCCACACARACGGAGCCTCCCTCTTCTTCATGTTCATCT
LTI CATCCOTCOCCTACACCTCCCOCGAAATCTGAT T TGOATGACTCAT TCOARACC TACACACARACGGAGCCTCCTTATTCTTCATATTTATCT
CTTTCTTCATCCGTCOUCTACACCTCCCGLGAAGT CTOAT TCOATGACT TAT CCOARRCCTCCACACAARCGAGCCTCCCTCTTCTTCATGTTTATTT
CTTTCTTCATCCOTCOUCTACACCTCCCGLGAAGT CTGAT TCORATGACT TAT CCOAAGCCT CCACACAARCGGAGCCTCCCTCTTCTTCATATTTATTT

TCCTACACATCGGACGAGGCCTATACTACGCCTCCTACT TACACGAAAACACAT GARACGT TRGAGTAAT CATACTAT TCCT GLTAATAGCCACAGCATT
T ACACATCGGACGAGGCCTATAT TACGCCTCCTACT TACACGARAACACAT GARATAT COGAGTAAT CATACTAT TCCTACT AATAGCCACAGCATT
T TACACATCOGACGAGGCCTATAT TACGCT TCCTACCTACACGAR A CACAT GARACATCOGAGTAGT CATACTAT TCCTACTAATAGCTACAGCATT
T TACACAT T GGACGAGGCCTATACTACGCCTCCTACC T GLACGALAACACAT GARACAT TGOAGTGAT CATACTCT TCCTACT AATAGCCACAGUATT
TCCTCCACATCGGACGOOGCCTOTACTACGCCTCCTACACCCACGAAAAGACATGGGCTGT GEGAGT TGT TATACTCT TCCTACT AATGGCTACAGCATT
TCCTCCACATCGGACGAGGCCTATACTACGCCTCT TACGCCCACGARAACACAT GARATGT AGGAGTCAT ARTGCTCT TCTTACTAATAGCTACGGCATT

CATAGGCTATGTCCTCCCAT GAGGACARATATCATTCTGAGGAGCAACCOTAATCACCAACCTACTATCCCCCACCCCATACATTROAGACACCATCATA
CATAGGCTATGTCCTCCCAT GAGGACARATATCAT T CTGAGGAGCAACCOTALT CACCAACCTACTATCCACCATCCCATACATTROAGACACCATCOTA
CATAGGCTATGTCCTCCCAT GAGGGCARATATCATTCTGAGGAGCAACT GTALT CACT AACCTACTATCCCCCATCCCATACATTGOAGACACCATTGTA
CATGGOCTATGTCCTTCCAT GAGGACARATATCATTC T GAGGGGCAACC T AAT CACAAATC TACTATCAGCCATCCCTTATATCOOAGACACCATCOTA
CATGGOTTATGTCCTCCCCTGAGGACARATATCATTC T GAGGGGCAACCOTAAT TACAAACCTGC TOTCT GLCACCCCATACATCOGAGACACCATCATG
CATGGOCTATGTCCTCCCCT GAGGACARATATCAT TCTGAGGAGCAACCOTALT CACCAACCTGL TOTCTGLTATCCCATACATCOGAGACACCATTGTG

CCATGOATCTGAGGTGOACCCTCAGTARACAACGCAACACTCACACGCT TTACTGCCC
CCATGAATCTGAGCCGCACCCTCAGTARACAATGCAACACTCACACGLT TTACTGCCC
CCATGAATCTGAGCCGCACCCTCAGTARACAATGCAACACTCACACGCTTTACTGCCC
CCATGAATCTGAGGCGGCCCCTCAGTARACAACGCAACACTCACACGCTTTACTGCCC
CCATGAAT T TOOOGGGGGCCCTCCOTAGACAACGCAACACTCACACGCT TTACTGCCC
CCOTRAATCTOOOGGGGCCCCTCCOTAGACAACGCAACACTCACACGETTTACTGCCC

Figura 3.2 — Seqiiéncias do fragmento do citocromo b para seis espécies de crocodilianos brasileiros
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As enzimas de restrigdo, sugeridas pelo programa Pdraw 32 (Figuras 3.3), que detectaram

os sitios polimdrficos presentes em determinada espécie e ausente nas demais foram utilizadas
para andlises posteriores com todos os individuos das espécies selecionadas. Este método foi
utilizado para identificar polimorfismos associados a alteracao na seqiiéncia de bases de sitios de

restri¢ao nos genes amplificados por PCR.
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C. crocodilus

22:00 =811 - 119PH —

2 D20 -9L- 1Y —
12OV -8s- 1y —

C. yacare

27D0D-EIE-1PY —

2200 - 811 - I2PH —

12OV -85- 1My —
o) o To Rl (B3 [

C. fatirostris

27900 -EIE- 1Y —

LDV - 681 - 1My —

220D - 811 - 112PH —

D 90D 1p- 1Y —

M. niger

200D -91E- HIPPH <
2 90D -EIg- 1y -]

2000 - 811 - 1M1eeH —

V9. -€5- 1] —

27900-97- 11y —

P. palpebrosus

22:DD - 611 - 1IPPH —

D2:DD - 9L - 112PH —

D 00D LT 1Y —

P. trigonatus

2200 - LIE- PP —

LDV -061 - 1My —

2209 =611 - 11771 —

J DID-LT-1PY —

Figura 3.3 - Fragmento de 357 ou 358pb do citocromo b com os sitios de clivagem por enzima de restri¢ao

de crocodilianos brasileiros

7

nas seis espécies
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Foram realizados testes com a Enzima de restricdo A/ul, Haelll, Taql e Acil. Os fragmentos

esperados estdo na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Tamanho predito do Fragmento de aproximadamente 357pb da regido parcial do gene
citocromo b, nas seis espécies de crocodilianos brasileiros ap6s andlise pelas respectivas
enzimas de restrigao

Espécie Tamanho do fragmento de DNA(pb) apos digestao
com a enzima de restri¢do indicada
Alul Hae 111 Taq 1 Acil

Caiman crocodilus 58, 299 118, 239 357 76, 281
Caiman yacare 58, 299 118, 239 357 41,272, 44
Caiman latirostris 189, 168 118, 239 357 41,272, 44
Melanosuchus niger 357 118, 198, 41 53, 304 26, 287,44
Paleosuchus palpebrosus 357 76, 43, 239 357 27,331
Paleosuchus trigonatus 190, 168 119, 198, 41 357 27,331

Os padrdes de bandas foram analisados e permitiram uma diferenciagdo visual clara dos
fragmentos em gel de agarose 3% (Figura 3.4). Os padrdes esperados para as diferentes espécies
foram confirmados para todas as amostras testadas.

Assim, obtivemos neste trabalho um sistema diagnoéstico usando PCR-RFLP para a
identificacao molecular de espécimes das seis espécies brasileiras de crocodilianos. Esta andlise
genética tem sido largamente utilizada em estudos de conservacao e auxilio do manejo de uma
variedade de espécies. A identificacdo correta de espécies diferentes ¢ fundamental para o
controle da comercializagdo e exportacdo de produtos frescos e industrializados. O sistema de
diagnose de espécies desenvolvido neste trabalho pode ser extremamente util na identificagdo
forense de comércio ilegal, assim como para caracterizagdo de produtos industrializados
(congelado), para os quais a identificagdo das espécies envolvidas seria de outra maneira
impossivel. Coletamos duas amostras em um restaurante em Bonito/MS onde o responsavel pelo
estabelecimento disse tratar-se de amostras de jacaré do pantanal (Caiman yacare), o que foi

confirmado pelos testes com estas enzimas de restri¢ao.



69

Alul Haelll

cc CY PT MN PP CL @X 924 cc CcY PT MN PP CL

Figura 3.4 - Analise de restrigdo do fragmento de 357pb da regido parcial do gene citocromo b nas seis espécies de
crocodilianos brasileiros. Caiman crocodilus (CC), Caiman yacare (CY), Paleosuchus palpebrosus
(PP), Melanosuchus niger (MN), Paleosuchus trigonatus (PT), Caiman latirostris (CL) e Padrao de
peso molecular @X174 RFDNA/Hae 111 Fragmentes (¢x)

Assim obtivemos uma metodologia mais acessivel para identificacdo da espécie e controle
de comercializagcdo da carne de jacaré, ndo sendo necessario o sequenciamento do DNA dos

individuos.

3.4 Conclusao

Neste trabalho, marcadores espécies-especificos produzidos por PCR-RFLP foram
desenvolvidos para a identificagdo molecular das seis espécies brasileiras de jacarés. Esta técnica
além de importante na identificacdo das espécies podera ser utilizada como metodologia oficial

de controle da comercializacao e exportacdo de carne e couro de jacaré.
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4 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL EM CAIMAN LATIROSTRIS ,(JACARE-
DE-PAPO-AMARELO), UTILIZANDO MARCADORES MICROSSATELITE E
SEQUENCIA DO GENE CITOCROMO B

Resumo

O Caiman latirostris apresenta a mais extensa distribuicdo geografica entre todos os
crocodilianos. Neste estudo nds analisamos a relagdo entre distancia geografica (ao longo do eixo
latitudinal e longitudinal da distribuicdo da espécie) e a diferenciacdo genética utilizando
marcadores microssatélites desenvolvidos para Alligator mississipiensis (GLENN; DESSAUER;
BRAUN, 1998) e Caiman latirostris (ZUCOLOTO, 2003). Em uma escala global, a varia¢ao
alélica interpopulacional indica uma forte diferenciacao (Rst = 0,407; Fst =0,271; P <0,001). Os
resultados sugerem que ha uma relagdo entre distancia geografica e diferenciagdo genética, porém
outros fatores de biogeografia parecem ser pertinentes. A Serra do Mar parece ser uma barreira
geografica efetiva, restringindo o fluxo genético entre populagdes do litoral e continente. As
populagdes litoraneas parecem ter estado conectadas em recente tempo geoldgico (Pleistoceno
16.000 anos atras). A analise de varidncia molecular (AMOVA) de uma regido do citocromo b do
DNA mitocondrial mostrou que 71,84% (P<0,001) da variabilidade total estd entre as populagdes
do litoral e do interior. O programa Structure atribuiu as doze populacdes em dez grupos,
indicando a existéncia de uma grande diferenciacdo genética e pouco fluxo entre a maioria das
populacdes. Os resultados contribuem para o conhecimento da estrutura genética desta espécie e
estes dados poderdo ser utilizados para conservacdo. Estudos futuros devem focar a bacia do Sao
Francisco que ainda foi pouco estudada nesta espécie.

Palavras-chave: Caiman latirostris; Estrutura genética; Marcadores microssatélite; Citocromo b
Abstract

Broad-snouted caiman’s (Caiman latirostris) geographic distribution comprises one of the
widest latitudinal ranges among all crocodilians. In the present study, we analyzed the
relationship between geographic distance (along the species’ latitudinal and longitudinal range)
and genetic differentiation using DNA microsatellite loci developed for Caiman latirostris
(ZUCOLQTO, 2003) and Alligator mississipiensis (GLENN; DESSAUER; BRAUN, 1998). On a
global scale, the inter-population variation of alleles indicated strong differentiation (Fsr = 0.137
and Rgr = 0.407, P < 0.001). Results suggest that there is a consistent relationship between
geographic distance and genetic differentiation, although other biogeographical factors seem to
be relevant. The Atlantic chain (Serra do Mar) seems to be an effective geographic barrier,
restricting the genetic flow between populations of the coast and continent. In addition, coastal
populations seem to have been well connected in recent geological time (Pleistocene 16,000
years ago) all along the eastern Brazilian coast. By AMOVA, 71.84% (p<0.001) of the total
variability occurs between costal and continent populations. Analyses from the Structure software
assigned the twelve populations to ten clusters showing little exchange among some populations.
Results contribute to knowledge of the of this species, and in the future, these data will be useful
for conservation purposes. Further studies should focus on the Sdo Francisco River drainage,
which is still poorly known for this species.

Keywords: Caiman latirostris, Structure Genetics; Microsatellite markers; Cytochrome b
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4.1 Introducao

O Caiman latirostris (jacaré-de-papo-amarelo), ¢ um crocodiliano sul americano de porte
médio. O comprimento total maximo alcangado ¢ de 3,5 m, mas na natureza sdo raros os animais
maiores que 2,0 m. A espécie se caracteriza por ter o focinho mais largo dos crocodilianos. O
corpo ¢ de cor verde escura, com manchas mais escuras na cabega e pesco¢o (VERDADE, 1998;
VERDADE; PINA, 2006). A espécie apresenta uma extensa distribuicio latitudinal, de 5° S para
34° S e abrange um grande nimero de pequenas bacias costeiras a partir de Natal, no nordeste
do Brasil, até o nordeste do Uruguai (VERDADE, 1998; VERDADE; PINA, 2006). No Brasil
tem populagdes afastadas por mais de 3.500 km (em linha reta; Rio Grande Norte até Rio
Grande do Sul). Esta grande variagdo latitudinal afeta o clima no qual as populagdes evoluem
(de uma situagdo sem inverno no Norte, at¢ um inverno bem marcado nas populacdes do Sul). A
presenca destas diferencas climaticas afetam a taxa de crescimento dos animais, e pode
influenciar na mortalidade dos filhotes, assim gerando pressdes evolutivas diversas neste amplo
gradiente latitudinal e espacial.

Embora crocodilianos possam mover distancia consideravel por terra firme (CAMPOS et
al, 2006), cursos d’agua sdo sua rota principal de dispersdo. Sendo assim, bacias hidrograficas
determinam normalmente o padrdo de distribui¢do dos crocodilianos (SILL, 1968). A
distribuicdo do Caiman latirostris cobre as duas maiores bacias da América do Sul, Parana e Sao
Francisco, como também abrange um grande numero de pequenas bacias costeiras (VERDADE;
PINA, 2006). O rio Parana corre para o sul, considerando que o rio Sdo Francisco corre em
dire¢do ao norte e os rios pequenos do litoral correm principalmente para o leste. Estes padrdes
geograficos possivelmente podem afetar o fluxo genético entre populagdes de drenagens de rio
diferentes, afetando a dispersao individual (CAUGHLEY; SINCLAIR, 1994).

Além disto, devido recente pressdo antropogénica ou eventos histéricos, pode haver
isolamento genético entre populagdes como encontrado em escala microgeografica (VERDADE
et al., 2002). No presente trabalho foi testada a hipotese da variagdo genética ser relacionada
com distancia geografica, em pequena e grande escala e se a variabilidade genética da espécie

esta correlacionada com diferentes sub-biomas no litoral e interior.
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4.2 Desenvolvimento
4.2.1 Material e Métodos

Sitios de coleta e amostragem

Um total de 167 individuos de onze populacdes naturais foram amostrados nos sitios
descritos na Tabela 4.1. Utilizamos também em algumas analises seis individuos ndo aparentados
da populagdo em cativeiro da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP,

para saber se a colonia esta representando bem a diversidade da espécie no Brasil.

Tabela 4.1- Sitios de estudos das populacdes de Caiman latirostris

Sitos Coordenadas n Tipo de Habitat Fonte

Natal/RN 5943 S,35°12° W 5 Alagado Villela (2004)

Jo#o Pessoa/PB 7°06’ S, 34°52° W 12 Alagado Villela (2004)

Lagoa Vermelha/Al 10°04° S, 36°21°’ W 25 lagoa Verdade (2001)
Villela (2004)

Bonito/MS 21°07° S, 56°30° W 10 acude Villela et al, (2008)

Charqueada/SP 22°30° S,47°48° W 12 acude Verdade(1997)
Verdade et al (2002)
Zucoloto et al. (2002)

S. Pedro(Pantanal)/SP 22°35°S,47°51°’W 20 Alagado Verdade (1997)
Verdade et al. (2002)
Villela (2004)
Zucoloto et al. (2002)

Duraflora/SP 22°26° S,48°52° W 23 Lago artificial em Verdade (1997)

plantagdo de Verdade et al. (2002)
eucaliptos Zucoloto et al. (2002)

Porto de Areia/SP 22°39°S,47°58 W 9 Lagoa

Ilha do Cardoso/SP 25°04’ S,47°55 W 9 Riacho Villela (2004)

Cubatao/SP 25 Lagoa Neste estudo

Banhado do Taim/RS 32°32° S, 52°23° W 17 Alagado Villela (2004)

Captura e imobilizacio de jacarés e conservacio de sangue

A captura desses animais provenientes da natureza foi feita a noite, manualmente ou com
o auxilio de lagco de cabo de ago, apos visualizagdo com facho de luz intensa do tipo sealed
beam e aproximagdo em barco, conforme descrito por Hutton et al. (1987) e Walsh (1987). A
imobilizacao foi mecanica, dispensando-se o uso de anestésicos ou relaxantes musculares,
conforme realizado por Verdade (1997). A marcacdo ¢ realizada por anilhamento, entre os dois
primeiros dedos do membro posterior direito, na membrana interdigital. O sangue foi coletado
através de punc¢do do ramo dorsal da veia cava superior, que corre no interior da coluna

vertebral, conforme descrito por Olson (1975), para grandes répteis. Apos a coleta, o sangue
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foi conservado em tampao de lise (Hoelzel, 1992), cuja composi¢ao ¢: 100 mM Tris-HCI, pH

8.0; 100 mM EDTA, pH 8.0; 10 mM NaCl; 0.5 % SDS (p/v).

