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Sinopse:

Dezoito populacdes de crocodilianos da Amazonia (nove de Melanosuchus niger e nove
de Caiman crocodilus) foram analisadas para se identificar padrdes espaciais e temporais
da variabilidade genética. Tais andlises incluiram freqiéncia génica e nucleotidica,
AMOVA, Fstatiscs, testes de neutralidade seletiva de mutacoes, teste de Mantel e analise
do agrupamento de clados (NCPA). Todos estes testes foram feitos a partir da variacao
na freqiéncia dos haplotipos do gene mitocondrial citocromo b e revelaram padrdes
semelhantes nas duas espécies. Observou-se elevada diversidade haplotipica, baixa
diversidade nucleotidica, crescimento populacional e fragmentacdo entre as populacdes
de drenagens fora da bacia Amazoénica em relacédo as populagcdes desta bacia. Isolamento
por distancia foi detectado nas populacdes de M. niger. Houve diferenciacdo genética
entre algumas populacdes de ambas as espécies, quantificada pelo indice de pairwise F;.
Estes resultados podem fornecer subsidios para um manejo e/ou conservacdo mais

eficaz.
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RESUMO

Os crocodilianos Amazénicos sédo incluidos em trés géneros, Caiman, Melanosuchus
e Paleosuchus. Dentro destes, duas espécies merecem atencao especial porque foram
muito exploradas em décadas passadas e hoje passam por uma recuperacao populacional,
0 jacaré-tinga (Caiman crocodilus) e o jacaré-acu (Melanosuchus niger), que sao 0s
crocodilianos mais abundantes da Amazonia brasileira. Esta pesquisa foi realizada com o
objetivo de quantificar o grau de variabilidade genética e estrutura populacional dos
crocodilianos M. niger e C. crocodilus, através de um marcador de linhagem materna (gene
mitocondrial citocromo b), e desta forma, contribuir com informacdées que possam ser
utilizadas em futuros planejamentos para a conservacao e o manejo destas espécies. Com
base nas analises de aproximadamente 1.080 pares de bases obtidas para um total de 125
individuos de C. crocodilus e 132 de M. niger provenientes de 9 e 11 localidades
respectivamente, em diferentes regides da Amazonia Brasileira, Peru, Equador e Guiana
Francesa, foi possivel identificar padrbes genéticos biogeograficos. Os resultados
demonstram que algumas populacbes de ambas as espécies estdo em expansao
populacional mostrando um numero relativamente grande de haplétipos Unicos. Ambas as
espécies apresentaram elevada diversidade génica e baixa diversidade nucleotidica. As
analises de clados agrupados indicaram expansao, colonizacdo a longa distancia e
fragmentacdo no passado, como possiveis eventos historico-demograficos em populacdes
de C. crocodilus. Em M. niger, os dados nado foram conclusivos para identificar possiveis
eventos historicos. Entretanto, possibilitaram identificar a existéncia de correlacdo entre

divergéncia genética e distancia geografica. Esta correlacdo também foi identificada pelo



teste de Mantel, indicando isolamento por distancia em M. niger e pelos valores
significativos de pairwise Fs que confirmaram a ocorréncia de fragmentagdo. Esta
fragmentacdo foi identificada entre as populacbes oriundas de rios que desagua
diretamente nas drenagens do oceano Atlantico em relacdo as populagbes da bacia
Amazbnica, entretanto, dentro da bacia Amazbnica algumas populacbes também
apresentaram estrutura genética populacional, como por exemplo, a populacdo de M. niger
do rio Napo. As populacdes da Guiana Francesa e do Estado do Amapa representam

potenciais unidades evolutivas diferenciadas das populagdes da bacia Amazonica.



ABSTRACT

The Amazonian crocodilians are included in three genera, Caiman, Melanosuchus and
Paleosuchus. Within these genera, two species deserve special attention because they
were overexploited in past decades; these are the black caiman (Melanosuchus niger) and
spectacled caiman (Caiman crocodilus), the two more abundant crocodilians in the Brazilian
Amazon. The objective of this research was to quantify the degree of genetic variability and
population structure of the black caiman and the spectacled caiman using a matrilineal
marker (mitochondrial gene cytochrome b), which to contribute information that can be used
for management and for conservation of these species. Approximately 1080 bp were
sequenced for a total of 125 individuals of C. crocodilus and 132 of M. niger representing 9
and 11 localities of each species, respectively. Sampling localities were distributed
throughout the Brazilian Amazon, as well as Peru, Ecuador and French Guyana. Results of
population genetic analyses demonstrate that some populations of both species are in a
process of a demographic expansion shown by a relatively greater number of singleton
haplotypes. Both species have high gene diversity but low nucleotide diversity. The Nested
Clade Phylogeographical Analysis indicated range expansion, long-distance colonization
and past fragmentation as possible historic-demographic event C. crocodilus populations.
NCPA results for M. niger showed no significant historical events. However, in M. niger a
significant correlation between genetic divergence and geographic distance also was
identified by the Mantel test, indicating isolation by distance. The isolated populations of the
Atlantic drainages potentially represent evolutionary units differentiated from the Amazon

basin populations.
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1- INTRODUCAO

1.1- HISTORIA NATURAL DE CROCODILIANOS AMAZONICOS

Os crocodilianos sao considerados “fésseis vivos” por apresentarem
caracteristicas atuais muito similares as de seus ancestrais e formam, juntamente com
as aves, 0s Unicos descendentes de um grupo ancestral conhecido como Archosauria,
representado por répteis que dominaram as comunidades terrestres do planeta na Era
Mesozdica (245 a 65 milhGes de anos atras).

Atualmente sao reconhecidos apenas 8 géneros e 23 espécies viventes que sao
divididas nas Familias Crocodylidae, Alligatoridae e Gavialidae, pertencentes a
subordem Eusuchia. Estas familias foram separadas pelo menos desde o Mioceno
(Steel, 1973), formando um grupo pequeno e relativamente homogéneo de répteis
caracterizados pelo tamanho corporal grande, longo periodo de tempo para
maturidade, vida reprodutiva relativamente longa, oviparidade, um ou poucos ninhos
por ano e distribuicao tropical e subtropical (Ferguson, 1985).

As cinco espécies de crocodilianos que ocorrem no Brasil pertencem a Familia
Alligatoridae, popularmente chamadas de jacarés (Carvalho, 1951; Magnusson, 1985),
Caiman crocodilus, Melanosuchus niger, Paleosuchus trigonatus, Paleosuchus
palpebrosus e Caiman latirostris. Destas, apenas Caiman latirostris ndo ocorre na
Amazobnia. Alguns autores consideram seis espécies brasileiras, elevando o status de
Caiman crocodilus yacare (King e Burke, 1989) ao nivel especifico Caiman yacare,
primeiramente proposto por Daudin (1802).