Extracao do DNA

As amostras de sangue coletadas, tiveram seu DNA extraido segundo o método CTAB,
que consiste em adicionar 50 1 de NaCl 5M e 40 [ do produto CTAB 10% em 200 1 da
mistura (2ml de sangue em 8 ml de solu¢do tampao). Aquecimento da solugdo por 10 min. a 65°C
para que as proteinas sejam precipitadas enquanto o DNA fica adsorvido ao CTAB. Adiciona-se
300 1 de cloroférmio e centrifuga-se a 12000 rpm por 10 min., o sobrenadante ¢ retirado para
um tubo eppendorf limpo sem tocar na fase organica. O DNA ¢ precipitado dessa solugdo com
300 1 isopropanol absoluto, centrifugando-se a 12000 rpm por 10 min., descartando o
sobrenadante. Faz-se duas lavagens com 250 1 Etanol 70%, com centrifugacdes de 5 min. a
12000 rpm em cada lavagem. O pellet € seco em estufa a 37°C por 30 min. e suspenso em 50 1
de H,O MilliQ e guardado em freezer a -20°C. Apods a extracdo as amostras foram lidas em
espectrofotometro para sabermos a quantidade de DNA extraida e assim proceder as devidas
diluicdes para proceder em seguida o PCR. O espectrofotometro (HITACHI U-2000) foi utilizado
segundo instru¢des do aparelho. As amostras extraidas para a genotipagem, com o protocolo de

CTAB obtiveram uma média de 100 ng/ L, sendo entdo padronizado para a diluigdo de 20

ng/ L, sendo utilizados em seguida a quantidade de 5 L em cada reacdo de PCR.

Primers microssatélites utilizados e amplificacdo

Foram utilizados onze pares de primers, sendo que quatro foram desenvolvidos por Glenn
et al.(1998), a saber, Ami 8, Ami 11, Ami 13 e Ami 20, e sete marcadores foram desenvolvidos
para Caiman latirostris (ZUCOLOTO, 2003), Cla 2, 5, 6, 7, 8, 9 ¢ 10. A condi¢do de
amplificacao para cada par de primer esta descrita na Tabela 5.2. Devido a falta de especificidade
encontradas em alguma amplificagdo foi utilizado o PCR optimizer Kit (Invitrogen). O kit ¢é
constituido por tampdes com concentragdes de magnésio e pH diferentes, sendo que todos os
tampdes t€ém em comum 300 mM de Tris-HCl e 75 mM de Sulfato de amoénio. Todos os

marcadores foram testados com os tampoes A, B, C, D, F, J e N, referentes ao estagio um do Kit.
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O Tampao A (1,5 mM MgCl2, pH 8.5) foi padronizado para os marcadores Ami 8§,
Ami 11, Ami 13, Cla 2, Cla 9 ¢ Cla 10. O tampao F (2,0 mM MgCl2, pH 9.0) para os
marcadores Ami 20, Cla 5,Cla 7,Cla 8 e Cla 6.

As condig¢des da PCR por reagdo de 25 1 foram padronizadas para todos os marcadores
como sendo: 1 X o tampao especifico ; 0,1 mM de dNTP mix; 0,4 M de cada primer; 1U de Tagq
DNA polimerase; 100 ng de DNA e 12,77 1de H,O deionizada. O termociclador foi programado

segundo os passos: (1) 94°C por 3 min.; (2) 94°C por 1 min.; (3) Temperatura de anelamento do
par de primers por 1 min. (Tabela 2); (4) 72°C por 1 min.; (5) Repetir 30 a 35 ciclos conforme o
primer utilizado, contendo os passos 2, 3 e 4, segundo a Tabela 1; (6) 72°C por 7 min. e (7) 4°C
indefinidamente. Os primers da fita sense de cada microssatélite foram marcados com as
fluorescéncias indicadas na Tabela 4.2. Os marcadores foram analisados no sistema do

seqiienciador de DNA MegaBace 1000.

Tabela 4.2 - Primers e condi¢oes de amplifica¢do. T = Temperatura de anelamento (°C). C
= Numero de ciclos para o PCR

Primers Seqiiéncia 5°-3’ T °C
Ami 8a CCTGGCCTAGATGTAACCTTC . “
Ami 8b AGGAGGAGTGTGTTATTTCTG
Ami 11a AAGAGATGTGGGTGCTGCTG
Ami 11b TCTCTGGGTCCTGGTAAAGTGT 64 35
Ami 13a CCATCCCCACCATGCCAAAGTC
Ami 13b GTCCTGCTGCTGCCTGTCACT 64 35
Ami 20a TTTTTCTTCTTTCTCCATTCTA
Ami 20b GATCCAGGAAGCTTAAATACAT >3 30
Clau2a CCTTCAGGACCCACTTTCTT . %0
Clau2b CGAATCCCTCTTCCCAAACT
ClauSa GCGTAGACAGATGCATGGAA s %
Claush CAGTCTGAAGCTAGGGCAAA
Clauta GAAATATGGGACAGGGAGGA . %0
Clau6b GGTTGGCTGCATGTGTATGT
ClauTa CGGGGTCTTGGTGTTGACTA . .
ClauTb CGGGACCAGGAGCTGTATAA
Clau8a CAGCCACTGAAGGAATTGAC s »
Clau8b CACATACCTGACCCAGCTTATC
Clawda ACAGGGGAAAAGAAGAGCTG ” i
Claudb AAAATCCCCCACTCTTACCC
Claul0a TGGTCTTCTCTTCGTGTCCT

Claul0b ATGAGCCCCTCTATGTTCCT 60 35
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Primers da regiao do citocromo b e amplificacio

Os primers utilizados para o sequenciamento de uma regiao do citocromo b estdo descitos
na Tabela 4.3. As condigdes para uma reagdo de amplificagdo da regido mitocondrial com um
volume final de 25 1, foram: 1x tampao de PCR (20mM Tris HCI, pH 8.4; 50mM KCl), 1,5 mM
de Cloreto de Magnésio, 0,2 mM de dNTP, 0,4 M de cada primer do par, 0,2 U/ 1de Tag DNA
polimerase e 5 1da amostra de DNA (10ng/ 1). O programa de amplificagao foi: (1) 94°C por 3
min.; (2) 94°C por 45 seg.; (3) Temperatura de anelamento do par de “primers” por 1 min. (58
°C); (4) 73°C por 1 min. e 15 seg.; (5) Repetir n ciclos contendo os passos 2, 3 e 4; (6) 4°C

indefinidamente.

Tabela 4.3 - Primers e condigdes de amplificagdo. T = Temperatura de anelamento 6tima (°C).
C=Numero de ciclos para o PCR

Primers Seqiiéncia 5 —»3’ T °C
14254a ATGACCCACCAACTACGAAAAT 53 35
14985b GGGCAGTAAAGCGTGTGAGT

Purificacdo dos produtos de PCR

Ap6s a amplificacdo foi feita a purificacdo dos produtos da PCR, que consiste na retirada
dos primers e dos residuos de dNTP para obtencdo de seqiiéncias de melhor qualidade. Para esta
finalidade procedeu-se o seguinte protocolo recomendado no GFX'™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Health Care).

A coluna (Kit) foi encaixada no tubo coletor (Kif), sendo adicionados 500 L de Capture
buffer e 20 L do produto de PCR. Apds centrifugacio por 1 minuto a 14400g o tubo coletor foi
descartado € um novo tubo foi encaixado a coluna. Foram adicionados a coluna 500 L de Wash
buffer (10mM Tris-HCI pH 8,0, ImM EDTA) seguindo-se de centrifugacdo por 1 minuto a
14400g. O tubo coletor foi descartado e a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e a esse
foram adicionados 30 L de agua Milli-Q seguindo-se de incubacdo a temperatura ambiente por 1
minuto e centrifugacdo por 1 minuto a 14400g. As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 1% juntamente com o padrido de concentragio pGEM4Z (40ng/ L) para a

verificacao da concentragao.
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Reacdo de Seqiienciamento

A reacdo de seqiienciamento foi realizada segundo o protocolo DYEnamic ET Terminator
Cycle Sequencing Kit (Amersham BioSciences). Para cada reacdo de sequenciamento foram
utilizados: 3 L de Tampao Save Money (200mM de Tris pH 9, 0,5 mM MgCl,), 1 L de primer
(2,5 pmoles/ L), 2 L de Kit ET Terminator ¢ 50 ng de DNA. O programa utilizado para a
reacdo de seqiienciamento compreendeu as seguintes etapas: desnaturagdo a 95°C por 20
segundos, anelamento a 60 °C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 1 minuto, totalizando 25

ciclos. Foram realizadas pelo menos duas reacdes de sequenciamento para cada individuo.

Purificacdo da Reacio de Seqiienciamento

Para a purificagdo da reagdo de seqiienciamento foram adicionados 80 L de isopropanol
65% a reacdo, seguindo-se de homogeneizagdo (vortex) e incubagdo no escuro por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo por 45 minutos a 3200g, o sobrenadante foi
removido por inversdo e foram adicionados 150 L de etanol 60% seguindo-se de centrifugagao
por 15 minutos, a 3200g a temperatura ambiente. O pellet foi desidratado por 1 hora a
temperatura ambiente e ressuspendido em 10 L de formamida. As amostras foram desnaturadas
a 95°C por 5 minutos, resfriadas em gelo e aplicadas em sequenciador automatico ABI 3100

(Applied Biosystems).

Alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas

Foram utilizados dois individuos de cada espécie para o sequenciamento, o alinhamento e
qualidade das seqiiéncias foram feitos utilizando os programas Phred/Phrap/Consed (EWING;
GREEN, 1998; GREEN et al., 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998) e BioEdit (HALL,
1999), quando a qualidade ou o alinhamento nao estavam bons o individuo era seqiienciado pela
terceira vez. Posteriormente, as seqiiéncias foram comparadas entre si e com as seqiiéncias ja

depositadas no Genbank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Analise dos dados
DNA Microssatélite

O programa estatistico Genepop version 3.1d (RAYMOND; ROUSSET, 1995) foi utilizado
para calcular a freqiiéncia alélica, freqiiéncia de heterozigotos observados e de heterozigotos
esperados segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg, teste exato para aderéncia ao equilibrio de
Hardy-Weinberg, teste de diferenciacdo génica e genotipica entre pares de populagdes. O calculo
das estatisticas F de Wright (Fys, Fsr), foram estimadas utilizando o programa GDA (LEWIS;
ZAYKIN, 2007). Segundo critério de WRIGHT (1931), indices entre 0 a 0,05 indicam pouca
diferenciagdo genética; entre 0,05 a 0,15 diferenciacdes genéticas moderada; entre 0,15 a 0,25
diferenciagdes genética grande, e maior que 0,25 diferenciagdes muito altas. Em locos
microssatélites, o processo mutacional ndo estd de acordo com o que se admite no modelo de
alelos infinitos com baixas taxas de mutagdo. Por este motivo, além da estimativa do Fisr, foi
utilizada uma anéloga a ela, denominada Rsr (SLATKIN, 1995), desenvolvida especificamente
para dados de microssatélites. O Rgr foi estimado usando o programa Rgy Calc version 2.2
(GOODMAN, 1997) com 10000 permutagdes e 1000 randomizagdes para as populagdes. O
padrao de diferenciacdo genética entre as onze populagdes naturais de Caiman latirostris foram
definidos pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) no
programa NTSys-pc 1.70 (ROHLF, 1992). Para avaliar a consisténcia dos agrupamentos
sugeridos foi feito uma correlagdo com a matriz cofenética. O teste de Mantel foi aplicado para
testar a significancia da correlacdo matricial entre a diferenciacdo genética (Rsr € Fsr) € a
distancia geografica entre pares de populacdo utilizando o programa NTSys-pc 1.70 (ROHLF,
1992). Este teste foi realizado com intuito de verificar se existe correlagdo entre diferenciacio
genética e distancia fisica, nos sugerindo o modelo de fluxo génico.

Os 173 animais amostrados de diferentes regides foram designados probabilisticamente por
meio de inferéncia Bayesiana, a uma ou mais populagdes por meio do programa Structure 2.1
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) utilizando o teste de atribui¢do. No modelo de
Pritchard et al., 2000 sdo assumidas K populagdes (sendo que o valor de K é desconhecido), cada
uma delas caracterizada por um conjunto de freqiiéncias alélicas em cada loco. O método busca
determinar a populacdo a qual pertence cada individuo, e, simultaneamente, estima as freqiiéncias
alélicas de cada populacdo. Em outras palavras, o programa procura, a partir do conjunto de

dados, criar K populagdes que estejam o mais proximo possivel do Equilibrio de Hardy-
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Weinberg, sem nenhuma informacgao a priori a respeito dos locais de coleta (PRITCHARD;
STEPHENS; DONNELLY, 2000). Para estimar os calculos de estruturacao foram estimadas as
probabilidades para valores de K que variaram de dois até doze. O Q= coeficiente de participacdo
do individuo em cada grupo ¢ calculado, onde temos a probabilidade em porcentagem de cada
individuo pertencer a cada grupo. Para testar a regularidade dos resultados, cada valor de K foi
estimado dez vezes independentemente a partir de 200.000 interacdes para o burn-in period e
300.000 repetigdoes MCMC (Métodos de Cadeia de Markov e Monte Carlo), de maneira que foi
calculada, para cada individuo, a probabilidade de um dado genotipo X fazer parte de uma
dada populagdo K: In Pr(X/K).

Para inferir o melhor K foi utilizada uma estatistica ad hoc, DeltaK, baseada na taxa de
mudanca do logaritmo da probabilidade dos resultados entre sucessivos valores de K (EVANO;
REGNAUT; GOUDET, 2005).

Primeiramente a estatistica DeltaK utiliza a média dos valores de In P(D), denominado
L(K), gerados no Structure para fazer a primeira inferéncia. Em seguida, esses valores sdo
corrigidos para a diferenca entre K e K-1, chamado de L’(K). Posteriormente ¢ tomado o modulo
da diferenca entre de L’(K) para K=1 e K, chamado de L”(K). Dividindo L”(K) pelo produto do
desvio padrao das médias de L(K) e o nimero de repeti¢des realizadas obtém o DeltaK EVANO;

REGNAUT; GOUDET, 2005).

DNA mitocondrial

O alinhamento das seqiiéncias do citocromo b foi feito pelo método ClustalW
(THOMPSON et al.,1994) e lido posteriormente pelo BIOEDIT para inspe¢do visual do
alinhamento e refinado manualmente. A analise filogenética foi realizada pelo programa PAUP
(Phylogenetic Analysis Parsimony and Other Methods). Ap6s o alinhamento das seqiiéncias e os
testes para verificacdo da qualidade dos dados o PAUP foi utilizado para a construcdo da
filogenia pelo método baseado em caracteres (Maxima Parciménia — MP e Maxima
verossimilhanca —ML) e pelo método baseado em distancia (Evolugdo Minima - ME). Para
analise de métodos baseados em distancia e maxima verossimilhanc¢a ¢ necessario a utilizacao do
programa MODELTEST (POSADA; CRANDAL, 1998) para escolha do modelo de evolucdo do
DNA que melhor se ajusta aos nossos dados. Assim, o PAUP usard estes parametros para

estimativas. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada para medir o quanto da
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variacdo observada foi devido a variagdo inter e intra-populacional, utilizando o programa
Arlequin (EXCOFFIER et al., 2005). Com o mesmo programa, a variabilidade entre os grupos
genéticos também foi quantificada por meio dos valores de Fgsr e testada a partir de 100.000

iteracdes de Cadeias de Markov e 1000 permutagdes.

4.2.2 Resultados e Discussao

Variaciao Genética
O numero de alelos encontrados foi de 194, com uma média de 17,6 alelos por locos, do
ponto de vista da diversidade alélica as onze populagdes de Caiman latirostris estudadas
mostram variabilidade genética alta. Os totais de alelos por marcador e por populacio estdo
descritos na Tabela 4.4. A freqiiéncia dos alelos em todas as populacdes ¢ apresentada no
ANEXOE.
Tabela 4.4 - Numero de alelos por marcador encontrado nas popula¢des. AL.Alagoas, RS.Rio Grande
do Sul, IC. Ilha do Cardoso/SP, RN. Rio Grande do Norte, Pb. Paraiba, Poa. Porto de

Areia/SP, PT. Pantanal/Sado Pedro/SP, CHA. Charqueada. DuF. Dura Flora/SP, MS. Mato
Grosso do Sul. CuB. Cubatao e CaT. Populagio de cativeiro da ESALQ

Loco AL RS IC RN Pb PoA PT CHA DuF MS CuB Total

Ami 08 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 2 4
Ami 11 6 2 4 5 4 3 4 4 5 6 7 11
Ami 13 6 6 7 7 8 2 6 8 6 9 9 18
Ami 20 6 4 2 4 4 6 8 8 8 7 5 19
Cla 02 8 2 4 5 7 3 4 4 4 4 9 25
Cla 05 7 4 6 4 6 4 6 5 3 8 11 27
Cla 06 7 3 2 2 2 3 4 5 4 7 2 14
Cla 07 3 3 2 2 2 7 4 5 6 2 2 14
Cla 08 5 5 4 3 4 3 7 7 5 7 4 16
Cla 09 12 11 7 6 6 2 4 3 4 6 9 22
Cla 10 5 5 7 3 4 5 8 5 8 8 10 24
Total 67 46 47 43 49 40 57 56 55 65 70 194

Foram detectado 63 alelos exclusivos dentro das populagdes, e 57% dos alelos
exclusivos encontrados apresentaram freqiiéncias génicas maiores que 5%. O alelo exclusivo
de menor representacdo foram 211 e 243 no locus Clau02 ¢ 127 e 131 no locus Clau06, na
populacdo de alagoas (AL) com 2%, o mais representado foi o 111 no locus Amiu08 com

100% na populagdo do Matogrosso do Sul. As popula¢des de CuB (11 alelos), AL (9 alelos) e
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PaT (8 alelos) apresentaram a maioria dos alelos exclusivos correspondendo a 46% do total

(Figura 4.1).