Existe uma falta de analises sistematicas no género Caiman (Busack e Pandya,
2001), que atualmente compreende cinco taxa reconhecidos associados a Caiman
crocodilus: C. c. apaporiensis (Medem, 1955), C. c. chiapasius (Bocourt, 1976), C. c.

crocodilus (Linnaeus, 1758), C. c. fuscus (Cope, 1868), e C. c. yacare (King e Burke,



1989). Na regido Amazébnica, ocorrem todas estas subespécies acima citadas, exceto
C. c. chiapasius possui distribuicdo ampla, alcancando o sul do México e C. c. fuscus.
A espécie C. yacare se distribui até o norte da Argentina.

O Caiman crocodilus crocodilus (Fig. 01) é a subespécie com maior distribuicao
geogréfica na Amazonia (drea 3 da Fig. 03), onde é popularmente conhecido como
jacaré-tinga. Esta classificacdo em subespécies ndo € aceita por ser irreal, segundo

alguns pesquisadores (Busack e Pandya, 2001).

Figura 01- Filhotes de jacaré-tinga - C. crocodilus. Fotografia: Luis Claudio Marigo

O jacaré-tinga pode alcancar 2,5 metros de comprimento total, e pode atingir
maturacao sexual com 3 a 4 anos de idade (Staton e Dixon, 1977), bem menos tempo
gue os outros crocodilianos, que requerem mais de 9 anos para as fémeas alcancarem
a maturidade sexual. Exceto o Alligator mississipiensis que pode alcancar tamanho
reprodutivo em idade similar ao C. crocodilus (Brisbin, 1988).

O género Melanosuchus compreende apenas a espécie Melanosuchus niger

(Spix, 1825), conhecido popularmente na regido Amazbnica como jacaré-acu. A



espécie constitui o maior membro da familia Alligatoridae e o maior predador da
Ameérica Continental podendo alcan¢ar mais de cinco metros de comprimento (Medem,
1983).

Tanto o jacaré-tinga quanto o jacaré-acu sao considerados animais oportunistas
e generalistas em seus habitos alimentares porque consomem uma ampla variedade
de presas e apresentam dietas bem diversificadas e geralmente similares (Magnusson

et al., 1987).

1.2 - DISTRIBUIGAO E ABUNDANCIA DE Caiman crocodilus E Melanosuchus niger

O jacaré-tinga (Fig. 01) e o jacarée-acu (Fig. 02) sdo os jacarés de maior
densidade demografica nas florestas alagaveis (varzeas e igapos) da Amazlnia
brasileira e suas respectivas areas de abrangéncia constam nas figuras 02 e 06.

O Caiman crocodilus habita a bacia amazonica, incluindo o rio Amazonas e seus
tributarios, em elevacdes aproximadamente abaixo de 600 m, em rios, pequenos lagos
artificiais, igarapés, e outros corpos d’agua (Brazaitis, Rebélo e Yamashita, 1996). Esta
espécie possui ampla distribuicdo, que vai do sul do México até o norte da Argentina,
incluindo a bacia do rio Orinoco (Venezuela), bacia Amazbnica, Coldmbia, Bolivia,
Brasil e Peru (Ross, 1998) e por varios outros paises americanos. Foi introduzida em
Cuba, Porto Rico e Estados Unidos. Caiman crocodilus crocodilus distribui-se através
da drenagem do rio Orinoco, Venezuela, da Colémbia até o norte do Brasil e leste da
Bolivia e Peru (area 3 da Fig. 02).

O Melanosuchus niger distribui-se por basicamente toda a bacia Amazénica (Fig.
06), incluindo Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Peru, e algumas areas das Guianas
(Ross, 1998).

Estes dois crocodilianos ocupam microhabitats distintos. O M. niger € mais



comum em lagos e locais mais fundos (Rebélo e Lugli, 2001), enquanto C. crocodilus é
mais generalista quanto ao uso do habitat e costuma ser mais encontrado em areas
rasas ou em capinzais nos maiores rios, lagos e paranas da Amazénia (Magnusson,
1985).

Estudos realizados no Parque Nacional do Jau (Amazonas/Brasil) em 1993 e
1996 confirmam a presenca de C. crocodilus e M. niger, principalmente em lagos e rios,
contudo, estas espécies também habitam em riachos. Nestes estudos pesquisadores
identificaram 290 individuos, sendo 69% de Caiman crocodilus, 14% de Melanosuchus
niger, 12% de Paleosuchus trigonatus e 4% de Paleosuchus palpebrosus (Rebélo e

Lugli, 2001).

Figura 02- Captura de M. niger. Fotografia: Luis Claudio Marigo
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Figura 03- Distribuicdo geogréafica de Caiman crocodilus e Caiman yacare (Busack e Pandya
2001): C. c. chipasius (1); C. c. fuscus (2); C. c. crocodilus (3); C. yacare (4); e C.
c. apaporiensis (5). Na area 6 ocorrem C. c. crocodilus e C. yacare. Este trabalho
concentrou-se na area 3.

1.3- CARACTERISTICAS GERAIS DA PESCA E COMERCIALIZAGAO DE CROCODILIANOS NA
AMAZONIA.

Os crocodilianos pertencem a um dos grupos faunisticos de maior valor
econdmico mundial e estdo tradicionalmente sujeitos as mais variadas formas de
manejo, legais ou ilegais. A utilizacdo de crocodilianos ocorre, principalmente por seus
ovos, carne, couro e dentes, que sao utilizados na alimentacdo ou como adornos por

humanos modernos e aborigines, além da gordura, que os ribeirinhos de algumas



regides da Amazonia usam na medicina popular contra reumatismo (Santino Mendes,
comunicacao pessoal).

A caca comercial de M. niger para obtencéo do couro comec¢ou na década de 30
(Smith, 1980; Medem, 1983). Os couros eram exportados para a Europa e os Estados
Unidos, tornando-se mais intensa do inicio da década de 50 (Fittkau, 1970) até o final
da década de 70 e inicio dos anos 80 (Smith, 1980; Rebélo e Magnusson, 1983).
Houve superexploracédo inicialmente de M. niger por produzir um couro de qualidade
superior em relagdo aos outros jacarés do Brasil, sendo pouco ossificado. O couro dos
jacarés € usado como matéria-prima para a confec¢do de sapatos, cintos, bolsas e
outros artefatos de couro. A espécie M. niger foi a espécie amazo6nica mais afetada por
este comércio (Plotkin et al., 1983), tornando-se bastante rara entre 1970 a 1989,
apenas aproximadamente 10% dos couros de jacarés confiscados no Brasil pertenciam
a esta espécie nestas duas décadas (Rebélo e Magnusson, 1983). A exploracéao de C.
crocodilus para comercializacdo de couro também foi intensa e, entre 1960 e 1969,
mais de 1,5 milhdes de peles foram exportadas legalmente da Amazoénia Brasileira
(Smith, 1980).