Alelos

CUB AL PaT MS IC PoA RS RN CHA

Populacoes

Figura 4.1 - Numero de alelos exclusivos de Caiman latirostris em cada populaggo
estudada

Alelos exclusivos em populagdes naturais sdo originados do isolamento natural ou
reprodutivo e sdo decorrentes de mutagdo, adaptacdo e selegdo a condi¢cdes ambientais muito
especificas de cada populagdo (FUTUYMA, 1998). A populagdo de Matogrosso do Sul parece
estar isolada, ja& que apresentou so alelos exclusivos no loco Ami 8. A presenca de alelos
exclusivos e muito interessante para a identificacdo forense (indicar populagdes ou regides da
qual individuos, carne e couro sdo provenientes), fato ja comentado por RYBERG et al. (2002).
Além disto, a presenga de alelos exclusivos a determinadas populagdes evidencia a importancia
da manuten¢do de populagdes naturais para que nao haja perda de alelos e conseqiiente reducgao

do nivel de variabilidade genética.

Heterozigosidade observada (H,), diversidade génica (H.) e teste exato para verificar
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para os 11 locos analisados, as populagdes apresentaram niveis elevados de
diversidade génica ou heterozigosidade esperada (H.), variando entre 0, 544 (Cubatio) e 0,
677 (MS). A heterozigosidade observada (H,) variou entre 0,415 (IC) e 0,687 (PoA). Estes
resultados foram similares a outros trabalhos com microssatélite em crocodilianos. Em

RYBERG et al.(2002) a heterozigosidade observada em populacdes de A. mississippiensis do



Texas variou de 0,50 a 0,061. Em Davis et al.(2002) a heterozigosidade observada em
populagdes de A. mississippiensis do Sudeste dos Estados Unidos variou de 0,50 a 0,76 e em
Thoisy et al.(2006) a heterozigosidade observada em populacdes de Melanosuchus niger
amostrados no Brasil, Guiana Francesa e Equador variou entre 0,47 a 0,70.

Em razdo da heterozigosidade média observada ter sido inferior a heterozigosidade
esperada em quase todas as populacdes (Tabela 4.5), ficou caracterizado a presenca de excesso
de homozigotos. O aumento de homozigotos indicou a possivel existéncia de um processo
endogamico, decorrente de desvio de panmixia intrapopulacional, e/ou deriva genética, em
razdo da fragmentagao da populagdo original, ou efeito do fundador.

O indice de fixagdo médio de todas as onze populagdes (f = 0,127) revelou pouca
endogamia dentro da maior parte destas populagdes. As populagdes com nivel de endogamia
alto foram Alagoas, Mato Grosso do Sul e Cubatdo (f > 0,2), indicando desvio de panmixia
devido ao sistema de reprodugdo, ou seja, cruzamento entre individuos aparentados. A
populagdo de Cubatdo apresentou a menor diversidade gé€nica encontrada em todas as
populagdes, isto pode ser devido ao isolamento genético desta populagdo e alta taxa de
endogamia.

Tabela 4.5 - Estimativa da diversidade génica (h), heterozigosidade
observada (H,) e Indice de fixagao (f)

Populagio h Ho f
Alagoas 0,613 0,487 0,208
Rio Grande do Sul 0,561 0,508 0,098
Tha do Cardoso 0,580 0,485 0,172
Paraiba 0,584 0,492 0,162
Rio Grande Norte 0,673 0,582 0,150
Porto de Areia/SP 0,627 0,687 -0,102
Charqueada/SP 0,673 0,612 0,096
Dura Flora/SP 0,580 0,553 0,046
Pantanal/SP 0,646 0,580 0,105
Mato grosso do Sul 0,677 0,536 0,216
Cubatdo/SP 0,544 0,415 0,241
Média 0,614 0,540 0,127

A maioria das populagdes ndo apresentaram desvio ao modelo de equilibrio de Hardy-

Weinberg ao nivel de 1 % para nenhum marcador. Na maioria das vezes que houve o desvio do

equilibrio, a heterozigosidade esperada foi maior que a observada mostrando assim uma
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deficiéncia de heterozigotos nas populacdes. Em populacdes naturais o desvio do EHW pode ser
esperado, principalmente em espécies que foram muito reduzidas (como Caiman latirostris) e
podem ser explicados por diversos fatores: subdivisdes dentro das populacdes, antepassados

comuns, sele¢dao natural (FUTUYMA, 1998).

Estrutura Genética

As 11 populagdes estudadas encontram-se estruturadas (Rsy = 0.407; Fsr = 0.271; p <
0,001), de acordo com Slatkin (1995) a estimativa Rsr ¢ mais apropriado para analise de locos
com taxas de mutacdo elevada, como ¢ o caso dos microssatélites, em nossas analises
comparamos as estimativas Rsr ¢ Fsr . As duas estimativas foram altas na maioria dos locos
utilizados indicando que existe uma alta variabilidade entre populagdes (Tabela 4.6). Estes
indices de diferenciacdo encontrados em nosso trabalho foram bem maiores do que os
encontrados para populagdes de: M. niger (Fs/=0.13) (THOISY et al., 2006); A. mississipiensis
do sudeste dos Estados Unidos (Rsy = 0.131; Fsy=0.181) (DAVIS et al.,2002) e do Texas (Fsr =
0.102)( RYBERG et al., 2002); Crocodylus moreletti (Rsr = 0.100; Fsr = 0.062) (DEVER et
al.,2002).

As populagdes de Caiman latirostris estudadas, ja passaram ou encontram-se em forte
processo de diferenciacdo, ja que 59.3% da variagdo encontrada esta dentro das populagdes e
40.7% entre elas (Rsr = 0,407). Geralmente espécies com ampla distribuicdo geografica
desenvolvem populacdes adaptadas localmente que, na maioria das vezes, sdo geneticamente
distintas (FUTUYMA, 1998). A manutencdo da diversidade genética ¢ um dos principais focos
para a conservacdo de uma espécie, ja que ¢ ela que fornece o potencial adaptativo. Por este
motivo, o conhecimento da composicao genética de uma espécie, ¢ de como ela esta
estruturada em suas populagdes ¢ fundamental para as agdes de manejo e conservagdo. Um
fator importante ¢ entender se a estruturagdo genética encontrada ¢ uma caracteristica natural
da espécie estudada ou resultados da presenca de barreiras fisicas causadas pelo homem (como

a fragmentacao do habitat) (GALLETTI et al, 2008).
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Tabela 4.6 - Valores de Rsre Fgr (diagonal inferior) e distdncia geografica em km (diagonal superior). Numeros
em azul e vermelho representam a maior ¢ menor diferenciagdo encontrada (respectivamente)

AL RS RN PB POA PT CHA DUF MS IC CUB

AL 2086 467 365 1866 1851 1840 1912 2474 2062 1858
RS Regr 0294 - 3466 3352 1175 1187 1199 1170 1310 935 1117
Fsr 0,265
RN Rgr 0,246 0213 - 157 2325 2311 2299 2363 2869 2535 2237
Fsr 0217 0,203
PB  Rgr 0246 0,187 0,004 - 2223 2209 2197 2266 2812 2425 2335
Fsr 0245 0261 0,055
POA Rg 0526 0478 0465 0,542 - 15 26 95 913 247 216
Fsr 0,284 0,316 0,253 0,331
PT R¢r 0416 0345 0336 0405 0,103 - 12 105 920 273 217
Fsr 0,313 0,331 0,232 0298 0,167
CHA Rg¢r 0401 0444 0429 0495 0,162 0,170 - 110 922 284 212
Fsr 0276 0,296 0,192 0246 0,173 0,126
DUF Rg¢r 0490 0491 0473 0,519 0,100 0,198 0,039 - 816 307 306
Fer 0255 0,304 0293 0,327 0209 0291 0215
MS Rer 0251 0372 0221 0340 0,196 0,133 0,123 0219 - 998 1089
Fsr 0,317 0,321 0261 0,327 0211 0244 0215 0274
IC Rer 0488 0619 0625 0661 066 0472 0,561 0,609 0436 - 195

Fstr 0,243 0,284 0,253 0,271 0,327 0,343 0,304 0,315 0,338
CUB  Rgr 0,525 0,661 0,687 0,688 0,779 0,584 0,699 0,703 0,589 0,279 -
F¢r 0,311 0,280 0,277 0,304 0,373 0,372 0,355 0,369 0,363 0,076

As estimativas de Rgr e Fsr foram estatisticamente diferente de zero para todas as
comparagdes par a par entre as populagdes estudadas, indicando assim uma subdivisdo entre
estas populacdes, excecdo feita a comparagdo entre a populagdo de Natal (RN) e a populacao
de Jodo Pessoa (PB), mostrando que ndo ha ou existe pouca diferenciacdo genética entre estas
duas populagdes. Pelo indice Fst as populagdes de Cubatio (CUB) e Ilha do Cardoso (IC)
apresentam pouca diferenciacdo genética, ou seja, ndo estdo estruturadas, indicando haver
fluxo génico entre elas, o que seria natural devido a pequena escala geografica (195 Km)
possivelmente percorrida pela espécie na auséncia de barreiras fisicas.

As populagdes mais isoladas geneticamente foram Cubatdo e Porto de Areia/SP (Rgr=0,
779 e Fsr= 0,373) com distancia geografica de 216 km, o que sugere que as diferengas entre estas
populagdes ndo seguem o modelo de isolamento por distancia. O par mais préximo
geneticamente foi a populacao de Jodo Pessoa (PB) e Natal (RN), onde observamos o valor de
Rs7= 0,004 e Fsr= 0,055, com distancia geografica de 157 km, indicando um alto fluxo génico

entre estas populagdes. As diferenciacdes encontradas em populagdes proximas geograficamente
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no interior do estado de S3ao Paulo (DuF, PoA, CH e PT) eram esperadas (VERDADE,;
ZUCOLOTO; COUTINHO, 2002; ZUCOLOTO, 2003). A melhor explicagdo da variagdo
microgeografica encontrada neste trabalho, ¢ a de metapopulagdes pequenas com pouco fluxo de
individuos entre elas, dificultando o fluxo génico, e fazendo com que as freqiiéncias de alelos e
de genotipos se diferenciem entre as populagdes ao longo do tempo por estarem mais susceptiveis
aos efeitos da deriva genética devido a alta fragmentacao presente no estado de Sao Paulo. Esta
estruturacdo populacional de crocodilianos em pequena escala geografica ja havia sido
encontrada para Melanosuchus niger (THOISY et al., 2006), Caiman yacare (GODSHALK,
2002) e Alligator mississipiensis (RYBERG et al., 2002). De acordo com Thoisy et al. (2006)
para populacdes de M. niger da Guiana Francesa a explicacao para esta diferenciagdo genética em
pequena escala geografica (eqiiidistantes aproximadamente 30 km) foi correlacionada com a
diferenca do tipo de habitats (pantano e estudrio), ja a maior divergéncia encontrada em M. niger
nas populagdes brasileiras da Amazonia (populacdo do Arquipélago das Anavilhanas no Rio
Negro e populagdes do Lago de Janauacd, eqiiidistantes aproximadamente 150 km), foi
correlacionada com diferencas ecoldgicas e limnoldgicas entre populagdes habitantes de dguas
pretas e aguas claras.

O padrao de diferenciacdo genética entre as onze populagdes naturais de Caiman latirostris
foram definidos pelo método UPGMA, resultando em um dendograma apresentado na Figura 4.2
para estimativa Rgr e na figura 4.3 para estimativa Fsr. A correlagdo cofenética do agrupamento
UPGMA destas matrizes foram elevadas Rgr(r=0,931, p<0,0002) e Fsr(r=0,895, p<0,001).

A populacao da Ilha de Cardoso (IC) e de Cubatio (CUB), mesmo ndo estando muito
distante geograficamente das populagdes paulistas, apresentaram os maiores indices de
diferencia¢do de todas as populacdes estudadas, indicando que ndo foi a distancia o fator que
impediu o fluxo entre elas e as populagdes do continente. Neste caso parece que a “Serra do Mar”
¢ uma barreira geografica efetiva entre populacdes do litoral e interior, funcionando como
obstaculo a migragdo, o que proporciona a diminui¢do ou interrup¢ao do fluxo génico ao longo
do tempo, levando a um isolamento maior do que seria resultado apenas da distancia geografica
(Figura 5.2 e 5.3). Pelo menos dentro do Estado de Sao Paulo, onde Planalto Atlantico pode
alcangar mais que 1.000m de altitude. As espécies normalmente ndo sdo encontradas em altitudes

superiores a 800m (YANOSKY, 1994), o que parece corroborar com esta hipotese.
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Figura 4.2 - Padrdo de diferenciagdo genética obtido pela estatistica Rgr entre as populagdes de Caiman
latirostris pelo método UPGMA
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Figura 4.3 - Padrao de diferenciagdo genética obtido pela estatistica Fsr entre as populagdes de Caiman latirostris
pelo método UPGMA

As populagdes de Cubatdo e Ilha do Cardoso apresentam diferenciagdes genéticas maiores
no indice Rgr do que no Fsr, mas encontram-se agrupadas, mostrando uma maior semelhanca

genética entre elas, indicando que embora Caiman latirostris seja uma espécie palustre que
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parece evitar canais de dgua grande e abertos (MEDEM, 1983; VERDADE, 1998), a presenca do
Canal (aproximadamente 1,5Km de dgua salgada) entre a ilha e o continente ndo atrapalhou o
fluxo entre as populacdes, confirmando relatos anteriores que as espécies de crocodilianos podem
percorrer distancias relativamente grandes de agua salgada (GRIGG et al., 1998).

A populacdo do Rio Grande do Sul (RS), mesmo estando fisicamente mais proxima das
populagdes de Sao Paulo, apresentou uma menor divergéncia com as Populacdes do Rio Grande
do Norte (RN), Paraiba (PB) e Alagoas (AL), fato que merece um estudo mais detalhado da
relacdo entre estas populacdes.

Com os dados de sequenciamento de 545pb do citocromo b do DNA mitocondrial foi
gerado uma arvore segundo o método de distancia UPGMA, a andlise do Model test mostrou que
o melhor Modelo evolutivo seria TIM+G. Os resultados obtidos pelo dendograma com dados
microssatélites foram similares pela analise do DNA mitocondrial (Figura 4.4), mas nesta analise
percebemos que a populacdo do Rio Grande do Sul ndo apresenta maior semelhanga com as
populagdes do nordeste, apenas encontra-se agrupada com as demais populagdes do litoral,
indicando assim que a maior semelhanca genética encontrada anteriormente pode ser ao acaso,
devido a deriva genética, ja que percebemos que atualmente parece ndo existir fluxo entre estas
populagdes.

Para a andlise de variancia molecular (AMOVA) com a seqiiéncia do DNA mitocondrial
foi testada a seguinte hipotese: presenca de dois grupos, formado por populagdes do interior e
litoral. Os dados obtidos mostram um padrdo de subdivisdo significativo entre o agrupamento
onde temos que 71,84 % (p<0,001) da variabilidade existente estd distribuida entre os grupos

genéticos (litoral e interior) e uma menor parte (28,16%) dentro desses grupos (Tabela 4.7).
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Figura 4.4 — Arvore obtida pelo método de distincia UPGMA nas populagdes de Caiman latirostris

Tabela 4.7 — Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA) entre hapldtipos de

populagdes de Caiman latirostris divididas em dois grupos (litoral
e continente) utilizando seqiiéncia do citocromo b

Fontes de Variagdo GL Porcentagem P-valores
de variacdo

Entre grupos 1 71,84 P<0,0001

Dentro de Grupos 9 28,16 P<0,0001

Em Ryberg et al., 2002, a analise de variancia molecular nao foi significativa para explicar
o padrao de diferenciagdo de populagdes de A. mississipiensis do litoral e interior do Texas.
Vasconcelos et al. (2004) encontrou forte estruturagdo geografica em Caiman crocodilus através
de seqiiéncias do DNA mitocondrial, e pela analise de variancia molecular (AMOVA) verificou
que aproximadamente 49% da variagdo observada encontra-se entre biomas da Amazdnia ¢ mata

Atlantica.
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No nosso trabalho os resultados com dados microssatélite € DNA mitocondrial (com
diferentes taxas de evolucao) foram parecido e mostraram maior semelhanca genética entre as
populagdes dos litorais. Isto pode ser devido ao de fato que no Pleistoceno (16.000 anos atrés), o
nivel do mar era mais baixo ao longo da costa Brasileira (SCHWARZBOLD; SCHAFER, 1984).
Durante este periodo os cursos d'agua ao longo da costa do Rio Grande do Norte e Rio Grande do
Sul eram conectado formando assim uma vasta area de drenagem litoral (WEITZMAN et al.,
1988), sem barreira aparente para fluxo genético do Jacaré de papo-amarelo (Caiman latirostris)
e estas populacdes estavam relativamente isoladas de bacias de rios continentais. Este padrdo de
maior semelhanga genética ainda permanece em populacdes do litoral, mas no cenario atual
percebemos a auséncia de fluxo génico em uma escala geografica grande, com altos indices de
diferencia¢do provavelmente pelo isolamento por distancia, estando vulneravel a deriva. Em
populacdes onde a escala geograficas ¢ menor, como no caso de Rio Grande do Norte e Paraiba e
Ilha do Cardoso e Cubatiao, esta semelhanca ainda é encontrada ¢ ndo temos a subdivisdo destas
populagdes.