Estudos realizados na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua
(Amazonas/Brasil), mostraram que, nos ultimos anos, a exploracdo dessas espécies
ocorreu mais para obtencéo de carne do que de couro. O impacto provocado pela caca
por carne é diferente daquele provocado pela exploracdo do couro. A cacga pelo couro
reduz significativamente as populacdes de jacaré e a caca para obtencédo de carne,
nao. Isto ocorre por que ao contrario dos altos precos alcancados pelo couro no
mercado internacional, a carne, de menor valor, tornou-se mais uma fonte de
subsisténcia com poucos lucros quando comercializada no Brasil ou no exterior (Da
Silveira e Thorbjarnarson, 1999). A carne salgada é vendida na Colémbia e no estado

do Para, sendo muitas vezes misturada com pirarucu (Arapaima gigas) (Da Silveira e



Thorbjarnarson, 1999). Outro fato que contribui para a diminuicdo significativa das
populagBes naturais de crocodilianos utilizados na induUstria do couro pode ser
relacionado a idade dos individuos abatidos. Para se obter couro de qualidade (menos
ossificado) é necesséario abater individuos jovens, que ainda ndo alcancaram idade
reprodutiva (Rebélo, comunicacao pessoal).

Em estudos realizados no Parque Nacional do Jau (Amazonas/Brasil),
pesquisadores concluiram que a pressao da caca e a alteracdo ou perda de habitat
naquele local, ndo estdo tdo evidentes devido a ampla recuperacao das populacdes
(Rebélo e Lugli, 2001).

Informagbes mais recentes (Ronis da Silveira, comunicacdo pessoal) relatam
gue em algumas comunidades ribeirinhas da Amazonia, pescadores utilizam carne de
jacarés e botos como isca para pegar piracatinga (Calophysus macropterus), um bagre
necrofago presente nos rios de agua doce, que possui carne menos nutritiva que dos
jacarés. Os precos da carne de jacarés e piracatingas no mercado na regidao do
Solimdes séo iguais, ocorrendo entdo o desperdicio da carne e da pele dos jacarés

abatidos, que segundo o pesquisador Ronis da Silveira, sdo cerca de 8 mil por ano.

1.3.1- Status de Conservacdo em M. niger e C. crocodilus

No Brasil, 0 uso da fauna, incluindo os jacarés, foi proibido totalmente em 1967
(Lei N° 5.197). No entanto, a exploracao ilegal para obtencédo de peles de jacarés na
Amazobnia estendeu-se até o inicio dos anos 80.

O Melanosuchus (Fig. 03) esteve recentemente na Lista Vermelha de Espécies
Ameacadas de Extincdo da IUCN (Unido Internacional para Conservacao da Natureza)
e na lista oficial da fauna em extingdo do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente

e Recursos Renovaveis). Atualmente, consta na lista de espécies ameacadas da IUCN
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na categoria de baixo risco, mas dependente de conservacdo, tdxon-especifico ou
hébitat-especifico. Consta também no Apéndice | do CITES (Convencdo sobre o
Comércio Internacional de Espécies da Flora e da Fauna Selvagens em Perigo de
Extincdo) o que proibe a comercializacdo internacional de M. niger. As principais
ameacas para esta espécie atualmente sdo a perda de habitat e a caca ilegal.

Caiman crocodilus, apesar da caca, ndo esteve na lista vermelha de espécies
ameacadas da IUCN e atualmente consta apenas no apéndice Il do CITES, o que
permite sua comercializa¢do internacional. Entretanto, é preciso considerar que cada

pais possui uma legislagéo propria.

1.4 — GENETICA COMO FERRAMENTA UTIL NO ESTUDO DA BIODIVERSIDADE

O objetivo central da Genética da Conservacdo é o estudo da biodiversidade
molecular nas populacdes naturais das espécies sob impacto antropogénico (Solé-
Cava, 2001). A Genética da Conservacéo foi criada ha cerca de 23 anos e tornou-se
muito Gtil na medida em que o0s geneticistas melhor compreenderam os problemas
enfrentados pelos conservacionistas, que por sua vez, compreenderam melhor o
potencial que marcadores genéticos tém para a abordagem de seus problemas (Solé-
Cava, 2001).

Para conservar a diversidade genética de uma populacdo € necessario
considerar os efeitos da mutacdo, migracdo, deriva genética, selecdo e todas as
mudancas que atuam sobre a diversidade genética de maneira integrada. O balanco
das forcas que mantém a diversidade genética difere entre populacGes grandes e
populacdes pequenas. A Selecdo, por exemplo, possui maior impacto em populacdes
grandes do que em populacbes pequenas, enquanto que a deriva genética possui

papel importante em populagdes pequenas (Frankham et al., 2002).



A perda da diversidade genética pode levar populagfes ou espécies a extingao
devido a perda de alelos e reducdo da heterozigosidade. A estratégia para conservar a
variacao genética nas espécies depende do nivel da estruturacéo genética, ou seja, do
padréo de distribuicdo espacial de diferencas genéticas entre as populacfes de uma
espécie. Dados sobre o fluxo génico, diversidade genética e niveis de estrutura das
populacdes naturais podem fornecer informagfes importantes para se diagnosticar
possiveis populacBes fragmentadas e orientar planos de translocacédo e reintroducdo
de individuos com a finalidade de se evitar a depressdo por endocruzamento
(Frankham et al., 2002). Outro aspecto € a identificacdo de unidades de manejo a partir
do grau de fragmentacdo e taxas de fluxo génico dentro e entre populacdes, que
podem ser consideradas unidades evolutivas significantes (UES), constituindo
prioridades no manejo e na conservacao genética de populagcdes naturais (Crandall et
al., 2000).

As implicacdes desse tipo de analise para estudos de conservacdo sdo muito
importantes: se uma espécie ocupa uma determinada area e apresenta estrutura
populacional (ou seja, diferenciacdo genética), a estratégia de conservacdo deve
procurar preservar a diversidade da espécie naquela area, pois ja podem existir
adaptacoes locais acumuladas que se perderiam no caso de a populagcédo ser misturada
com outras. Por outro lado, se as populacbes da espécie sdo homogéneas ao longo de
toda sua area de ocorréncia, entdo é viavel concentrar a protecdo da espécie em
apenas uma area, usando individuos dessa area para recolonizacdo das outras quando
necessario (Haig, 1998). Neste caso, assume-se que existem conexdes demograficas
ou genéticas entre as popula¢cdes geograficamente distanciadas, através de individuos
migrantes. Quando uma espécie encontra-se subdividida geograficamente em varias
populacdes diferenciadas (demes), conectadas por individuos migrantes, isto pode

definir uma metapopulacdo, ou seja, uma populagdo de populacdes flutuantes no



tempo (Wells e Richmond,1995). Desta maneira, para estudos de recolonizacdo ou
conservacao de espécies ameacgadas deve ser levado em consideracdo ndo a espécie,
mas as unidades de manejo, que sédo subpopulacdes diferenciadas geneticamente
(Berg et al., 1996).

O estudo das estruturas populacionais através de técnicas moleculares talvez
seja a parte mais importante da genética da conservacdo e tém sido util tanto no
estudo de populagcbes exploradas comercialmente (ou seja, abundantes, mas com
riscos populacionais devido a superexploracdo), como nas espécies ja ameacadas de

extincao (Solé-Cava, 2001).

1.4.1- Uso de DNA mitocondrial em estudos genéticos

Marcadores moleculares tém sido amplamente empregados para estimar
parametros de genética de populacdes de relevancia para a conservacado bioldgica,
assim como o grau de heterozigose dentro e entre populacdes, fluxo génico entre
populacdes e a distingcdo genética de unidades taxonémicas.

Entre os marcadores de DNA mais utilizados nos ultimos anos para estudar os
niveis e padrdes de distribuicdo de variabilidade genética entre populacdes de espécies
animais, destaca-se o DNA mitocondrial (DNAmt), cuja heranca é predominantemente

materna e nao ocorre recombinacédo, por se tratar de um DNA hapldide (Avise, 2000).
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Figura 04. Esquema grafico do DNA mitocondrial de Caiman crocodilus seqlienciado 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&t0=17900&len=500&shift=10&cx=140&cy=130&view=1&x=187&y=89, acessado
em 09/12/2004.

Em vertebrados, o DNAmMt é uma molécula circular (Fig. 04) com 37 genes
codificadores: 13 genes que codificam para proteinas relacionadas a funcéo
mitocondrial, 22 RNAs de transferéncia, e 2 RNAs ribossomais. Além de uma regido
nao codificadora chamada de regido controle (Avise et al., 1986). Quanto aos genes,
h& auséncia de sequéncias ndo codificadoras (introns), sendo o DNAmt geralmente
conservado no tamanho (cerca de 16 Kb) e no arranjo dos genes (Avise et al., 1986).

Uma das vantagens em usar o DNAmMt em estudos populacionais e filogenéticos
€ que ele possui uma elevada taxa de evolucdo (mutacdo), sendo de 5 a 10 vezes

maior (1 X 10® substituicdo / sitio / geracdo) do que os genes codificadores de
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proteinas do DNA nuclear (Li, 1997; Brown et al., 1982). Este fenbmeno ocorre devido
a alguns atributos deste material genético: (a) DNAmt néo codifica proteinas envolvidas
diretamente em sua propria replicacdo ou transcricdo, e a molécula produz apenas 13
tipos de proteinas; (b) ineficiéncia dos mecanismos de reparo, alta exposicao a radicais
livres mutagénicos no ambiente oxidante da mitocondria; e (c¢) o fato do DNAmt nao
estar associado a proteinas histonas, que séo evolutivamente conservadas (Wilson et
al., 1985; Li, 1997; Nedbal e Flynn, 1998).

O DNAmt é também muito utilizado devido a facilidade em isola-lo, ao grande
numero de cépias por célula, seu tamanho pequeno e sua organizacao simples (Avise
et al., 1984). Esta ferramenta tem sido utilizada extensivamente nas ultimas trés
décadas para inferir o passado evolutivo e demografico de populacdes e espécies. Em
ecologia molecular, a maioria dos estudos empregando DNAmMt ocorre na estimativa de
historia demografica e filogenética através da genealogia de um segmento deste

genoma (Ballard et al., 2004).

1.4.2- Estudos moleculares na ordem Crocodylia

Polimorfismos protéicos foram inicialmente estudados em alguns crocodilianos.
Com o advento de novas técnicas moleculares, foi possivel resolver problemas mais
eficientemente usando-se o sequenciamento automatico de segmentos do DNAmt e
analises com marcadores moleculares de microssatélites, por exemplo.

O DNA mitocondrial de C. crocodilus (Fig. 04) foi sequenciado por Janke et al.
(2001), totalizando 17.900 pb (pares de base), o que ajudou muito no entendimento das
relacdes evolutivas entre queldnios, aves e crocodilianos. Entretanto, alguns trabalhos
com genes mitocondriais iniciaram bem antes, principalmente para elucidar questdes

de sistematica, isto porque dados gerados por pesquisas com parasitos, morfologia e
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osteologia, geraram incongruéncia na filogenia de crocodilianos (Poe, 1996). Pesquisas
com sequéncias da subunidade ribossomal 12 S do DNAmt e posteriormente, ND6 e
citocromo b mostraram o poder da ferramenta molecular no entendimento de relagbes
filogenéticas em crocodilianos(Gatesy et al., 1993; White e Densmore, 2001).

Gatesy et al. (2003), utilizaram uma abordagem combinada de dados
morfolégicos e moleculares com o objetivo de elucidar incongruéncias na filogenia de
crocodilianos. Naquele trabalho os autores utilizaram 240 pb do gene mitocondrial da
citocromo b, dentre o conjunto dos genes mitocondriais analisados. DNAmt, nuclear e
morfologia foram analisadas em conjunto e a filogenia resultante consta na Fig. 05.

Isto demonstra que recentemente varios trabalhos usando uma abordagem de
genética molecular iniciaram-se dentro do grupo dos crocodilianos (para revisao ver
Dessauer et al., 2002). Na Africa, o género Osteolaemus apresenta um grande
problema sistematico, anteriormente era dividido em dois géneros e atualmente é
reconhecido como duas subespécies dentro da espécie Osteolaemus tetrapis. Estudos
utilizando ferramentas de sistematica molecular (DNAmMt) no crocodilo africano
Osteolaemus tetrapis tetrapis indicaram que existem dois grupos distintos quanto ao
nivel de divergéncia, sugerindo o reconhecimento de uma nova subespécie ou pelo

menos uma nova analise taxonémica (Ray et al., 2000).
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Figura 05- Cladograma ilustrando as relagdes filogenéticas entre crocodilianos existentes e

extintos (Gatesy et al., 2003). Esta € uma topologia de consenso strict baseada
em dados morfoldégicos e moleculares, incluindo seqtiéncias de DNAmMt e DNANu,

com 2.262 passos de comprimento. Com destaque para C. crocodilus e M. niger

Os valores dentro dos circulos

0S quais estdo envolvidos por um retangulo.
correspondem ao suporte do indice de decaimento.
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Segmentos mitocondriais também foram utilizados em analises populacionais
em crocodilianos, como por exemplo, em Glenn et al. (2002), que utilizaram
sequenciamento da regido do citocromo b ao dominio central da regido controle do
DNAmt de 25 individuos de Alligator mississippiensis e verificaram o baixo nivel de
polimorfismo do DNAmt desses crocodilianos, cujo numero de haplétipos foi apenas
guatro. Naqguele trabalho, o baixo polimorfismo do DNAmt levou os autores a hipotetizar
um possivel “efeito gargalo de garrafa” em A. mississipiensis. As sequéncias
nucleotidicas (693-1199, pb) do citocromo b ao tRNA™ foram analisadas por Glenn et
al. (2002), assim como o codon de parada (stop codon) incompleto que ocorre em
Alligator e Caiman (Janke e Arnason, 1997; Janke et al., 2001) na porc¢ao final do gene
citocromo b. Desta forma, os Alligatoridae e Crocodylidae apresentam uma regiao néo-
codificante cujo tamanho estimado varia entre 32 a 68 pb, e pode ser considerada uma
sinapomorfia para crocodilianos (Glenn et al., 2002).