A analise de agrupamento realizada pelo programa Structure 2.1 (PRITCHARD:;
STEPHENS; DONNELLY, 2000) sugere que as 12 populagdes de Caiman latirostris estudadas
estdo subdivididas em dez grupos, pois a estatistica DeltaK sugerida por Evanno et al, 2005

identificou nessas populagdes maior probabilidade em K=10 (Figura 4.5)
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Figura 4.5 - Estimativa de melhor K para as doze populagdes de C. latirostris estudas
de acordo com parametros de DeltaK. Valores para cada K, calculado
como K =m|L"(K)|/s[L(K)] (EVANNO et al., 2005)
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Assim, foi possivel a visualizacdo da distribuicdo das populagdes conforme estrutura
genética para K=10 (Figura 4.7 e 4.8). Com base neste valor de K escolhido, a Tabela 4.8 mostra
a probabilidades de certificagdo das doze populagdes de Caiman latirostris amostrados ao longo
dos 10 grupos genéticos definidos.

O grupo 1 foi formado por individuos provenientes da populagdo do Rio Grande do Sul
(RS). O grupo 2 foi formado, principalmente, por individuos provenientes da populacdo de
Cativeiro e também com contribui¢do de individuos de Charqueada/SP com probabilidade maior
que 90%, o que era de se esperar, pois na colonia de cativeiro da ESALQ temos realmente
animais provenientes esta localidade. O grupo 3 foi formado por individuos provenientes da

populagdo de Charqueada.

Tabela 4.8- Resultado do STRUCTURE para K=10 (probabilidade média para cada popula¢do). Em negrito
refere-se ao niimero de individuos atribuidos para um dos 10 clusters com probabilidade >0,90. O numero
total de individuos de cada populagdo esta entre paréntese

Clusters definidos pelo Structure
POP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n
AL 0.032 0.060 0.004 0.002 0.003 0.004 0.006 0.005 0.018 18/0.87 | 25
RS 16/0.96 0.004 0.003 0.002 0.002 0.005 0.003 0.006 0.009 0.005 17
RN 0.018 0.030 0.023 0.006 0.006 0.006 0.009 0.007 3/0.892 0.004 5
PB 0.007 0.005 0.007 0.002 0.004 0.004 0.003 0.003 12/0.96 0.003 12
POA | 0.003 0.005 0.004 0.005 9/0.96 0.012 0.004 0.002 0.004 0.004 9
PT 0.004 0.015 0.049 14/0.81 0.09 0.01 0.005 0.003 0.003 0.003 20
CHA | 0.007 1/0.08 9/0.74 0.034 0.102 0.013 0.008 0.003 0.006 0.004 12
DUF | 0.003 0.027 0.008 0.004 0.022 20/0.92 0.005 0.004 0.004 0.003 23

MS 0.006 0.025 0.007 0.021 0.02 0.01 8/0.90 0.003 0.004 0.008 10
IC 0.003 0.009 0.005 0.002 0.004 0.006 0.003 7/0.90 0.016 0.048 9
CUB | 0.007 0.004 0.002 0.003 0.004 0.003 0.003 24/0.96 0.006 0.004 25
CAT | 0.004 | 2/0.676 | 0.012 0.049 0.062 0.141 0.025 0.002 0.018 0.01 6

O grupo 4 foi formado por individuos provenientes da populagao do Pantanal/SP. O grupo
5 foi formado por individuos provenientes da populacdo de Porto de Areia/SP. O grupo 6 foi
formado por individuos provenientes da populacdo de Dura Flora/SP. O grupo 7 foi formado por
individuos provenientes da populacio do Mato Grosso do Sul. O grupo 8 foi formado por
individuos provenientes das populagdes da Ilha do Cardoso e Cubatao. O grupo 9 foi formado por
individuos provenientes das populagdes da Paraiba e do Rio Grande do Norte. O grupo 10 foi
formado por individuos provenientes da populagdo de Alagoas. Assim de acordo com a tabela 5.6

as populacdes do Rio Grande do Norte e Paraiba e as populagdes da Ilha do Cardoso e Cubatdo,
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estdo diretamente relacionadas, os valores observados (0,892 e 0,963) e (0,902 e 0,963),
respectivamente, comprovam a alta propor¢cdo das mesmas, refletindo uma alta identidade
genética, confirmam a existéncia de fluxo génicos entre individuos destas populacdes.

Nas Figuras 4.7 e 4.8 temos os resultados obtidos pelo programa Structure 2.1, mostraram
a distribuicao e influéncia de cada grupo genético dentro das populagdes inferidas.

A maioria dos individuos foram atribuidos corretamente ao grupo representado pela sua
populacdo de origem (onde as amostras foram coletadas), de um total de 173 individuos sete
foram atribuidos a populagdo errada.

O individuo 23 de Alagoas foi atribuido a populacao de Cativeiro (probabilidade = 0,400).
O individuo 4 da Populacao de Sao Pedro/Pantanal/SP foi atribuido a populagdo de Charqueada
(probabilidade = 0,467) e os individuos 7 e 8 foram atribuidos para populagdo de Porto de areia
(probabilidade= 0,781 e 0,798, respectivamente). Os individuos 4 e 7 da populagio de
Charqueada foram atribuidos para populagdo de Porto de areia (probabilidade= 0,663 ¢ 0,474,
respectivamente) e o individuo 5 foi atribuido para a populacdo de cativeiro (probabilidade=
0,910). Os dois individuos que foram atribuidos ao grupo da populagdo de cativeiro, ndo deve ser
considerado como atribui¢@o errada, pois como j& mencionado anteriormente esta populacdo foi
formada por individuos amostrados da natureza, inclusive desta regido, possuindo genes em
comum, mas ndo devido a imigra¢do. Sendo assim podemos dizer que aproximadamente 96% dos
individuos foram atribuidos a populagdo de origem corretamente.

Na Figura 5.8 podemos visualizar a contribui¢do de cada individuo para sua populacao de
origem. Os individuos atribuidos a populacdes erradas (4%) sdo pertencentes a populacdes
vizinhas do interior do Estado de Sao Paulo (POA, PT e CHA), indicando a presenga de
imigracdo recente nestas populagdes, sugerindo que mesmo que limitado, existe fluxo génico
entre elas. As outras populacdes mostram uma subdivisdo bem evidente, indicando auséncia

recente de fluxo e isolamento destas populacdes.
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Figura 4.7- Resultado do STRUCTURE para K = 10, cada cor representa um agrupamento e a probabilidade

do individuo pertencer a este agrupamento. Mapa: As 11 localidades onde as populacdes foram
amostradas e as cores representam o grupo genético que elas foram atribuidas
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diferentes. Cada linha vertical corresponde a um individuo

O Stokes de reprodutores da populagcdo de Cativeiro esta representando a diversidade de
algumas populagdes da regido de Piracicaba, e observamos também compartilhamento de alelos
com a populacdo de Alagoas, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Norte (Figura 4.8). O
programa de criagdo em cativeiro da Escola Superior de Agricultura/USP/SP parece ter sido
efetivo no estabelecendo do sistema de farming (reproducdo de uma espécie em cativeiro, em
ciclo fechado) no sudeste do Brasil (VERDADE, 2001b). Nao obstante, seu possivel valor para
esforcos de conservagao ex situ pode ser considerado como uma alternativa.

Azevedo (2003) diz que a criagdo comercial de crocodilianos em cativeiro tem sido uma das
opgdes para preservar espécies € minimizar o declinio de populagdes na natureza e que o manejo

reprodutivo € um dos requisitos mais importantes na producao de jacarés.
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Para verificar se havia correlagdo entre distancia geografica e diferenciagdo genética,
submeteu-se as matrizes dessas distancia ao teste de Mantel. O coeficiente de correlacdo obtido
foi baixo e ndo significativo para Rgr (r = 0.236; P =0.1119) e para Fsr (r=0,1210; P =0,2028)
indicando que ndo ha uma maior diferenciagdo genética com aumento da distancia geografica
(modelo de isolamento por distancia).

Esta anédlise de correlagdo entre as matrizes de distancia geografica e diferenciacdo genética
foi novamente realizada retirando-se a populacdo da Ilha do Cardoso (IC) e a populagdo de
Cubatao (CUB), pois estas populagdes sdo um caso particular onde a “Serra do Mar” parece ser
uma barreira eficiente, o que ¢ independente da distdncia geografica. Quando estas populagdes
foram retiradas nesta analise a matriz de diferenciagcdo genética (Rste Fst) € a matriz de distancia
geografica estiveram positivamente correlacionas para Rgy (# = 0.4791, P > 0.001) e para Fgy (r =
0.4418, P > 0.001). Esta correlagdo positiva entre as matrizes de divergéncia genética e distancia
geografica indica que o modelo de isolamento por distancia explica 47% ou 44% da divergéncia
genética entre as populagdes. Desta forma podemos ter uma idéia de como o fluxo génico atua
em relagdo a escala geografica. A taxa maxima de aumento na diferencia¢do genética acontece a
uma distancia de 280km para populacdes continentais das espécies. Esta distancia ¢ relacionada
possivelmente a dispersdo padrdo das espécies de crocodilianos (CAUGHLEY; SINCLAIR,
1994; SINCLAIR et al., 2006) e a habilidade de movimento de individuo (CAMPOS et al.,
2006). A partir dai o aumento da distdncia geografica tem um efeito menor na diferenciacao
genética (Figura 4.9). Este padrdo deveria ser considerado para conservagdo de espécies contanto
que nenhuma barreira geografica estiver envolvida.

Em escala microgeografica, embora as espécies possam colonizar habitats antropicos como
acudes artificiais pequenos em fazenda de gado (SCOTT et al., 1990), sua dispersdo parece
restrita nestas circunstancias (VERDADE et al., 2002). Podendo conduzir a fragmentagcdo da

populagdo, deriva genética e inbreeding (FOOSE; BALLOU, 1988).
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Em um balanco macrogeografico, a distribuicdo da espécie cobre trés bacias
hidrograficas principais: a bacia do Sdo Francisco, Parand e pequenas bacias costeiras
drenagens do Rio Grande do Sul para o Rio grande Norte (VERDADE; PINA, 2006). Desde
que estas areas coincidem com as maiores densidades de populacdo humanas na América do
Sul, todos eles t€ém problemas de poluicdo e perda de habitat. Pequenas bacias costeiras
habitadas pela espécie no Brasil oriental sdo atualmente fragmentada. Porém, em recentes
tempos geoldgicos eles formaram uma area de drenagem continua nas populagdes do litoral do
Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul sem barreira aparente para fluxo genético das
populagdes (SCHWARZBOLD; SCHAFER, 1984), por isto, eles também devem ser
considerados para propositos de conservagao.

Resultados presentes sugerem que a unica populacdo de Caiman latirostris que se
encontra na bacia do rio Paraguai (Bonito/Mato Grosso do Sul) esta relativamente isolada das
outras e, por conseguinte também requer esfor¢os de conservacdao. Estudos genéticos futuros
da espécie deveriam incluir populagdes da Bacia do Sdo Francisco, pois esta regido cobre uma

porcdo extensa da area do norte da distribui¢do de espécies (VERDADE; PINA, 2006).

4.3 Conclusoes

A maior parte da variabilidade genética encontrada nas populagdes de Caiman latirostris
estdo correlacionadas com diferentes sub-biomas no litoral e interior. Existe uma relagdo entre
distdncia geografica e diferenciagdo genética, porém outros fatores de biogeografia sdo
pertinentes. O jacaré-de-papo-amarelo cobre uma grande area de distribui¢do que pode conduzir
a pressoes seletivas variando as respostas genéticas. A estrutura genética das espécies parece
compativel com isto, mostrando que existem varios niveis de estruturacdo, dependendo da
populacdo em questdo. O conhecimento da composicdo genética desta espécie, e de como ela
esta estruturada em suas populagdes serd fundamental para agdes futuras de manejo e

conservagao se necessario.
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5 DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA
PALEOSUCHUS TRIGONATUS

Resumo

Novos marcadores genéticos foram caracterizados para jacaré-coroa (Paleosuchus
trigonatus) pela construgdo de bibliotecas enriquecidas de DNA microssatélites. A construgdo e a
caracterizacdo desta biblioteca estdo descrita no presente trabalho. Esses marcadores foram
testados em duas populacdes da espécie P. trigonatus e resultaram em oito novos microssatélites
polimoérficos. O nlimero de alelos variou de cinco a onze, com uma média de 7,75 alelos por loco,
e a heterozigosidade esperada (H.) variou de 0,5343 a 0,8550. O conteido de informacao
polimdrfica médio (PIC) foi 0,6694. Os testes de amplificacdes heterdloga destes marcadores
sugerem que estes locos poderdo ser utilizados nas outras espécies de crocodilianos brasileiros.

Palavras-chave:  Paleosuchus  trigonatus; — Marcadores  microssatélites;  Amplificagdo
interespecifica

Abstract

New genetic markers were characterized for the Schneider's Dwarf Caiman (Paleosuchus
trigonatus) by constructing libraries enriched for mirosatellite DNA. Construction and
characterization of these libraries are described in the present study. These markers were tested in
two wild populations of P. trigonatus and resulted in eight new polymorphic microsatellite
markers. The number of alleles per locus ranged from five to eleven, with a mean of 7.75. The
expected heterozygosities varied from 0.5343 to 0.8550. The mean polymorphic information
content (PIC) was 0.6694. Cross-species amplification suggested that these loci may be useful in
the other species of Brazilian crocodilians.

Keywords: Paleosuchus trigonatus; Microsatellite markers; Cross-species amplification

5.1 Introducao

A utilizagdo de marcadores microssatélites tem facilitado a compreensdo de questdes
relevantes em estudos de estrutura genética populacional, respondendo a questdes ecologicas
essenciais para a ado¢cdo de medidas conservacionistas. Temos pouco conhecimento relacionado
a parametros populacionais para a espécie Paleosuchus trigonatus. Como nao tivemos sucesso na
transferéncia de marcadores microssatélites desenvolvidos para Caiman latirostris (ZUCOLOTO
et al, 2002) e para Alligator mississipiensis (GLENN et al., 1998) em P. trigonatus, o objetivo
deste trabalho foi o desenvolvimento de marcadores microssatélites especificos para esta espécie.
Foi utilizado um protocolo eficiente para a construgdo de uma biblioteca enriquecida em

microssatélites, a partir da qual foram isolados oito marcadores microssatélites polimoérficos.
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5.2 Desenvolvimento

5.2.1 Material e Métodos

Populagio experimental
Foram coletados 23 individuos da espécie Paleosuchus trigonatus, 13 individuos

distribuidos na regido proxima a Manaus e 10 individuos no Rio Madeira.

Método de captura e imobilizacio de jacaré

As capturas dos animais e a coleta das escamas foram feitas a noite, manualmente ou com
o auxilio de lago de cabo de ago, apos visualizacdo com facho de luz intensa do tipo sealed beam
e aproximagdo em barco, conforme descrito por Hutton et. al. (1987) e Walsh (1987). Sua
imobilizacdo foi mecanica, dispensando-se o uso de anestésicos ou relaxantes musculares,

conforme realizado por Verdade (1997). As escamas foram armazenadas em Etanol 94%.

Extracio e Digestio do DNA Gendmico.

O DNA gendmico foi extraido da escama de um individuo de Paleosuchus trigonatus
utilizando o método de digestdo com Proteinase K. Foram cortados pedacos (de 2 a 3mm) da
escama caudal de cada individuo, e posteriormente foram acrescentados: 500ul de tampao de lise
celular (10mM Tris, 100mM EDTA, 2% SDS; PH 8.0), 15ul Proteinase K (20mg/ml)e incubado
overnight a 55 °C. A proteina é precipitada dessa solu¢do com 200ul de Acetato de Amonio
(7,5M) incubando-se no gelo por 20-30, centrifugando-se a 14000 rpm por 5 min., descartando o
sobrenadante. O DNA ¢ precipitado dessa solugdo com 500 | isopropanol absoluto,
centrifugando-se a 12000 rpm por 10 min., descartando o sobrenadante. Faz-se duas lavagens

com 500 1 Etanol 70%, com centrifugacdes de 5 min. a 12000 rpm em cada lavagem. O pellet é
seco em estufa a 37°C por 30 min. e suspenso em 50 1de H,O MilliQ e armazenado em freezer

a -20°C . Apds as extragdes as amostras foram lidas em espectrofotometro (HITACHI U-2000)
para determinar a quantidade de DNA. O DNA foi precipitado com etanol e acetato de sodio e
ressuspendido em um menor volume de agua suficiente para que a concentragdo final fosse de

1 g/ 1. Este DNA foi digerido com a enzima RSAI para gerar fragmentos no intervalo de 200 a

800 pares de base. Foram utilizado 4U da enzima para digerir cada 1 g de DNA. A reacgdo de
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restri¢ao foi mantida a 37°C e, ap6s 16 horas, foi interrompida através da incubagao a 65 °C por

15 minutos.

Ligacao dos adaptadores
O processo de enriquecimento utilizado foi adaptado de ZANE et al. (2002). Este

processo requer uma etapa de PCR ao final, para atender a esta etapa final, ¢ necessario ligar os
fragmentos digeridos a adaptadores, cuja seqiiéncia foi construida para ser local de anelamento
do primer da PCR. A ligacdo dos adaptadores ¢ importante para garantir que cada fragmento
(previamente digerido com a enzima Rsa ) tenha uma terminagcdo comum e conhecida. A ligacao
dos adaptadores ocorre através da reacdo catalisada pela enzima DNA ligase. Assim, serdo
formados fragmentos de DNA com seqii€ncias conhecidas para hibridizagdo do “primer”

(“PrimerSau”) na reagao de PCR.

Seqiiéncias dos adaptadores utilizados:

Rsa2l 5 CTCTTGCTTACGCGTGGACTA 3
Rsa25 5° TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA ¥

As seqliéncias dos adaptadores sdo hibridizadas uma com a outra, estes adaptadores
estdo prontos para ligagdo com o DNA inserto, a extremidade coesiva resultante da reagdo ¢

complementar as extremidades deixadas pela Rsa I nos fragmentos digeridos.

Adaptador Fragmento Adaptador
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA  JNNNNN.NNNMNNg  © ,TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA”
¥ ACACGAGRACGAATGCGCACCTGAT,  NNNNNN. NNNNNY, ¥ ATCAGGTGCGCATTCETTCTC!

Mg™ | T4 DNA

ATP | ligase
5 CTCTTECTTACGCETGGACTANNNNNN. NNNNNNTAGTCCACGCGTARGCAAGAGCACA 3
3" ACACGAGAACGAATGCGCACCTGATNNNNNN. NNNNNNATCAGGTGCGCATTCGTTCTC 5

Figura 5.1 - Ligag@o entre o DNA inserto e os adaptadores pré-hibridizados
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A reacdo de ligagdo entre o DNA inserto e os adaptadores pré-hibridizados (Figura 5.1)
foi feita em volume final de 50 L contendo 2 L do adaptador Rsa21 (10 M), 2 L do

adaptador Rsa25 (10 M), 6 L do DNA digerido, 10 L Tampao 5x de T, DNA ligase, 4 L de
Ty DNA ligase (1u/ L) e 26 L de Agua MilliQ e incubada por 2 horas a 20°C.

Pré-amplificacdo dos fragmentos ligados aos adaptadores

Apo6s a ligacdo do DNA aos adaptadores foi feito uma Pré-Amplificagdo via PCR para
amplificar a quantidade de fragmentos e garantir que a ligagdo tenha ocorrido. Apds a verificagao
foi feito uma Purifica¢do usando o Kit “Quiaquick PCR purification Kit” para preparar o DNA
para a etapa de selecdo de fragmentos que contém regides microssatélites (enriquecimento
propriamente dito). Esta etapa de sele¢ao do fragmento de interesse requer a utilizagao de sondas
para regides microssatélites marcadas com biotina e esferas paramagnéticas marcadas com

streptavidina, usando a propriedade de alta afinidade da streptavidina pela biotina.

Enriquecimento para microssatélites

Beads magnéticas (Streptavidine MagneSpheare Paramagnetic Particles, Promega) foram
utilizadas para selecionar os fragmentos contendo microssatélites. As beads foram ressuspendidas
em seu tampao original, magnetizadas e o sobrenadante descartado, e em seguida lavadas
sucessivamente com SSC 0.5X. Sondas de microssatélites biotinoladas (giotinalIIII(CT)s; Biotina
[III(GT)g) foram adicionadas ao DNA purificado e incubadas a temperatura ambiente por 20 min
para hibridizagdo. As beads lavadas foram entdo adicionadas a esta mistura de hibridizagdo e
incubadas por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, a mistura de hibridizacao contendo os
beads foi magnetizada, o sobrenadante descartado e a hibridizacdo ressuspendida em SSC 0.1X.

Os fragmentos enriquecidos com microssatélites foram eluidos em agua e amplificados por PCR.

Clonagem em um vetor pGEM-T e Seqiienciamento

Imediatamente apds a amplificacdo e confirmagdo da PCR por eletroforese, uma aliquota
de 2 pL dos fragmentos amplificados foi utilizada para ser introduzida em 50 ng de pGEM-T
Easy Vector (Promega). A reacdo de ligacdo contendo 3U de T4 DNA ligase foi mantida em

temperatura ambiente por 2 horas.
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Em seguida, 2ul. desta reacdo de ligacdo foi adicionada a 20 pL de células
eletrocompetentes DH10B (Invitrogen) para a transformagao por eletroporacao (a 1.8 kV). Apds
o choque, 1 mL de meio de cultura SOC foi adicionado a cubeta para recuperar as bactérias. A
cultura foi incubada a 37°C por uma hora sob agitagdo e inoculada em placas de petri com LB
Agar (50mL) contendo ampicilina (50uL) e X-gal (40uL). As coldnias transformadas foram
inoculadas em meio de cultura e estocadas em -80°C apos 24 horas de crescimento em estufa a
37°C. As colonias transformadas foram isoladas e inoculadas em meio Circle Grow com
ampicilina (100mg/mL) e incubadas a 37°C por 22 horas sob agitagdo constante. As células
foram sedimentadas a 4000 rpm por 6 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante
descartado por inversdo. Ao pellet foram adicionados 240uL da solu¢do GET - glicose 20%,
EDTA 0,5M (pHS8,0) e Tris-HCl 1M (pH 7,4). Apds nova centrifugacdo, descartou-se o
sobrenadante por inversdo, e o pellet foi ressuspendido em 80uL de GET. Foram transferidos
para uma microplaca de 250uL de polipropileno de fundo redondo (tipo Elisa) contendo 2,5uL de
RNAse (10 mg/mL). Adicionou-se ao meio uma solugdo tensoativa de hidroéxido de soédio (NaOH
0,2N) com SDS 1% (dodecil sulfato de sdédio) e, apds 10 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, acrescentou-se 60uL de acetato de potassio 3M. Apos centrifugagdo a 4000rpm por 4
minutos a temperatura ambiente, a solucao foi filtrada em uma placa millipore (MAGV N22). Ao
material filtrado acrescentaram-se 110uL de isopropanol e centrifugou-se a 4000rpm por 45
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado em etanol 70%. Apds secagem em
temperatura ambiente por 60 minutos, o pellet foi ressuspendido em 40uL de agua Milli-Q. A
presenga de insertos foi confirmada por uma PCR a partir do DNA plasmidial obtido das colonias

de bactérias.

Sequenciamento
Os clones positivos para insertos foram seqiienciados a partir dos promotores T7 ou SP6

para obtengdo das seqiiéncias microssatélites, utilizando-se o Kit Big Dye terminators (PE
Applied Biosystems), contendo tampao Save money (4mM de tris-HCI, e 0,1mM de MgCl,) para
um volume final de 10uL. A reagdo foi feita com 25 ciclos de 95°C por 20s, 50°C por 15s, e 60°C
por Imin. Apds a reagdo foi feita a purificacdo do material para que os ddNTPs, dNTPs, primers
ndo incorporados e a enzima ndo interferissem na leitura do seqlienciador. A reacdo de
purificacdo foi realizada adicionando 2uLl. de acetato de s6dio/EDTA (1,5M NaAc e 259mM
EDTA) por amostra, seguida da adicdo de 60uL de etanol absoluto. Apds agitagdo em vortex,
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centrifugou por 45min a 4°C, 4000 rpm. O material precipitado foi lavado em etanol 70%, e
centrifugado por mais 15min. Apds secagem em temperatura ambiente por 1h, as amostras foram

aplicadas em seqiienciador automatico ABI prism 3100 .

Analises das seqiiéncias e Desenho dos Primers
Os cromatogramas produzidos pelo seqiienciador foram analisados através do programa

Gramene SSRIT - Simple Sequence Repeat Identification Tool (http:/www.gramene.org/) para

localizagao das repeti¢des dentro das seqii€ncias. Para evitar o desenho de primers redundantes,
ou seja, iniciadores que amplificassem um mesmo loco, todas as seqiiéncias obtidas foram
alinhadas entre si. O alinhamento foi realizado com o auxilio do programa de alinhamento
multiplo Clustal X. (THOMPSON et al., 1997).

Pares de primers complementares as seqiiéncias flanqueando as repeticdes foram

desenvolvidos utilizando o programa PRIMER 3 (http://frodo.wi.mit.edu/). Para o desenho dos

primers, alguns critérios foram adotados, como a escolha de primres com Tm entre 45 e 65 °C,
com o maximo de 3°C de diferenca na Tm dos dois primers, ndo conter bases redundantes,
contetdo de CG acima de 35% e consistindo de seqiiéncia de 18 a 24 nucleotideo, ser mais
estavel na extremidade 5°, contendo dois nucleotideos G/C e menos estavel na 3°, estar a uma
distancia entre 10 a 60 pb dos microssatélites (INNIS; GELFAND, 1990).

Os primers foram desenhados de forma que o produto de amplificagdo tenha no maximo
250pb e minimo de 100pb, visando facilitar a detec¢do do polimorfismo. O programa

NetPrimer(http.// www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html) foi utilizado

para a avaliagdo de sua qualidade, forma¢ao de dimero, cross dimero e algas. Apenas os pares
com nota 100.0, ou muito proximas, foram selecionados do NetPrimer para a sintese.
As seqiiéncias dos locos polimorficos foram anotadas e submetidas ao GenBank, com o

auxilio da ferramenta Banklt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Banklt/).

Amplificag¢oes iniciais, vizualizacdo dos Produtos de PCR e interpretaciao do Gel

Para cada par de primers desenhados, foram realizadas séries de amplificagdes visando
alcancar as melhores condi¢des para amplificacdo dos locos. Para as amplificagdes foi utilizada a
enzima “Taq DNA polymerase” (Invitrogen) e as condic¢Oes iniciais de amplificacdo foram

seguidas conforme especificagdes do fabricante e, a partir delas, padronizadas para cada loco,
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variando a temperatura de hibridizagdo e as concentracdes de MgCI2, DNA molde, dNTP e
enzima. Todas as reagdes de amplificagdao foram realizadas com um volume final de 13 pL.

Cada par de primers, ou seja, cada loco, foi testado utilizando-se quatro amostras de DNA
extraidas de diferentes individuos de P. trigonatus. Uma amostra do DNA plasmidial do clone
contendo o alelo seqiienciado do loco a ser testado, também foi utilizada nas amplificagdes como
controle positivo. Um controle negativo com todos os reagentes, mas sem DNA molde, foi
utilizado para garantir que as reagdes estavam livres de contaminacao.

Apobs a reacdo de PCR, a visualizagdo dos produtos de amplificagdo dos locos de
microssatélites foi realizada em gel de agarose 1,5% , submetido a uma condi¢do de corrida de
100 Volts por aproximadamente 1 hora. O gel foi corado com brometo de etideo e analisado sob
luz Ultra-Violeta. O marcador de peso molecular ¢X174/Hae III fragments (invitrogem) foi
utilizado para verificar se de fato houve amplificagdo dos fragmentos esperados. Os locos que

apresentaram uma boa amplificacdo foi genotipado no seqilienciador automatico ABI prism 3100.

Amplifica¢des

Uma vez determinadas as melhores condigdes para reacdo de amplificagdo de cada loco,
amostras extraidas de 23 individuos e P. trigonatus foram utilizadas para acessar o conteudo de
informacao dos locos.

As amplifica¢des via PCR dos locos de microssatélites foram realizadas em reagdes com
um volume final de 13 pL contendo 50 a 100ng de DNA genoémico, 10mM tris-HCI ph 8.0, 50
mM KCI, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 mg/mL de BSA, 20 uM de cada dANTP, 0,6 nM de cada primer e
1,0 unidade de Taq DNA polimerase (invitrogen). As amplificagdes foram conduzidas
empregando-se um passo inicial de 3 minutos a 96 °C, seguido por ciclos, cada um consistindo de
1 minuto a 94 °C, 1 minuto a temperatura de hibridizacdo do primer especifica para cada loco
(Tabela 4.1) e 1 minuto a 72 °C. Estes ciclos foram seguidos por um passo extensao final a 72 °C

durante 20 minutos.

Gentotipagem em Seqiienciador automatico ABI 3100

A automatiza¢do do processo de genotipagem, através da utilizacdo de seqlienciadores
possibilitou uma maior agilidade e precisdo na determinacdo dos diferentes alelos de

microssatélites. Neste processo, para identificar o tamanho do fragmento o primer direto foi
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marcado com um fluorocromo especifico (FAM e HEX) para que assim, as novas fitas
sintetizadas possam acoplar uma molécula fluorescente. No seqiienciador automatico, uma
amostra deste fragmento de DNA contendo moléculas fluorescentes FAM e HEX foram
aplicadas no gel de sequenciamento que emite um feixe de laser e excita os fluorocromos. As
ondas emitidas sdo registradas e as informacdes transferidas para um programa no computador.
Antes de iniciar a genotipagem € necessario preparar as amostras de DNA que serdo
sequenciadas. As amostras foram previamente preparadas da seguinte forma: 2 pl do produto de
PCR foram diluidos em aproximadamente 12 pl de 4gua milliQ (caso o produto de amplificacdo
estivesse fraco, a amostra era diluida em um volume de 6 pl ). Posteriormente, 1 ul da diluigcdo
com marcacao FAM e 1 pl com marcagdo HEX foram misturadas em 8 ul de tampao de corrida
(885 pl de formamida HI-DI e 15 pl de Rox), utilizando-se o Kit RoxTM Size Standard (Applied
Biosystems). Em seguida, as amostras foram mantidas em termociclador por 5 minutos a 95°C
para a denaturacdo. Apds este tempo € importante fazer com que a temperatura decaia lentamente
para que haja tempo suficiente das amostras serem retiradas e colocadas imediatamente no gelo

sém que renaturem.

Analise dos fragmentos obtidos

O programa GeneScan 2.1(Applied Biosystems) capta a imagem do gel e configura o
padrao do Rox a partir de informagdes que sdo fornecidas para cada primer. Em seguida, para
que possa ser obtido o tamanho do fragmento de interesse, foi alinhado as bandas geradas pelo
Rox, que ¢ o marcador de tamanho molecular, com a banda obtida no gel. Dando continuidade a
esta analise, o programa Genotyper 2.5.2 (Applied Biosystems) compara as bandas do Rox com
os fragmentos no gel e gera o eletroferograma, que sdo graficos que informam sobre o tamanho
(em pares de base) dos fragmentos obtidos e sobre a qualidade de defini¢do da banda e, portanto,
sobre sua confiabilidade. Valores de picos acima de 1000 geralmente sdo os mais confiaveis,
entretanto, valores menores foram aceitos, dependendo do tipo de primer que estava sendo

utilizado e de testes preliminares que confirmam a reprodutibilidade do padrao obtido.

Analise dos dados microssatélites
Para cada loco foram estimados o tamanho médio do produto de PCR, a heterozigosidade
observada e a esperada. As freqiiéncias alélicas e os testes de aderéncia as proporgdes esperadas

de Hardy-Weinberg, usando o método da cadeia de Markov (P < 0,05) para cada loco com alelos
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multiplos (GUO; THOMPSON, 1992), foram obtidos através do programa computacional
GENEPOP (RAYMOND; ROUSSET, 1995). Os parametros da cadeia de Markov foram: ntimero
de desmemorizagdo (1000), nimero de grupos (100) e nimero das iteragdes por grupo (1000).

O conteido de informagdo polimorfica (PIC) foi calculado usando a férmula,

J j o i-

PIC=1- 21: P*-2 ZIZ}P[ZP_/Z onde os P, e P, sdo as freqiiéncias do i-ésimo e do j-ésimo alelo
i= i=j+1 j=

em um loco com / alelos da populagao, respectivamente (BOTSTEIN et al., 1980).

A heterozigosidade observada (Het, ) foi calculada com base na férmula

obs

N

Het,, :[22 ; \/ N, onde Z; ¢ a contagem de animais heterozigoticos no loco j, e N € o
i=1 )

numero total de animais. A heterozigosidade esperada (Het,,,) ndo viesada de Nei, assumindo-se

as propor¢des esperadas de Hardy-Weinberg, foram obtidas wusando a férmula

Het ZPZ ), onde P, ¢ a freqiiéncia do j-ésimo alelo do i-ésimo loco com /

“ "IN 1[ =
alelos na populagdo e N ¢ o nimero total de animais (NEI, 1987).

O PIC e as heterozigosidades foram estimados para cada loco usando-se o programa
computacional CERVUS (MARSHALL et al., 1998; SLATE; MARSHALL; PEMBERTON,
2000; KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007) no modo de analise de freqiiéncia alélica
com correcdo de Bonferroni para multiplos testes. Os resultados de PIC e heterozigosidades

foram apresentados com base na média aritmética para todos os locos.

Amplificacdo heterdloga

Os primers polimoérficos desenvolvidos para P. trigonatus foram testados nas demais
espécies de crocodilianos brasileiros para tentar amplificar possiveis locos homdlogos nestas
espécies. Tré€s individuos de cada espécie de, Caiman latirostris, Caiman crocodilus, Caiman
vacare, Melanosuchus niger e Paleosuchus palpebrosus foram utilizados nos testes. Para as
amplificacdes via PCR foram utilizadas as condi¢des anteriormente padronizadas para cada loco,
a excecdo da temperatura de hibridizagdo dos primers. Seis diferentes temperaturas foram

testadas: 50, 52, 54, 56, 58, 59 °C.
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5.2.2 Resultados e Discussio
Digestao do DNA genémico com a enzima de restricio Rsal

Cerca de 10ug de DNA foi digerido com 60U da enzima Rsal. Esta enzima foi utilizada
por apresentar um corte freqiliente, resultando em fragmentos de tamanhos adequados para a
clonagem e seqiienciamento. O resultado, avaliado em eletroforese, indicou um rastro de DNA
digerido entre 500 e 2.000 pb, tamanhos de fragmentos ideais para a constru¢do da biblioteca

(Figura 5.2).