Outros estudos tém sido realizados utilizando-se o gene mitocondrial citocromo b
em C. crocodilus e M. niger da Amazobnia (Farias et al., 2002). Sabe-se, por meio de
estudos recentes (Farias et al., 2004), que M. niger e C. crocodilus apresentam
diferencas quanto a distribuicdo dos haplotipos 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 Amazobnica. Os
resultados apresentados em Farias et al. (2004) também indicam, através de valores
do Fs de Fu, que as populacdes estdo em expansao populacional e sugerem diferentes
unidades de manejo para populacdes de M. niger de acordo com o tipo de agua (preta
ou branca, segundo classificacado de Sioli 1984).

Considerando que o gene citocromo b € amplamente utilizado em estudos de
sistematica para resolver divergéncias em varios niveis taxonémicos (Avise, 2000),

inclusive em crocodilianos (Glenn et al., 2002; Farias et al., 2004), o que me levou a
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utilizar sequéncias deste gene para desenvolver um estudo biogeografico e na analise
da estrutura genética de populacbes naturais de Melanosuchus niger e Caiman
crocodilus da Amazonia.

Além dos trabalhos anteriormente citados que utilizaram DNAmt, outros
utilizando microssatélites (regides repetitivas de DNA nuclear) tém sido amplamente
utilizados em genética populacional de crocodilianos. Na América do Norte, Davis et al.
(2002) pesquisaram a estrutura genética em populacbes de Alligator mississippiensis
de doze localidades do Sudeste dos Estados Unidos, utilizando marcadores
microssatélites. Dentre essas populacdes, apenas duas apresentaram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg, sendo que em geral a heterozigosidade foi baixa. As analises da
estrutura populacional revelaram pouca diferenciacéo, exceto quando as populacdes
foram separadas em dois grandes grupos, um do leste e outro do oeste, mostrando
uma “descontinuidade” (gap) filogeografica naquela regiao.

Outro estudo com Alligator mississippiensis foi conduzido utilizando loci
microssatélites no Texas, Estados Unidos (Ryberg et al., 2002). Naquele trabalho seis
populacdes foram amostradas e as distincdes genéticas e ecoldgicas de diferentes
estoques sugeriram consideravel subdivisdo populacional, o que os autores associaram
a diferencas na demografia e histéria natural, bem como a barreiras para disperséo
destes crocodilianos.

Na América Central, nove loci microssatélites foram usados para estimar a
estrutura genética e os padrdes de fluxo génico em Crocodylus moreletii (Dever et al.,
2002), de sete localidades no norte de Belize. Naquele estudo, os autores
correlacionaram a distancia geografica com a subdivisdo genética das populacées.

Na América do Sul, estudos utilizando marcadores de DNA microssatélites
previamente desenvolvidos para Alligator mississippiensis e testados para Caiman

latirostris (Verdade et al., 2002) e novos marcadores microssatélites desenvolvidos
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para Caiman latirostris (Zucoloto et al., 2002), mostraram que existem diferencas
microgeogréaficas em termos de diversidade genética e heterozigosidade entre as
populacdes de C. latirostris do rio Piracicaba e tributarios, no estado de S&o Paulo,

Brasil.

1.5- JUSTIFICATIVA E HIPOTESES

Atualmente, em relacdo aos jacarés da Amazbnia, uma questdo genética, de
conservacao e manejo muito relevante a ser abordada se referem ao conhecimento
dos niveis e padrbes de distribuicdo espacial da variabilidade genética, para se
entender padrbes evolutivos inter e intrapopulacionais que podem fornecer subsidios
na busca de melhores estratégias para o uso racional deste recurso.

Aléem disto, identificar populacbes cuja variabilidade genética encontra-se
pequena € importante para se propor maneiras eficientes de conservagao. Por outro
lado, identificar populacbes com elevada variabilidade genética também pode ser
interessante para o manejo sustentavel destas popula¢cdes naturais.

Saber quantas populacbes ou subpopulacbes de crocodilianos ocorrem na
Amazonia pode gerar informacdes importantes para a tomada de decisfes quanto a
conservacao destes animais. Neste sentido, o presente trabalho representa um dos
estagios iniciais de um esforco para se caracterizar geneticamente as populacées
naturais de jacaré-acu e jacaré-tinga, utilizando freqiéncia haplotipica para se inferir
padrdes filogeograficos.

Baseado nas informacdes expostas anteriormente e na extensdo geografica da
bacia Amazbnica, que abriga uma grande e complexa diversidade de organismos, €
possivel levantar diversas hipoteses. Neste estudo, toda a problematica abordada se

resume em trés hipéteses a serem testadas:
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Ho= As populacdes de jacarés na Amazonia encontram-se em equilibrio genético com

relacdo ao gene mitocondrial citocromo b;

H;= As populagfes de jacarés na Amazonia ndo se encontram em equilibrio genético
evidenciando uma expansao populacional que pode ou ndo estar relacionada a uma

recuperacao apos o periodo de sobre-exploracdo comercial;

Ho= N&o existe correlagdo significativa entre divergéncia genética e distancia

geogréfica nas populacdes amostradas, que se encontram em panmixia,

H,= Existe correlacdo entre geografia e distribuicAo da variacdo genética e esta
correlacdo é devido a eventos demograficos tais como: isolamento por distancia,

fragmentacédo no passado, fluxo génico restrito e colonizagao;

Ho= As populacdes de jacarés pertencentes a bacia Amazobnica apresentam-se em

uma unica e grande populacgéao;

Hs= Existem populacbes no rio Amazonas/Solimdes e tributarios que ndo séo

geneticamente homogéneas, apresentando diferenciacdo genética entre si.
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1.6- Objetivos

1.6.1- Objetivo geral

" Quantificar o grau de variabilidade genética e estrutura populacional dos
crocodilianos M. niger e C. crocodilus, através de um marcador de linhagem materna
(gene mitocondrial citocromo b), e desta forma, contribuir com informagdes que possam
ser utilizadas em futuros planejamentos para a conservacdo e o0 manejo destas

espécies.