2000 pb

500 pb

Figura 5.2 — Digestdo do DNA gendmico.O niimero 1 representa o
marcador 1Kb DNA ladder, ¢ o niimero 2, o DNA
digerido

Ligacao dos adaptadores e pré-amplificacio

Adaptadores foram ligados aos fragmentos de DNA digeridos para garantir que todos os
fragmentos digeridos tivessem uma terminagdo comum e conhecida. A eficiéncia da ligacao dos
adaptadores foi testada por uma pré-amplificagdo, realizada tendo os proprios adaptadores como
primers. Os rastros observados indicaram o sucesso da inclusdo dos adaptadores nas

extremidades dos fragmentos digeridos (Figura 5.3).
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1353pb |

603pb

Figura 5.3 — Gel da pré-amplificacdo. As quatro bandas (1,2,3,4)
representam a mesma ligagdo feita em quatro aliquotas
para garantir uma quantidade suficiente e obter um
estoque caso fosse necessaria uma reutilizacdo posterior,
Padrio de peso molecular @¥3X174 RFDNA/Hae 111

Fragmentes

Enriquecimento para microssatélites

O DNA digerido com adaptadores nas extremidades foi entdo hibridizado contra sondas
de microssatélites biotinoladas (Biotinal IIII(CT)s; Biotina IIIII(GT)g), 0s microssatélites mais comuns.
Apenas aqueles fragmentos que apresentaram microssatelites em suas seqliéncias foram
capturados pelas beads magnéticas. Apds sucessivas lavagens, os fragmentos enriquecidos com
microssatélites foram eluidos por duas vezes em agua Milli-Q e amplificados por PCR, para
comprovar a recuperacdo do material apds as lavagens e também para permitir a clonagem. Os
eluatos de todas as quatro lavagens foram mantidos em tubos eppendorfs separados e
identificados (L1, L2, L3 e L4), para que fosse possivel acompanhar o processo de eluigdo da
coluna. Aliquotas de todos os eluatos foram utilizadas para as PCRs (Figura 5.4). A eletroforese
de uma aliquota de cada material amplificado revelou o sucesso das lavagens e quantidade

suficiente de material amplificado para a clonagem.
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Figura 5.4 — Gel das sucessivas lavagens (L1, L2, L3, L4) e DNA
eluido (E1, E2), Padrdo de peso molecular @X174
RFDNA/Hae 111 Fragmentes

Clonagem, mini-preparacio e sequenciamento

A transformagio resultou em cerca de 1 x 107 clones e um total de 192 deles (2 placas de
96 pocos) foram aleatoriamente selecionados para serem seqiienciados. A mini-preparagao destes
clones foi verificada em eletroforese, para permitir determinar a presenca de insertos nos clones,
por comparacdo com a eletroforese simultanea do plasmidio vazio como controle de peso e
tamanho, e também a quantidade de material obtido. O gel permitiu determinar a eficiéncia da
transformagdao, com 48,95% dos clones contendo insertos. A metologia de enriquecimento
utilizada foi de extrema importancia, pois os métodos tradicionais de isolamento de
microssatélites (a partir de bibliotecas ndo enriquecidas) mostram uma baixa eficiéncia e exigem
uma maior quantidade de trabalho, especialmente em genomas com uma baixa freqiiéncia de
microssatélites. A etapa de enriquecimento vem sendo cada vez mais empregada tendo em vista o
aumento da rapidez e eficiéncia para o isolamento de microssatélites.

Os clones positivos para insertos foram seqiienciados a partir da extremidade 5’ dos

insertos pelo primer T7 ou SP6.

Analise das Seqiiéncias, Desenvolvimento e utilizacio dos primers

As seqiiéncias obtidas foram analisadas no programa Gramene SSRIT - Simple Sequence

Repeat Identification Tool (http://www.gramene.org/) para localizacdo das regides

mocrossatélites. Esta andlise permitiu a selecdo de 20 sequéncias para construcdo dos primers.

Para evitar o desenho de primers redundantes, todas as seqiiéncias obtidas foram alinhadas entre
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si. O alinhamento entre as 20 sequéncias de microssatélites identificadas mostrou que 5 locos
descritos eram complementares e/ou sobrepostos. Sendo assim restaram 15 locos adequados para
a finalidade proposta. A regido contendo a seqiiéncia tnica foi utilizada para a constru¢do dos
primers (oligonucleotideos iniciadores) para amplificacdo de cada loco em diferentes individuos.
As seqiiéncias dos primers desenvolvidos e as informagdes relacionadas estdo indicadas na
Tabela 5.1.

Durante a padronizagdo, mesmo ap0s varias tentativas, as amplificacdes dos locos Ptri01,
Ptrill, Ptril3, ndo produziram nenhum produto. Os locos Ptri03, Ptril4, Ptril5 apresentaram
resultados ambiguos, sendo detectados produtos de amplificagdo inespecificas ou nao
reprodutiveis, ou seja, o padrao de bandas apresentado ndo se repetia apos alteragdes sutis nas
condicdes de amplificagdo. Para ndo gerar resultados duvidosos na caracterizagdo do

polimorfismo, estes locos ndo foram utilizados nas estapas posteriores.

Caracterizacao do Polimorfismo dos locos de microssatelites.

Uma vez determinada as melhores condi¢des para a reagdo de amplificacdo de cada loco,
amostras de DNA extraidas de 23 individuos de P. trigonatus foram utilizadas para acessar o
conteudo de informacao de cada um dos nove locos selecionados.

Tabela 5.1 - Seqiiéncias dos primers desenvolvidos, temperatura de hibridizagdo dos primers (Ty) e

tamanho esperado dos produtos de PCR (Tam,), baseado no tamanho do alelo clonado e
sequenciado

Loco Seqiiéncia Motivo da (Tam,) Ty, (°C)
Repeticio

Prri02 D:ATAAGGGGCAGAAGGAGCA 9(TC) 193 56 °C
R:GCAAACTCTCTCAATCCA

Prtri04 D:GAAAACAGGGCTTCAAATAC 14(AC) 205 56 °C
R:TAATCAGCAGCAAACTCCTC

Ptri05 D:CCCAACGAGTCTTGTCTGTCT 5(TCTA) 218 59°C
R:TGCCCAGAGGTTAAAGTGAGA

Ptri06 D:AACAATTTCCCACATTTACA 17(AG) 203 54°C
R:TTCAGTATCACTCAAAGGAG

Ptri07 D:CCCTGTGATAAGTCAGGTGGA 5(TATC) 207 54 °C
R:TGAATGGGGAGAATTAAAAAGC 12(AC)

Prri08 D:ATTCGCCCTTCTCTTGCTT 29(CA) 165 56 °C
R:CCGCACCTGTTTGTATGTGT

Prri09 D: TTGCTCTTCCTCTGCTTTCC 14(TG) 240 57°C
R: TTCGCCCTTCTCTTGCTTAC

Ptril0 D: CCCATTCCCAATCCACTACTT 16(TG) 209 56 °C
R: CCGCACAGTTTCTCCTCAGT

Ptril2 D:TGACTTTCACGGATGCTTTG 8(TG) 183 53°C

R:TCACTGGCTCTCCCCTGT
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Os nove pares de primers apresentaram uma boa amplificacdo e genotipagem no ABI
3100. O marcador Ptri09 apresentou apenas um alelo em todos os individuos. Este loco foi
considerado monomorfico e ndo foi utilizado na andlise subseqiiente. Para cada loco foram
estimados o contetdo de polimorfismo informativo (PIC), tamanho médio dos produtos de PCR,
a heterozigozidade observada e a esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg e o nimero médio
de alelos. Estes dados estdo sumarizados na Tabela 5.2. O PIC ¢ uma medida baseada na
quantidade de heterozigotos de um marcador em uma populagdo (BOTSTEIN et al.,1980). O PIC
variou de 0,424 (Ptri6) a 0,814 (Ptrill) na média por marcador. A média geral foi 0.669,
demostrando o alto nivel de polimorfismo obtido com estes marcadores.

O numero de alelos variou de cinco a onze, com uma média de 7,75 alelos por loco. A
heterozigosidade observada (H,), variou de 0,261 a 0,783 e foi significativamente menor que a
heterozigosidade esperada (H.), que variou de 0,466 a 0.,51 nos oito locos analisados, indicando
um excesso de homozigotos.

Dentre os oito locos, quatro apresentaram valores P nos testes de equilibrio de Hardy-
Weinberg menores que 0,05, rejeitando a hipdtese nula de unido aleatoria dos gametas, ou seja,
estes seis locos mostraram desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg. Os fatores que
podem causar a deteccdo de um excesso de homozitos podem ser: o loco pode estar sendo
selecionado; a populacdo pode estar sob efeito de endocruzamento; a presenca de sub-
estruturacdo na populagdo pode estar causando o efeito de Wahlund e/ou a presenga de alelo
nulos.

Tabela 5.2 - Caracterizagdo genética dos oito locos microssatélites polimorficos isolados em
Paleosuchus trigonatus.

Loco N, PIC Tamanho do Alelo Ho He P-valor
Ptri2 7 0.508 161-191 0.522 0.594 0.23137
Ptri4 5 0.641 201-215 0.348 0.709 0.00000*
Ptri5 5 0.634 214-222 0.652 0.690 0.55129
Ptri6 5 0.424 203-219 0.261 0.466 0.00632*
Ptri7 10 0.748 193-219 0.609 0.787 0.07973
Ptri§ 9 0.804 161-195 0.609 0.843 0.00000*
Ptril0 11 0.783 183-211 0.783 0.825 0.10460
Ptrill 10 0.814 175-203 0.652 0.851 0.00000*

N, = Numero de alelos;
H, = Heterozigosidade observada; H, = Heterozigosidade esperada
* = Desvio significativo (P<0,05) do equilibio Hardy-Weinberg
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Os novos primers polimorficos desenvolvidos para P. trigonatus também foram testados
nas demais espécies de crocodilianos brasileiros. Os resultados estao apresentados na Tabela 5.3.
Este teste ndo teve o objetivo de avaliar o potencial desses locos na andlise populacional das
demais espécies, mas apenas uma tentativa de amplificagdo destes locos. Mesmo apresentando
limitagdes, a utilizacdo de primers heterdlogos, vem fornecendo resultados satisfatorios para

varios estudos.

Tabela 5.3 - Teste de amplificagdo em outras espécies de crocodilianos brasileiros utilizando primers desenvolvidos
para P. trigonatus. Seis diferentes temperaturas de hibridiza¢do dos primers foram testadas (50, 52,
54, 56, 58 ¢ 59 °C); a melhor temperatura esta indicada para cada espécies/loco

Loco
Espécies Ptri02  Ptri04 Ptri05 Ptri06  Ptri07 Ptri08 Ptril0  Ptril2
Paleosuchus trigonatus + + - + + - + +
56°C  54°C 56°C  54°C 56°C  52°C
Caiman latirostris + - - + + - + -
56°C 54°C  52°C 56°C
Caiman yacare + - - + + - + -
56°C 54°C  52°C 56°C
Caiman crocodilus + - - + + - + -
56°C 54°C  52°C 56°C
Melanosuchus niger + - - + + - + -
56°C 56°C  52°C 56°C

+, Amplificacdo de produto de PCR dentro do intervalo esperado (baseado nos alelos de P.trigonatus

=, Fraca amplificagdo de produto de PCR dentro do intervalo esperado
-, uséncia de produtos dentro do intervalo esperado ou amplificagdo com multiplas bandas

Os locos que foram amplificados nas outras espécies poderdo ser utilizados futuramente
em estudos populacionais apos o sequenciamento dos alelos e caracterizagdo do polimorfismo
destes locos nestas espécies, poupando a tarefa trabalhosa e dispendiosa que envolve a clonagem,

detec¢do dos microssatélites em uma biblioteca gendmica e posterior sequenciamento.

5.3 Conclusoes

A metodologia utilizada mostrou-se eficiente para isolar oito marcadores microssatélites
polimorficos a partir de uma biblioteca enriquecida e podera ser aplicada em outras espécies. Os

niveis de polimorfismo detectados nestes oito locos indicam que eles podem ser utilizados para
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elucidar aspectos de estruturagdo, fluxo génico, analise de paternidade em Paleosuchus

trigonatus.
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ANEXOS



ANEXO A - Sitios variavei nos 1673pb dos haplétipos do gene mitocondrial citocromo b e regido controle das seis espécies de crocodilianos brasileiros. Foram
variaveis 424 sitios, cujas posi¢des estdo indicadas na tabela

Hapldétipos

Posicdes das

mudancas nucleotidicas

P. palpebrosus 1
P. palpebrosus 2
P. palpebrosus 3
P. palpebrosus 4
P. trigonatus 1
P. trigonatus 2
P. trigonatus 3
P. trigonatus 4
C. crocodilus 1
C. crocodilus 2
C. crocodilus 3
C. crocodilus 4
C. yacare 1

C. yacare 2

C. yacare 3

C. latirostris 1
C. latirostris 2
C. latirostris 3
C. latirostris 4
C. latirostris 5
M. niger 1

M. niger 2

M. niger 3

M. niger 4

111111111 1111111111 1111111111 2222222222 2222222222 2223333333 3333333333 3333333334 4444444444
1223444444 5556778888 9000011122 2223344457 7788888899 1112223344 4446677788 8990011222 2344444555 6666678990 0234445555
2478023568 4576254789 3258914701 3670817802 4701346935 0390284705 6791806902 5173928156 7634568457 0347981032 5951470369
ACCACCTCAC CCCCACCCGC GTAACAGCGA CCCATAAGCT ATCACAGCTA CCAGCCATCA CCCACCCGTT TCCGGCCCAC CGGCTGATAT ACTCATAGTC CGCTACGGTC
Gevvnnn AL i i A e e e e e et e e e e e A A.
Gevvnnnn AL i e Al ciia. T e e e i i e i e e G.G. tii it e
Gevvnnnn AL i e A e e e e e e e e e e P A..
N A....G..AG ...... .C..TG.TCG ..o vin. G ...G...A.. .AA..TG. .CAA...C.A G..T.CG.C. .A.CC....T
N A....G..AG ...... .C..TG.TCG ... G .G...A.. .AA..TG. .CAA...C.A G..T.CG.C. .A.CC....T
N A....G..AG ...... .C..TG.TCG ......... G .G...A.. .AA..TG. .CAA...C.A G..T.CGAC. .A.CC....T
N ... A....G..AG ...... ce. JCOUTG.TCG vvvvnnn. G ...G...A.. ...AA..TG. .CAA...C.A G..T.CG.C. .A.CC....T
JALLTTG. A.AACA.TA. AC..T.A.. TA.CC..AC CCT...AT ..G..T...G .T..A..A.. .A.AA...TT ACAAC.TA.C .A...C.AC. AA.CC.AAC.
CALTTTG A.AACA.TA. AC..T.A.. TA.CC..AC CCT...AT ..G..T...G .T..A..A.. CA.AA...TT ACAAC.TA.C .A...C.AC. AA.CC.AAC.
ALTTTG... A.AACA.TA. AC..T.A.. TA.CC..AC CCT...AT ..G..T...G .T..A..A.. CA.AA...TT ACAAC.TA.C .A...C.AC. AA.CC.AAC.
A.TTTG..A A.AACA.TA. AC..T.A.. TA.CC..AC CCT...AT ..G..T...G .T..A..A.. CA.AA...TT ACAAC.TA.C .A..GC.AC. AA.CC.AAC.
.A..TTG... A.AACA.TA. AC..T.A.. TA.CC..AC CCT...AT ..G..T...G .T..A..A.. CA.AA...TT ACAAC.TA.C .A..GC.AC. AA.CC.AAC.
.A..TTG.TA A.AACA.TA. AC..T.A.. TA.CC..AC CCT...AT .G..T...G .T..A..A.. CA.AA...TT ACAAC.TA.C .A..GC.AC. AA.CC.AAC.
.A.TTTG.TA A.AACA.TA. AC..T.A... .TA.CC..AC CCT...AT ..G..T...G .T..A..A.. CA.AA...TT ACAAC.TA.C .A..GC.AC. AA.CC.AAC.
.AT..TGT.. A.AAGA..AT AC..T.ATA. .TACCC.... CC. AL TT. G..G T....... CC CA.AATT.CT ACAACACAG. GA..... AC. AATCC.AAC.
.AT..TGT.. A.AAGA..AT AC..T.ATA. .TACCC.A.. CC. .AT. Tl GT........ C CA.AATT.CT ACAACACAGC .A..... AC. AATCT.AAC.
.AT..TGT.. A.AAGA..AT AC..T.AT. .TACCC.A.. CC. AL TT..T.CL.G T..n. T..C CA.A.T..CT ACAACACAG. .AC..C.AC. AATCC.AACG
.AT..TGT.. A.AAGA..AT AC..T.AT.. .TACCC.... CC. AL TL.T.GL.G Tenn s T..C CA.A.T..CT ACAACACAG. .AC..C.AC. AATCC.AAC.
.AT..TGT.. A.AAGA..AT AC..T.ATA. .TACCC.... CC....A. Too .Gl G Tann il CC CA.AAT..CT ACAACACAG. GA..... AC. AATCC.AAC.
.GT..TG... ATA.GA..AT -CGGT.CT.. .TA.CC..A. CC.G...... .ALT.CT. ..A.TA.A CATAA...CT GCAACATG.C ..... C..CT A..C.TAAA.
.GT..TG... ATA.GA..AT A.GGT.CT.. .TA.CC..A. CC.G...... .ALT.CT. ..A.TA.A CATAA...CT GCAACATG.C ..... C..CT A..C.TAAA.
.GT..TG... ATA.G...AT A.GGT.CT.. .TA.CC..A. CC.G...... ALT.CT. ..A.TA.A CATAA...CT GCAACATG.C ..... C..CT A..C.TAAA.
.GT..TG... A.A.GA..AT ACGGT.CT.. .TA.CC..A. CC.G...... ALVT.CT A.TA.A CATAA...CT GCAACATG.C ..... C..CT A..C.TAAA.
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ANEXO A - Sitios variavei nos 1673pb dos haplétipos do gene mitocondrial citocromo b e regido controle das seis espécies de crocodilianos brasileiros. Foram
variaveis 424 sitios, cujas posi¢des estdo indicadas na tabela

(Continuag@o)

Hapldétipos Posicdes das mudangas nucleotidicas

4444444444 4555555555 5555555555 5666666666 6666666666 6666666667 7777777777 7777777777 7777777777 7778888888 8888888888

6667888999 9001123444 6667777889 9000111122 2333333444 4677888990 0001112223 3334444455 5566677788 8990111223 3444566778

1581369036 9256719238 6780235176 7235134706 9012689023 8549019012 3480370291 4574578901 7923514546 9357036254 7037517032
P. palpebrosus 1 CACCCG-AAT GGAGACTCGT TACCCCAGCG ATCAAGGGCC CCTCCAAGCA GCCCACTGCA CAGCCCCATC CCACCAACCC GCCCACCAAC CACCCATAAT ATCCTAGCAA
P. palpebrosus 2 .. - B R Gt it e e e Tttt it ieenee et
P,palpebrosus3 ...... - T 13 Gt it e e e Tttt it ieenee et
P. pa[pebrosus 4 ..., -. S 2 O Gt et e Tttt e i e ettt teeeeeee
P,trigonatusl T...TA-G.C ..... TC. CG....G.. LTOOJAVTL o GA.T ..T...G.. T...... c. .T.T.G.. A...G..... ... GCLLC L AT
P. trigongtusz T...TA-G.C ..... TC. CG....G.. CTOoLAVT. ool GA.T .T...G. T...... CcC. .T.T.G.. A...G..... .....GC..C ...... AT
P. trigong[us3 T...TA-G.C ..... TC. CG....G.. CTOoLAVT. ool GA.T .T...G. T...... CcC. .T.T.G.. A...G..... .....GC..C ...... AT
P. trigona[us4 T...TA-G.C ..... TC... CG....G... OO LAVT. ool GA.T ..T...G... .T...... C. .T.T.G.... A...Gov..v ... ..Coal AT..
C. crocodilus 1 T..T.AG..C AA.A...T.. C.TA...A.A .C....AA.T AGCTT.TCA. AT..CA..T. T...AAT.CT .GC...G.TG .AG.T.T.CT AGTTA...C. C.TTCTAAC.
C. crocodilus 2 T..T.AG..C AA.A...T.. C.TA...A.A .C AA.T AGCTT.TCA. AT..CA..T. T...AAT.CT .GC...G.T. .A..T.T.CT AGTTA...C. C.TTCTAAC.
C. crocodilus 3 T..T.AG..C AA.A...T.. C.TA...A.A .C AA.T AGCTT.TCA. AT..CA..T. T...AAT.CT .GC...G.T. .A..T.T.CT AGTTA...C. C.TTCTAAC.
C. crocodilus 4 ..T.AG.GC AA.A...T.. C.TA...A.A .C....AA.T .GCTT.TCA. AT..CA..T. T...AAT.CT .GC...G.T. .A..T.T.CT AGTTA...C. C.TTCTAAC.
C,yacarel ..T.AC.GC AT.A...T.. C.TA...A.A .C.G..AA.T .GCTT.TCA. AT.TCA..T. T...AAT.CG TGC.G.GTGG .AGAT.TTCT AGTTT...C. C.TTCTAAC.
C_ya(;arez ..T.AG.GC AT.A...T.. C.TA...A.A .C ..AA.T .GCTT.TCA. AT.TCA..T. T...AAT.CG TGC.G.GTGG .AGAT.TTCT AGTTT...C. C.TTCTAAC.
C_ya(;are3 .T.AG.GC AT.A...T.. C.TA...A.A .C.G..AA.T .GCTT.TCA. AT.TCA..T. T...AAT.CG TGC.G.GTGG .AGAT.TTCT AGTTT...C. C.TTCTAAC.
C. latirostris 1 T..TTAC..C AT.A.T.TA. C.TAT..AAA .G.AAA.. .GCT.CTCA. .T..CA..T. T.AAAAT.C CToo . Ao G. A...T...T. T...C..GC.
C. latirostris 2 T..TTAC..C AC.A.T.T.C .G..T..AAA ...G.AAA.. GG.T.CTCA. .T..CA..T. T.AAAAT.C CToon . A..... TG. A...T...T. T...C..GC.
C. latirostris 3 TG.TTAC..C AC.AGT.TAC .G..A..AAA GC...AAA.. AGCT.CTCA. .T..CA..T. T.AAAAT.C CTooo . T..o.o.. TG. A...T...T. TC..C..GC.
C. latirostris 4 T..TTAG..C AC.AGT.TA. .G..A..AAA GC...AAA.. AGCT.CTCA. .T..CA..T. T.AAAAT.C CTooo . T G. A...T...T. TC..C..GC.
C. latirostris 5 T..TTAG..C AC.A.T.TA. .G..A..AAA GC.G.AAA.. .GCT.CTCA. .T..CA..T. T.AAAAT.C CTooo . T G. A...T...T. TC..C..GC.
Mniger] TTT..AG..C ACCA..CTAC CG...TGA.A .C.G.AATA. .AC..CTCA. A...CACA.G T..TAA.CC Connnin TGAC...G. A...T...T. TC..C..GC.
Mnigerz TTT..AG..C ACCA..CTAC CG...TGA.A .C.G.AATA. .AC..CTCA. A...CACA.G T..TAA.CC Cooonn A .TGAC...G. A..TT.CGCC CC.TC.AGCG
Mniger3 TTT..AG..C ACCA..CTAC CG...TGA.A .C.G.AATA. .AC..CTCA. A...CACA.G T..TAA.CC Cooon. A .T..C...G. A..TT.CGCC CC.TC.AGCG
Mniger4 TTT..AG..C ACCA..CTAC CG...TGA.A .C.G.AATA. .AC..CTCA. A...CACA.G T..TAA.CC Cooon. A .T..C...G. A..TT.CGCC CC.TC.AGCG
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ANEXO A - Sitios variavei nos 1673pb dos haplétipos do gene mitocondrial citocromo b e regido controle das seis espécies de crocodilianos brasileiros. Foram
variaveis 424 sitios, cujas posi¢des estdo indicadas na tabela

(Continuag@o)
Haplétipos Posicdes das mudangas nucleotidicas

1111 11111117177 1111121212217 112121112222 11112122111 11111111171 1111111111 1111111111

8888999999 9999999999 9999999999 9999990000 0000000000 0000000000 0000000000 0111111111 1111111111 1111111111 1111222222

9999000111 1222233344 5556667778 8999990000 0122223444 4555556667 7777788888 9000111112 2233344444 4455666788 9999000111

1347367036 8123548958 4574593565 6034792357 8103679168 9014692561 2347905789 8189016780 5835603457 8912016879 0589147037

P. pglpebrosusl CCCCTCTTCG GTGCCGAAGC CGCTTCCCCG CCCCGCCTTT ATTGCCCCTA TCCAGCACGC TCACTCTGTC CCACACGTCC GCTACACTAC TGC-ACT-CT AAAAC--AA-
P,pglpebrosusz ......... A oo A et e Y Avir iiiie T AL e -—. .=
P. palpebrosus3 -+ ...... A ..o, A i e D e e e e e Avvr viiinen. To A .. -— -
P. palpebrosus 4 - ........ A ..o, Al i e B e e e e e Avvr viiinen. o T AL .. -— -
P. trigongtusl T...T AC..AA..AA .CC..... T ..C. CA..... A. C..G...... T T A..G..T..T CA.CG..C.. ..... - .=
P. trigongtusz T...T AC..AA..AA .CC..... T ..C. CA..... A. Civvvvnnn B L A..T A..G..T..T CA.CG..C.. ..... - .=
P. trigonatus3 T...T AC..AA..AA .CC..... T....C. .CA..... A. C..G...... LTLTL.Cl e T A..G..T..T CA.CG..C.. ..... - .-
P,trigonatus4 T...T.... AC..AA..AA ...CC..... ...T....C. LCA..... A. C..G...... LTLTL.Cl e T A..G..T..T CA.CG..C.. ..... - .-
C. crocodilus 1 T..... CC.A CCTT.ACCA. TCAC.A.A.A .T.TAT.CCC TCCAAAT.A. .T.CAA..AA CT..AT.AC. .GCTG.AG ATC ACCT .TTT.TCATA CCTCTCATGG
C. crocodilus 2 T..... CC.A CCTT.ACCA. TCAC.A.A. .T.TAT.CCC TCCAA.T.A. .T.TAA..AA CT..AT.ACT AGCTG.AG AT. ACCT .TTT.TCATA CCTCTTATGA
C. crocodilus 3 T..... CC.A CCTT.ACCA. TCAC.A.A.. .T.TAT.CCC TCCAA.T.A. .T.TAA..AA CT..AT.ACT AGCTG.AG AT. ACCT .TTT.TCATA CCTCTTATGA
C. crocodilus 4 T..... CC.A CCTT.ACCA. TCAC.A.A.A .T.TAT.CCC TCCAAAT.A. .T.TAA..AA CT..AT.AC. .GCTG.AG ATC ACCT .TTT.TCATA CCTCTCATGG
C. yacarel T.o.o... CC.A CCTT.ACCA. TCAC.A.A.A .T.TAT.CCC TCCAAAT.A. .T.CAA..AA CT..AT.ACT AGCTG.AG ATC ACCT .TTT.TCATA CCTCTTT.GA
C. yacarez T.o.o... CC.A CCTT.ACCA. TCAC.A.A.A .T.TAT.CCC TCCAAAT.A. .T.CAA..AA CT..AT.ACT .CTG.AG.. ATC ACCT .TTT.TCATA CCTCTTT.GA
C. yacare 3 T..... CC.A CCTT.ACCA. TCAC.A.A.A .T.TAT.CCC TCCAAAT.A. .T.CAA..AA CT..AT.ACT A.CTG.AG.. ATC...ACCT .TTT.TCATA CCTCTTT.GA
C. latirostris 1 .. T.C.C.TA ACA..ACCAA TA.C.ATAT. TT..A.TCCC CCCA...AA. C..TAA.TAA .TC.ATCAC. .TCT..ACT. AT..T.ACCT .TTC.TCATA CCTCTCT.GG
C. latirostris 2 ..T.C.C.TA ACA..ACCAA TA.C.ATAT. TT..A.TCCC CCCA...AA. C..TAA.TAA .TC.ATCAC. .TCT..ACT. AT..T.ACCT .TTC.TCATA CCTCTCT.GG
C. latirostris 3 ..T.C.C.TA ACA..ACCAA TA.C.ATAT. TT..A.TCCC CCCA...AA. C..TAA.TAA .TC.ATCAC. .TCT..ACT. AT..T.ACCT .TTC.TCATA CCTCTCT.GG
C. latirostris 4 ..T.C.C.TA ACA..ACCAA TA.C.ATAT. TT..A.TCCC CCCA...AA. C..TAA.TAA .TC.ATCAC. .TCT..ACT. AT..T.ACCT .TTC.TCATA CCTCTCT.GG
C. latirostris 5 ..T.C.C.TA ACA..ACCAA TA.C.ATAT. TT..A.TCCC CCCA...AA. C..TAA.TAA .TC.ATCAC. .TCT..ACT. AT..T.ACCT .TTC.TCATA CCTCTCT.GG
M. niger 1 .T.C.C.TA ACA..ACCAA TA.C.ATAT. TT..A.TCCC CCCA...AA. C.TTAA.TAA .TC.ATCAC. .TCT..ACT. AT..T.ACCT .TTC.TCATA CCTCTCT.GG
Mniger2 TC.C..A AA...A.C.A ...C.A.A.A T.TT..TCCC .CCA....AG .TTAAGTAA .T..A.CA.. TT.T.TCCT. AT...CACCT .TTT.TCATA CCTCTCT.GG
Mniger3 TC.C..A AA...A.C.A ...C.A.A.A T.TT..TCCC .CCA....AG .TTAAGTA. .T..A.CA.. TT.T.TCCT. AT...CACCT .TTT.TCATA CCTCTCT.GG
Mniger4 TC.C..A AA...A.C.A ...C.A.A.A T.TT..TCCC .CCA....AG ..TTAAGTAA .T..A.CA.. TT.T.TCCT. AT...CACCT .TTT.TCATA CCTCTCT.GG
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ANEXO A - Sitios variavei nos 1673pb dos haplétipos do gene mitocondrial citocromo b e regido controle
brasileiros. Foram variaveis 424 sitios, cujas posi¢des estdo indicadas na tabela

das seis espécies de crocodilianos

(Conclusdo)
Haplétipos Posicdes das mudangas nucleotidicas

11111111211 1112121211111 1111112120227 1121212111122 11111222171 11211111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111]

2222222222 2222222222 2333333333 3334444444 4444444444 5555555555 5555555555 5555555555 5556666666 6666]

2233333444 5555668999 9001111355 5690001134 5667888999 1111222333 3344444444 5555556666 6880012233 3334]

5901467038 0679259123 6033467605 6070140613 6674679345 2346789124 6801345789 0257891345 6234510625 6784]
P. palpebrosus 1 CGGGAATTTT TAAAGAAAAC AGCCACCAAC ACTTATGTCT TTCGTCCAAC ACGACACGCG TACCTCCCAA ACGTTCCCCC CTCTTGTTTT TTA-
P. palpebrosus e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e et et e -
P.palpebrosus 3 oo e i i i e e e e e e -
P.palpebrosus 4 - oo e i i e e eeae e e e -
P. trigonatus ) .To.CL -
P. trigonatus D e e e e e et et e e e e et e et e e .To.CL -
Potrigonatus 3 oo i i i e et te e e ..T..C.. -
Potrigonatus 4 oo it i i et et et et i e T .Covee -
C. crocodilus 1 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC.AC.CGAA AA-G
C. crocodilus 2 ATAAC.CCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC.AC.CGAA AA-C
C. crocodilus 3 ATAAC.CCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC.AC.CGAA AA-C
C. crocodilus 4 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC.AC.CGAA AA-C
C. yacare 1 ATAAC.CCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC.AC.CCAA AA-G
C. yacare 2 ATAAC.CCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC.AC.GCAA AA-C
C. yacare 3 ATAAC.CCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC.AC.GCAA AA-G
C. latirostris 1 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC..C.AGG. .ACG
C. latirostris 2 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC..C.AGG. .ACG
C. latirostris 3 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC..C.GGG. .ACG
C. latirostris 4 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC..C.AGG. .ACG
C. latirostris 5 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GC..C.AGG. .ACG
M. niger 1 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GG..G.ACA. .CG
M. niger 2 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GG..G.ACA. .CG
M. niger 3 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GG..G.ACA. .CG
M. niger 4 ATAACGCCCC AGCCAGGGCT CCTTTTGGTT TTCCCAACTC CCAACAACTT TAACGTTCTA CCTAGTAATC GGTCATTTTT GG..G.ACA. .CG
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ANEXO B — Matriz de distancia a partir da seqiiéncia do DNA mitocondrial das seis espécies de crocodilianos brasileiros, em negritos esta a distancia de Caiman
latirostris em relagdo aos outros Caimans e a Melanosuchus niger

AS1 AM1 PP3 PP2 PT1 PT1 PP4 PT2 PT3 PT4 CC2

CC3 CC4 CC1 CY1 CY2

CY3 CL1 CL2 CL3 CL4 CLS MN1 MN2

MN3

AS1

AM1 0.179

PP3 0.227 0.218

PP2 0.226 0.219 0.010

PP1 0.229 0.220 0.014 0.006

PT1 0.230 0.223 0.061 0.066 0.069

PP4 0.226 0.219 0.010 0.000 0.006 0.066

PT2 0.230 0.223 0.062 0.066 0.069 0.003 0.066

PT3 0.230 0.223 0.062 0.067 0.070 0.001 0.067 0.004

PT4 0.230 0.223 0.061 0.066 0.069 0.000 0.066 0.003 0.001

cC2 0.232 0.218 0.180 0.177 0.181 0.189 0.177 0.189 0.189 0.189

CC3 0.229 0.214 0.178 0.174 0.178 0.186 0.174 0.187 0.186 0.186 0.010

CC4 0.229 0.214 0.178 0.174 0.178 0.186 0.174 0.187 0.186 0.186 0.010 0.000

cc1 0.230 0.216 0.181 0.177 0.181 0.191 0.177 0.191 0.191 0.191 0.009 0.009 0.009

CY1 0.236 0.219 0.186 0.183 0.186 0.196 0.183 0.196 0.196 0.196 0.019 0.019 0.019 0.019

CY2 0.232 0.217 0.183 0.180 0.184 0.193 0.180 0.194 0.193 0.193 0.018 0.018 0.018 0.016 0.007

CY3 0.234 0.218 0.185 0.182 0.186 0.195 0.182 0.196 0.195 0.195 0.019 0.018 0.018 0.017 0.006 0.002

CL1 0.234 0.217 0.175 0.172 0.176 0.180 0.172 0.181 0.180 0.180 0.074 0.073 0.073 0.075 0.079 0.080 0.080

CL2 0.231 0.212 0.174 0.171 0.174 0.180 0.171 0.180 0.180 0.180 0.076 0.075 0.075 0.077 0.081 0.082 0.082 0.012

CL3 0.238 0.222 0.186 0.183 0.187 0.194 0.183 0.194 0.194 0.194 0.087 0.086 0.086 0.089 0.094 0.093 0.094 0.025 0.023

CL4 0.228 0.214 0.175 0.172 0.176 0.183 0.172 0.183 0.183 0.183 0.076 0.074 0.074 0.077 0.085 0.083 0.084 0.015 0.016 0.013

CLS 0.229 0.215 0.175 0.172 0.176 0.180 0.172 0.181 0.180 0.180 0.077 0.076 0.076 0.077 0.084 0.083 0.083 0.009 0.013 0.020 0.007

MN1 0.231 0.207 0.176 0.173 0.177 0.183 0.173 0.184 0.185 0.183 0.089 0.089 0.089 0.090 0.093 0.092 0.092 0.055 0.054 0.062 0.052 0.051

MN2 0.228 0.207 0.175 0.173 0.177 0.180 0.173 0.182 0.182 0.180 0.092 0.094 0.094 0.095 0.096 0.096 0.095 0.081 0.080 0.088 0.078 0.077 0.026

MN3 0.224 0.205 0.173 0.171 0.175 0.178 0.171 0.180 0.180 0.178 0.094 0.094 0.094 0.095 0.099 0.099 0.099 0.082 0.080 0.089 0.078 0.077 0.029 0.003
| MN4 0.226 0.207 0.174 0.172 0.176 0.180 0.172 0.181 0.181 0.180 0.092 0.092 0.092 0.093 0.097 0.097 0.096 0.079 0.078 0.087 0.076 0.075 0.028 0.003 0.004 |
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ANEXO C - Sitios variaveis nos 625pb dos haplétipos do
gene C-mos das seis espécies de crocodilianos

brasileiros.