1.6.2- Objetivos especificos

" Determinar e comparar as sequéncias nucleotidicas da regido do citocromo b de
individuos de jacaré-tinga e jacaré-acu coletados em diferentes areas
macrogeograficas da Amazonia;

" Inferir se ha eventos historicos (colonizacdo, fragmentacdo, expansao,
isolamento por distancia) envolvidos no padrdao de distribuicdo geogréafica dos
haplétipos;

" Determinar possiveis unidades de manejo a partir do nivel de diferenciacdo
genética encontrado na frequéncia dos haplétipos do gene citocromo b;

. Comparar os padrbes genéticos encontrados nas duas espécies em estudo e

explicar as diferencas e/ou as similaridades entre eles.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- LOCAIS DE COLETA E AMOSTRAGEM

Individuos de ambas as espécies analisadas foram coletados em populacdes
das seguintes localidades: Rio Uaca (RU), na Terra Indigena Uac4, incluindo os rios
Oiapoque, e lagos adjacentes; Lago Txipok, também na Terra Indigena Uacéa (LT); Rio
Approuague (RA), na Regido de Kaw e do rio Rupununi, na Guiana Francesa; Rio
Purus (RP); Lago Janauaca (LJ), no rio Solimdes; Arquipélago das Anavilhanas (AA),
no rio Negro; Lago Mamiraud (LM), na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel
Mamiraua; Reserva Pacaya-Samiria (P-S), nos rios Pacaya e Samiria; Rio Madeira
(RM); regido do Rio Napo (RN), no Equador; na llha de Sao Miguel (ISM) e na
Comunidade do Tapara (CT), nestes dois ultimos locais, as coletas foram no rio
Amazonas.

As coletas foram na maioria noturnas, respaldadas pelas licencas 007/03-
IBAMA/RAN e 156/3003, assim como pelos processos do IBAMA, 02010.0093/03-53 e
02005.002878/03-91. As escamas foram coletadas em procedimento padrdo muito
utilizado em estudos de captura e recaptura, no qual os danos causados aos animais
sdo minimos. Estes procedimentos incluem lacar o animal, imobiliza-lo, medir
comprimento corporal, determinar o sexo e retirar a escama para analise de DNA.

Dados da amostragem de M. niger constam na Fig. 06, que contém os pontos de
coleta indicados sobre a area geografica ocupada pela espécie. As informacdes sobre

os locais de coleta e numero amostral de C. crocodilus encontram-se na Fig. 07.
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Figura 06- Distribuicdo geografica das 11 populacdes de jacaré-acl analisadas e os
respectivos nimeros amostrais por localidade. A area tracejada indica a
distribuicdo da espécie M. niger. As seguintes coordenadas correspondem a
pontos centrais dos locais das coletas: RA (4 40'N & 52° 10° W); RU (3" 45'N &
51°36° W); CT (0°77’S & 97°65’ W); AA (2°32'S & 60° 15 W); LJ (3°26'S & 60° 17’
W); RP (4°43'S & 62°21" W); RN (0°38' S&76°9' W); RM (9°22’S & 6°57°'W); LM (2°
59'S & 64°53’ W) e P-S (4'19'S & 76° 55’ W).
¢ Nota: * indica o nimero amostrado por Farias et al. (2004), com o qual o banco
de dados deste trabalho foi combinado (N° de acesso no GenBank AY462456-
AY462487). RA=Rio Approuague; LT= Lago Txipok; RU= Rio Uaca; CT=
Comunidade do Tapard; LJ= Lago Janauaca; AA= Arquipélago das Anavilhanas;
RM= Rio Madeira; RP= Rio Purus; LM= Lago Mamiraua; P-S= Pacaya-Samiria e
RN= Rio Napo.
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Figura 07- Distribuicdo geogréafica das 9 populagées de C. crocodilus analisadas e os
respectivos nameros amostrais por localidade. As seguintes coordenadas
correspondem a pontos centrais dos Iocals das coletas: RA (4° 40 N & 52°10° W)
RU (3° 45N&51 36’ W) ISM (0778&9765 W) CT(0778&9765 W) AA(2
328&60 15" W); LJ 3 268&60 17" W); RP (4 43'S & 62° 271 W); LM (2 59'S &
64°53' W)ePS(4198&76 55" W).
¢ Nota: * indica o nimero amostrado por Farias et al. (2004), com o qual o banco

de dados deste trabalho foi combinado (N° de acesso no GenBank AY462456-
AY462487). RA=Rio Approuague; RU= Rio Uaca; ISM= Ilha Sdo Miguel; CT=
Comunidade do Tapara;, LJ= Lago Janauacd; AA= Arquipélago das
Anavilhanas; RM= Rio Madeira; RP= Rio Purus; LM= Lago Mamiraua e P-S=
Pacaya-Samiria.
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2.2- METODOS LABORATORIAIS

2.2.1- Extracdo de DNA

O DNA foi isolado por digestdo com Proteinase K, que € uma enzima proteolitica
ndo especifica, com atividade em varios niveis de pH, e solu¢cdo SDS (Dodecil Sulfato
de Sdédio), um detergente ibnico que dissolve membranas celulares, pois solubiliza
lipideos e desagrega complexos macromoleculares. Foram cortados pedacos (de 2 a 3
mm) da escama caudal de cada individuo, e posteriormente foram acrescentados: 5ul
de RNAse, 500ul de Tampéo STE (2ml de EDTA 0.5 M, 1 ml de Tris-KCI 1M, 10 ml de
NaCl 3M e 20 ml de SDS 5%, completados para 100ml de ddH,0), 25ul de proteinase
Ke 75ul de SDS 10% (Sambrook et al., 1989, com algumas modificacdes).

A seguir foram feitos lavagens sucessivas com fenol, fenol cloroformio alcool
isoamilico e cloroférmio hidratado (600ul de cada um destes reagentes,
respectivamente), com a finalidade de desnaturar e solubilizar proteinas, separando-as
de lipidios, resultando em um sistema bifasico, apos ter sido submetido ha 10 minutos
na centrifuga. A precipitacdo do DNA constituiu a fase seguinte, na qual colocou-se
55ul de NaCl 3M e 1000ul Etanol a 100%. O DNA precipitado foi diluido em 50 a 100 pl

de ddH;0.

2.2.2- Amplificacao in vitro do gene da citocromo b

O gene mitocondrial da citocromo b foi amplificado por Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) (Mullis e Faloona, 1987), utlizando os seguintes iniciadores
(primers): L14254 (5-ATGACCCACCAACTACGAAAAT-3), L14731 (5'-

TCGTGCCATGAATTTGAG-3') e H14779 (5-CGAATGGAAGGAGGAAGTG-3’)
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desenhados por Glenn et al. (2002); e H15982 ou ProR4 (5-
TCCCTRGCTTTGGTAGCCAGG-3’), publicado por Farias et al. (2002).