Foram variaveis 15 sitios, cujas

posicdes estdo indicadas na tabela

Haplétipos Posicdes das mudancas
nucleotidicas
124 55566
23367302 08902
5612573390 03662
M. niger 1 AACGCCAGAA AGGGG
M. niger2 ... o,
M. niger 3 Toiioen o
C. latirostris 1 TT..... G G..A
C. latirostris 2 TT..... G G..A
C. latirostris 3 TT..... G ...A.
C.crocodilus1 . .... T.A.G ..A..
C. crocodilus2 ... .. T...G G.A..
C. crocodilus3  ..... T.A.G ..A..
C. yacare 1 T.T...G G.A..
C. yacare 2 T.T...G G.A..
C. yacare 3 .T.T...G G.A..
P. palpebrosus 1 GGTTG.G.G. CC
P. palpebrosus 2 GGTTG.G.G. CC
P. palpebrosus 3 GGTTG.G.G. CC...
P. trigonatus 1 GG..G.G.G. CC..A
P. trigonatus 2 GG..G.G.G. CC..A
P. trigonatus 3 GG..G.G.G. CC..A

ANEXO D - Matriz de distancia a partir da seqiiéncia do gene C-mos das seis espécies de crocodilianos brasileiros,
em negritos esta a distancia de Caiman latirostris em relagdo aos outros Caimans e a Melanosuchus

niger.

MNI1

MN2 MN3 CL1 CL2 CL3

CCl _CcC2

CC3 CYl CY2 CY3 PPl PP2 PP3 PTI PT2 PT3

MNI1
MN2
MN3
CL1
CL2
CL3
CCl1
CcC2
CC3
CYl1
CY2
CY3
PP1
PP2
PP3
PT1
PT2
PT3
AS

0.002
0.002
0.006
0.006
0.005
0.008
0.008
0.008
0.010
0.010
0.010
0.023
0.023
0.023
0.021

0.003

0.008 0.005

0.008 0.005 0.000

0.006 0.003 0.002 0.002
0.010 0.010 0.011 0.011
0.010 0.010 0.008 0.008
0.010 0.010 0.011 0.011
0.011 0.011 0.006 0.006
0.011 0.011 0.006 0.006
0.011 0.011 0.006 0.006
0.021 0.021 0.021 0.021
0.021 0.021 0.021 0.021
0.021 0.021 0.021 0.021
0.020 0.023 0.026 0.026

0.010

0.010 0.003
0.010 0.000
0.008 0.005
0.008 0.005
0.008 0.005
0.021 0.028
0.021 0.028 0.026
0.021 0.028 0.026
0.026 0.026 0.025

0.003
0.002
0.002
0.002
0.026

0.005

0.005 0.000

0.005 0.000 0.000

0.028 0.025 0.025 0.025

0.028 0.025 0.025 0.025 0.000

0.028 0.025 0.025 0.025 0.000 0.000
0.026 0.028 0.028 0.028 0.005 0.005 0.005

0.021 0.020 0.023 0.026 0.026 0.026 0.026 0.025 0.026 0.028 0.028 0.028 0.005 0.005 0.005 0.00
0.021 0.020 0.023 0.026 0.026 0.026 0.026 0.025 0.026 0.028 0.028 0.028 0.005 0.005 0.005 0.00 0.00
0.035 0.035 0.035 0.035 0.035 0.035 0.037 0.037 0.037 0.039 0.039 0.039 0.039 0.039 0.039 0.04 0.04 0.04




ANEXO E - Freqiiéncia de alelos. n = namero de individuos amostrados. (AL) Alagoas; (RS) Rio Grande do Sul; (IC)
Ilha do Cardoso; (RN) Rio Grande do Norte; (PB) Paraiba; (POA) Porto de Areia; (PT) Pantanal; (CH)

Charqueada; (DUF) Dura Flora; MS, Mato Grosso do Sul;CUB, Cubatio; CaT Cativeiro

Locus

AL
n=25

RS

IC

n=17 n=9

RN
n=>5

PB
n=12

POA PT CH DUF
n=20 n=12 n=23

n=9

MS CUB CAT

n=10

n=25

n=6

Amin08

p:
p: 2 0.000
p: 3 0.980
p: 4 0.020

1

0.000

0.000
0.000
1.000
0.000

0.000
0.000
0.944
0.056

0.000
0.000
0.700
0.300

0.000
0.000
0.542
0.458

0.000
0.000
0.778
0.222

0.000
0.000
0.300
0.700

0.000
0.000
0.500
0.500

0.000
0.000
0.978
0.022

1.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.100
0.900
0.000

0.000
0.000
0.667
0.333

Aminll

i

=

1

[cBEN o) NNV, IR EN VS N (S }

9
10
11

0.000
0.000
0.040
0.040
0.340
0.080
0.060
0.440
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.500
0.000
0.000
0.000
0.056
0.222
0.222
0.000
0.000
0.000

0.000
0.100
0.000
0.000
0.100
0.200
0.500
0.100
0.000
0.000
0.000

0.083
0.042
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
0.792
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.222
0.278
0.000
0.500
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.025
0.000
0.000
0.525
0.000
0.350
0.100
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.375
0.458
0.000
0.042
0.000

0.000
0.000
0.000
0.109
0.326
0.022
0.174
0.370
0.000
0.000
0.000

0.000
0.100
0.100
0.200
0.050
0.000
0.050
0.000
0.500

0.000

0.000

0.000
0.480
0.260
0.040
0.020
0.100
0.080
0.000
0.000
0.000
0.020

0.000
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000

0.000

0.000

Amiul3

1

0NNk W

9

10
11
12
13
14
15
16
17
18

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.020
0.040
0.000
0.000
0.000
0.000
0.060
0.000
0.000
0.800
0.060
0.020
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.147
0.088
0.000
0.000
0.118
0.294
0.324
0.000
0.000
0.029
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.056
0.056
0.000
0.222
0.000
0.056
0.000
0.000
0.056
0.000
0.000
0.500
0.056
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.100
0.000
0.200
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.100
0.000
0.200
0.200
0.100
0.100
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.042
0.000
0.125
0.000
0.000
0.042
0.000
0.125
0.000
0.000
0.417
0.083
0.083
0.083

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.222
0.000
0.000
0.000
0.778
0.000

0.025
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.475
0.000
0.000
0.225
0.050
0.050
0.000
0.000
0.000
0.175
0.000

0.042
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
0.250
0.125
0.042
0.083
0.250
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.043
0.065
0.109
0.674
0.065
0.043
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.050
0.050
0.000
0.050
0.100
0.050
0.200
0.000
0.050
0.000
0.400
0.050

0.000
0.000
0.020
0.080
0.020
0.020
0.500
0.280
0.020
0.000
0.020
0.000
0.000
0.000
0.040
0.000
0.000
0.000

0.000
0.083
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
0.000
0.083
0.167
0.000
0.167
0.000
0.250
0.167
0.000
0.000

iu20

m

1

[c BN o) WV, I EN VS I (S }

11
12
13
14
15
16
17
18
19

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.020
0.000
0.560
0.060
0.000
0.000
0.000
0.000
0.020
0.000
0.320
0.020
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.529
0.000
0.088
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.059
0.324
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.833
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.167
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.300
0.200
0.300
0.200
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
0.583
0.250
0.083
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.056
0.000
0.000
0.444
0.167
0.000
0.111
0.000
0.000
0.167
0.000
0.000
0.000
0.000
0.056
0.000
0.000

0.026
0.026
0.000
0.000
0.000
0.053
0.211
0.000
0.000
0.000
0.000
0.237
0.026
0.000
0.000
0.368
0.053
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.364
0.091
0.045
0.000
0.045
0.045
0.000
0.045
0.000
0.273
0.091
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.023
0.000
0.182
0.500
0.068
0.023
0.000
0.000
0.000
0.000
0.136
0.023
0.000
0.000
0.000
0.045

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.100
0.450
0.000
0.000
0.000
0.000
0.150
0.050
0.100
0.050
0.100
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.060
0.000
0.120
0.700
0.040
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.080
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
0.500
0.000
0.000
0.083
0.000
0.083
0.000
0.083
0.083
0.000
0.000
0.083
0.000
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ANEXO E - Freqiiéncia de alelos. n = namero de individuos amostrados. (AL) Alagoas; (RS) Rio Grande do Sul; (IC)
Ilha do Cardoso; (RN) Rio Grande do Norte; (PB) Paraiba; (POA) Porto de Areia; (PT) Pantanal; (CH)
Charqueada; (DUF) Dura Flora; MS, Mato Grosso do Sul;CUB, Cubatio; CaT Cativeiro

(continuagdo)

AL RS IC RN PB POA PT CHA DUF MS CUB CAT

Locus n=25 n=17 n=9 n=5 n=12 n=9 n=20 n=12 n=23 n=10 n=25 n=6
Clau02
: 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.167
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.167 0.050 0.208 0.804 0.000 0.000 0.167
0.120 0.735 0.000 0.000 0.208 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.240 0.265 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.083 0.022 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.167 0.000 0.000 0.109 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.100 0.083 0.667 0.600 0.167 0.000 0.200 0.000 0.417
0.000 0.000 0.000 0.000 0.083 0.000 0.175 0.542 0.065 0.000 0.000 0.167
0.080 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125 0.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000
11 0.000 0.000 0.000 0.300 0.292 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
12 0.000 0.000 0.000 0.200 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
13 0.000 0.000 0.000 0.300 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
14 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.060 0.000
15 0.120 0.000 0.000 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.140 0.000
16 0.000 0.000 0.000 0.100 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
17 0.300 0.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.200 0.000
18 0.100 0.000 0.222 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.180 0.000
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.400 0.000 0.083
20 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
21 0.000 0.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.320 0.000
22 0.000 0.000 0.111 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
23 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.175 0.000 0.000 0.000 0.040 0.000
24 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.150 0.000 0.000

lau05

1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.060 0.000
0.120 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040 0.083
0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.680 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.400 0.292 0.000 0.000 0.042 0.000 0.050 0.000 0.000
0.420 0.118 0.000 0.200 0.083 0.000 0.050 0.000 0.000 0.050 0.020 0.167
9 0.180 0.000 0.056 0.000 0.000 0.444 0.325 0.083 0.364 0.550 0.060 0.083
10 0.060 0.000 0.000 0.000 0.333 0.278 0.000 0.042 0.000 0.000 0.040 0.167
11 0.120 0.559 0.000 0.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.500 0.050 0.000 0.167
12 0.000 0.265 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000
13 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.550 0.792 0.000 0.000 0.000 0.000
14 0.060 0.000 0.056 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
15 0.000 0.000 0.222 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.136 0.000 0.060 0.083
16 0.040 0.059 0.000 0.100 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
17 0.000 0.000 0.000 0.300 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
18 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.083
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.111 0.025 0.042 0.000 0.100 0.000 0.000
21 0.000 0.000 0.056 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000
23 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.083
24 0.000 0.000 0.111 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.083
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ANEXO E - Freqiiéncia de alelos. n = nimero de individuos amostrados. (AL) Alagoas; (RS) Ri
Grande do Sul; (IC) Ilha do Cardoso; (RN) Rio Grande do Norte; (PB) Paraib:
(POA) Porto de Areia; (PT) Pantanal; (CH) Charqueada; (DUF) Dura Flora; Mt

Mato Grosso do Sul;CUB, Cubatio; CaT Cativeiro

(continuagdo)

Locus

AL
n=25

RS

1C

n=17 n=9

RN
n=>5

PB
n=12

POA
n=9

PT CHA DUF
n=20 n=12

n=23

MS CUB CAT

n=10

n=25

n=6
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Clau
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9

10
11
12
13
14
15
16

0.020
0.020
0.000
0.000
0.000
0.000
0.300
0.040
0.440
0.020
0.100
0.020
0.040
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.176
0.735
0.088
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.444
0.000
0.000
0.556
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.200
0.800
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.042
0.958
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.278
0.000
0.000
0.389
0.000
0.333
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.400
0.450
0.025
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.042
0.375
0.042
0.000
0.375
0.167
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.109
0.370
0.000
0.043
0.478
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.100
0.050
0.050
0.000
0.450
0.250
0.050
0.050
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.860
0.000
0.140
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.250
0.000
0.583
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.167

Locus

AL
n=25

RS
n=17

IC
n=9

RN
n=5

PB
n=12

POA
n=9

PT
n=20

CHA
n=12

DUF
n=23

MS
n=10

CUB
n=25

CAT
n=6

07

Clau
p:

1

0.160
0.480
0.360
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.559
0.000
0.000
0.176
0.000
0.265
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.111
0.889
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.400
0.000
0.000
0.000
0.600
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.458
0.000
0.000
0.000
0.542
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.056
0.000
0.000
0.000
0.111
0.000
0.333
0.056
0.056
0.000
0.278
0.111
0.000
0.000

0.050
0.000
0.000
0.000
0.525
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.375
0.000
0.050
0.000

0.458
0.000
0.000
0.000
0.167
0.000
0.292
0.000
0.000
0.042
0.042
0.000
0.000
0.000

0.217
0.000
0.000
0.000
0.000
0.043
0.630
0.000
0.000
0.022
0.065
0.022
0.000
0.000

0.450
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.550
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.920
0.000
0.080
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.250
0.000
0.000
0.000
0.083
0.000
0.583
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
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0.180
0.560
0.000
0.000
0.040
0.180
0.000
0.000
0.000
0.040
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.529
0.000
0.000
0.000
0.206
0.000
0.029
0.029
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.206
0.000

0.000
0.000
0.222
0.000
0.278
0.000
0.000
0.056
0.000
0.000
0.000
0.444
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.700
0.000
0.000
0.000
0.200
0.000
0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.750
0.000
0.000
0.083
0.042
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.250
0.500
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.325
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.025
0.000
0.025
0.000
0.025
0.300
0.175
0.100
0.000
0.000
0.025

0.292
0.000
0.000
0.000
0.042
0.000
0.083
0.000
0.042
0.042
0.000
0.250
0.000
0.250
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.522
0.000
0.000
0.000
0.022
0.174
0.000
0.043
0.239
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.050
0.050
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.150
0.000
0.000
0.000
0.050
0.150
0.050
0.000
0.000
0.000

0.100
0.000
0.360
0.020
0.520
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.083
0.000
0.000
0.083
0.250
0.000
0.000
0.083
0.250
0.000
0.000
0.083
0.083
0.000
0.083
0.000
0.000
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ANEXO E - Freqiiéncia de alelos. n = namero de individuos amostrados. (AL) Alagoas; (RS) Rio Grande do Sul; (IC)
Ilha do Cardoso; (RN) Rio Grande do Norte; (PB) Paraiba; (POA) Porto de Areia; (PT) Pantanal; (CH)

Charqueada; (DUF) Dura Flora; MS, Mato Grosso do Sul;CUB, Cubatdo; CaT Cativeiro

(conclusio)

Clap09

1
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0.120
0.140
0.280
0.020
0.040
0.040
0.020
0.040
0.040
0.040
0.000
0.100
0.120
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.088
0.029
0.206
0.000
0.000
0.059
0.029
0.000
0.059
0.000
0.176
0.059
0.000
0.000
0.000
0.176
0.088
0.029
0.000

0.444
0.056
0.056
0.000
0.000
0.000
0.056
0.111
0.222
0.000
0.000
0.000
0.056
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.100
0.000
0.200
0.000
0.000
0.100
0.300
0.200
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.167
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.208
0.000
0.333
0.125
0.000
0.000
0.000
0.042
0.000
0.125
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000
0.500
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.575
0.075
0.225
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.542
0.000
0.208
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.239
0.000
0.261
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.050
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.050
0.000
0.000
0.000
0.250
0.000
0.400
0.000
0.150
0.100

0.420
0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
0.080
0.080
0.020
0.000
0.240
0.000
0.000
0.000
0.040
0.000
0.020
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.250
0.000
0.417
0.000
0.000
0.000
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.120
0.580
0.140
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.020
0.140
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.147
0.000
0.118
0.559
0.147
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.029
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.111
0.000
0.056
0.222
0.056
0.111
0.222
0.222

0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
0.200
0.700
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000

0.083

0.167

0.583

0.167

0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.056
0.000
0.000
0.389
0.056
0.000
0.278
0.000
0.000
0.000
0.222
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.025
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.100
0.250
0.400
0.025
0.050
0.000
0.000
0.025
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000

0.000

0.458

0.083

0.000

0.000

0.000
0.000
0.000
0.042
0.000
0.375
0.042
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.196
0.000
0.022
0.152
0.022
0.000
0.130
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.087
0.370
0.022
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.050
0.000
0.000
0.000
0.150
0.100
0.250
0.150
0.000
0.000
0.000
0.150
0.000
0.050
0.000
0.000
0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.020
0.000
0.000
0.000
0.000
0.040
0.000
0.120
0.220
0.000
0.240
0.240
0.000
0.000
0.080
0.040

0.000
0.000
0.083
0.083
0.000
0.167
0.500
0.083
0.000
0.083
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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