As reagOes de PCR foram feitas em um termociclador da marca Thermo Hybaid,
para volume final de 25 ul, contendo: 11,7ul de ddH,0; 3 ul de MgCl, (25mM); 2,5ul de
dNTP (2,5 mM); 2,5ul de 10X Tampao (100mM Tris-HCI, 500mM KCI); 2ul de cada
primer (2uM); 0,3ul de Taq DNA Polimerase (5 U/ul) e 1ul de DNA (entre 30 a 50 ng).
As condicbes de PCR foram as seguintes: desnaturacdo a 92°C por 35 segundos,
anelamento a 55°C por 35 segundos, e extensao a 72°C por 1:30 minutos repetidos por
35 ciclos. Os sitios especificos de anelamento dos primers estdo esquematizados na
Fig. 08. Os fragmentos amplificados in vitro foram submetidos a uma corrida
eletroforética a 100V em geéis de agarose 1%. Nestes géis (Fig. 09) utilizou-se um
marcador de peso molecular conhecido (Ladder 1 Kb) e 3ul de produto amplificado
misturado com 2ul de corante azul de bromofenol, apds esta etapa, os géis foram
corados com brometo de etidio por 15 minutos e visualizados em um transiluminador de
luz UV (Image Master) da Pharmacia Biotech. A purificacdo dos produtos de PCR foi
realizada com o uso do kit GFXTM PCR DNA Kit (Amersham Bioscience), seguindo-se

o protocolo sugerido pelos fabricantes.
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Figura 08- Detalhe do DNAmMt mostrando as regides de anelamento dos primers.

2.2.3- Sequenciamento do gene citocromo b

Os produtos finais das purificacbes foram utilizados nos PCRs de
sequenciamento, estes foram feitos em placas contendo: 4 a 5ul de DNA amplificado
(mais ou menos 30 ng); 2 ul de cada primers (L14254, para o segmento inicial do gene
e L14731, para o0 segmento interno do gene); 2 ul de tampéo Dig Dye e 2 ul do mix ET
(DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE DNA Analysis
Systems), em um volume final de 10 ul para cada amostra.

Os fragmentos de DNA resultantes destes PCRs foram precipitados, com o
acréscimo de 1 ul de acetado de amoénio e 27,5 ul de é&lcool 100% da Merk.
Posteriormente, submeteu-se a temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugou-se
por 45 minutos. Apos esta etapa, eliminou-se o alcool e lavou-se com alcool 70% da
Merk, centrifugou-se por mais 15 minutos e a seguir eliminou-se o alcool por inversao
da placa. Deixou-se secar totalmente em temperatura ambiente, para entdo ser
ressuspendido em 10 ul de tampéo (Loanding buffer).

Para a etapa de leitura das sequéncias de DNA amplificadas e purificadas nas
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etapas anteriores, foi utilizado um sequenciador automatico de capilar, MegaBACE

1000 DNA Analysis System (Amersham Bioscience).

pb

1.636

1.018

Figura 09- Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com Brometo de Etidio mostrando o
fragmento do gene citocromo b amplificado de 5 individuos de C. crocodilus e 6
de M. niger. O marcador de peso molecular (MPM) utilizado foi o DNA Ladder 1
Kb.

2.2.4- Alinhamento das seqiéncias nucleotidicas

As sequéncias obtidas no sequenciador automatico foram verificadas no
GenBank, confirmando a homologia com as sequéncias do gene citocromo b
publicadas de Alligator mississipiensis (N° de acesso AF318548-AF318557) (Glenn et
al., 2002), Caiman crocodilus e Melanosuchus niger gene citocromo b (N° de acesso
AY462456-AY462487) (Farias et al., 2004) e genoma mitocondrial (N° de acesso NC
002744) (Janke et al., 2001).

As sequéncias foram editadas no programa Bioedit (Hall, 1999) e, por se tratar
de um gene conservado (citocromo b) e a pesquisa ser no nivel intra-especifico, os
alinhamentos foram manuais. Nao foram necessarias inser¢gdes de “indels” nas
matrizes, para manter a homologia dos sitios entre os individuos.

A traducdo das sequéncias para aminoacidos foi feita no programa DnaSP 4.00
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(Rozas et al., 2003) com o objetivo de se verificar a existéncia ou ndo de cdédons de
parada no interior do gene citocromo b. A ocorréncia de cédons de parada no meio de
um gene pode indicar que, ao invés do gene mitocondrial alvo da pesquisa, um

possivel pseudogene pode estar sendo amplificado nas reacdes de PCR.

2.3 - METODOS DE ANALISES INTRA-ESPECIFICOS

2.3.1- Cladogramas de haplotipos e a inferéncia de eventos histdricos

O segmento inicial e 0 segmento interno do gene foram sobrepostos e as
sequéncias foram unidas, formando o segmento parcial do citocromo b de cada
individuo, gerando uma matriz de dados com 1.027 pb (pares de bases) nas
sequéncias de M. niger e 1.085 pb nas sequéncias de C. crocodilus. Estas matrizes
foram utilizadas para estimar cladogramas intra-especificos ndo enraizados de
haplétipos, com o uso do critério da maxima parcimonia (95%), produzindo topologias
gue representam os agrupamentos (clusters) dos haplotipos. Este designe foi
construido no programa TCS 1.18 (Clement et al., 2000) um software que agrupa
sequéncias dentro de hapldtipos (conjunto de sequéncias nucleotidicas idénticas de um
segmento de DNA, quando se trata de genoma haploide), calcula a freqiiéncia destes
haplétipos nas populacbes amostradas e estima relacdes genealdgicas entre elas,
usando um algoritmo descrito por Templeton, Crandall e Sing (1992). Portanto, a arvore
génica € uma reconstrucdo evolutiva da historia genealdgica da variacdo genética
encontrada em amostras de DNA que experimentaram pouca ou nenhuma
recombinacdo (Templeton, 2001). Isto faz do DNAmMt, uma excelente ferramenta para
se analisar possiveis eventos historicos envolvidos no padrdo genético demogréfico

intra-especifico.
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Dentre as metodologias utilizadas para trabalhar estas questdes genéticas
histéricas destaca-se a Andlise Filogeografica de Clados Agrupados (Nested Clade
Phylogeografical Analysis, NCPA; Templeton, 2001 e 2004). Esta andlise converte a
arvore dos haplétipos em um agrupamento hierarquico de conexdes agrupadas, ou
clados, usando as regras descritas por Templeton et al. (1987) e Templeton e Sing
(1993). Os agrupamentos hierarquicos formados forneceram informacgdes utilizadas no
programa GeoDis versdo 2.0 (Posada et al., 2000) para testar se existe alguma
associacao significante entre os niveis dos cladogramas dos haplétipos e sua
localizacdo geogréfica através de uma analise de contigéncia (Templeton e Sing,
1993). Nesta analise de contingéncia, a hipotese nula da ndo associacdo entre a
divergéncia genética e a distancia geografica pode ser rejeitada devido a eventos néo
atuais, mas historicos.

Para esta andlise de contingéncia, sdo necessarias medidas geograficas e
testes de associacdes. Estas medidas geograficas sédo obtidas direto de uma matriz de
distancia em quildmetros, que no caso deste trabalho foram distancias de rios, que sao
mais adequadas para a espécie em estudo, posto que se trata de animais aquaticos
(veja Fetzner Jr. e Crandall, 2003). Os testes de associacdes incluem D; e D,
(Templeton, 1995). O primeiro (D) € calculado a partir da distancia de um clado X em
relacdo ao centro geografico de todos os haplétipos que sédo incluidos neste clado. O
segundo (D,) € a medida da distancia de um clado agrudapo X em relacdo a outro
(Templeton, 1995). Além destes dois indices, o indice I-T, que correlaciona os
haplétipos do interior (mais antigos) vs. os de ponta (mais jovens) também compde a

analise de NCPA (Templeton, 1995; Templeton, 2001).

2.3.2- Polimorfismo molecular em populacdes
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A variabilidade genética em populacdes naturais tém sido de grande interesse
para geneticistas de populacbes e evolucionistas. Diversidade génica (h) é a
probabilidade de duas sequéncias, escolhidas aleatoriamente de uma populacéo,
serem diferentes (Li, 1997), esta medida de polimorfismo € equivalente ao nivel de
heterozigose esperada, quando se trata de marcador com heranga co-dominante
(dados dipléides).

O numero de nucleotideos diferentes por sitio entre seqiéncias escolhidas
aleatoriamente define outro parametro de diversidade molecular, a diversidade
nucleotidica (n), que € equivalente a diversidade génica, mas no nivel nucleotidico
(Tajima, 1983; Nei 1987). Estas duas medidas de variabilidade genética foram
estimadas no programa Arlequin 2.000 (Schneider et al., 2000) e no programa DnaSP
4.00 (Rozas et al., 2003). A frequéncia das mutacdes ao longo das sequéncias foi

verificada no programa DAMBE 4.2.13 (Xia e Xie, 2001).

2.3.3- Testes de neutralidade e equilibrio genético

De acordo com a teoria neutra de mutacfes, a variacdo dentro e entre
populacdes ocorre principalmente devido a mutacdes neutras (Li, 1997). Esta teoria
prediz que a maioria das substituicdes de bases que se tornam fixadas em uma
populacédo € neutra com respeito ao sucesso reprodutivo (fitness) (Kimura, 1968; 1983).

Alguns testes desenvolvidos sob as premissas da teoria neutra sdo muito
utilizados em genética de populacdes. O teste de neutralidade seletiva D de Tajima, por
exemplo, se baseia no modelo dos sitios infinitos sem recombinacao (Kimura, 1969),
apropriado para sequéncias curtas de DNA. O modelo dos sitios infinitos assume que
os sitios ao longo de uma sequéncia de DNA sofrem mutacdes independentes e

irregulares e que a probabilidade de um mesmo sitio sofrer mutagdes duas vezes é
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infinitamente pequena (Epperson, 2003).

O teste D de Tajima calcula a diferenga entre theta (6) estimada do numero de
sitios segregantes (8s) e theta estimada da média da divergéncia das sequéncias par a
par (Bn). A estatistica D de Tajima é definida como: D = 0,- 0s /Nvar(8.-8s) (Tajima,
1989). Em condi¢Bes de equilibrio, a diferenca entre as duas estimativas theta deve ser
igual a zero, porque ambos os métodos para estimar theta devem ter o mesmo valor,
se ha desvios, o nivel de significAncia deve ser testado por geracdo randémica de
amostras sob a hipétese de neutralidade seletiva e equilibrio populacional, usando um
algoritmo de coalescéncia adaptado de Hudson (1990). Eventos como expansao
populacional, efeito “gargalo de garrafa” ou heterogeneidade nas taxas de mutagao
podem gerar tais valores significativos (Tajima, 1993).

Outra estimativa desenvolvida para testar a neutralidade seletiva de mutacfes
muito utilizada € o Fs de Fu (Fu, 1997), também baseado no modelo dos sitios infinitos
sem recombinacdo. Este teste leva em consideracdo o fator temporal das mutacdes
gue geram sitios polimorficos, classificando-as como antigas e recentes. Este modelo &
aplicavel principalmente quando ha excesso de mutacdes jovens (mutacdes que
ocorreram recentemente, com baixa frequéncia e que geram excesso de alelos raros).
Neste modelo, Fu determinou que p (k/8) € a probabilidade de ter K alelos em uma
amostragem de n sequéncias, dado pelo valor de 8. Para uma amostragem de K, (K
observado) alelos se o numero de diferentes nucleotidios entre duas sequéncias for
igual a Bn, pode-se definir S’ como a probabilidade de n&o ter menos alelos do que K,
em uma amostragem randémica em que 6 = n. Assim, S’ = p (K, < K/ 8=6n) e a
estimativa Fs pode ser descrita como: Fs = In(S’/1-S’) (Fu, 1997). Fu (1997) notificou
gue a estatistica Fs tende a apresentar valores negativos quando existe um excesso de
alelos raros, fornecendo evidéncias contra a neutralidade de mutacfes. Contudo,

existem muitos fatores ou forgcas naturais que possuem papel importante na evolugao
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de populacbes e € improvavel que apenas um teste estatistico seja suficiente para
detectar todos os tipos de forcas evolutivas que podem afetar o padréo de
polimorfismo. Dentre os testes existentes, o Fs € o mais poderoso para se detectar

crescimento populacional (Fu, 1997) e por isto foi utilizado no presente trabalho.
2.3.4- Metodologias para detectar estrutura de populagéo.

Padrbes espaciais e temporais de variacdo genética em popula¢cdes naturais
fornecem informacgBes importantes para a genética da conservacao porque apontam
estratégias de como maximizar a diversidade genética. Para se pesquisar tais padrdes,
héa a necessidade de se conhecer modelos e estimativas de diferenciagdo genética, tais
como as seguintes:

m Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) - é uma
estimativa de estrutura genética populacional similar a outras abordagens que levam
em conta a variacao na frequéncia génica, entretanto AMOVA considera o numero de
mutacdes entre os haplotipos. Excoffier et al. (1992) utilizaram o fato de que uma soma
de qui-quadrado pode ser escrita como uma soma de diferencas de qui-quadrado (Li,
1976), e construiram esta analise hierarquica de variancia molecular diretamente de
uma matriz de distancia de qui-quadrado entre todos os haplotipos. Os autores
arranjaram um conjunto de N individuos de n populacées em uma matriz de distancia
D, separados em uma série de submatrizes correspondendo as subdivisdes, como

exemplificado a seguir:

D= [D11] [D12] «+ [Du]
- [D21] [D22] [D2n]

[Dni] [Dn2] [Dnn]
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Neste caso, D contém as distancias de qui-quadrado, que neste exemplo
correspondem a trés fontes de variagdo, como por exemplo: entre regides; entre
populacbes dentro de regides; e entre individuos dentro de uma populacdo. Assim, 0s
individuos sdo agrupados em populacdes e populacBes sdo incluidas em grupos
previamente definidos com base em critérios ndo genéticos, como geograficos,
ecoldgicos, ambientais, linguagem, etc. No caso deste trabalho, utilizou-se distribuicao
geogréfica para a montagem dos grupos hierarquicos utilizados no programa Arlequin
2.0 (Schneider et al., 2000).

Desta forma, sob a hipdtese nula, as amostras sao consideradas como retiradas
de uma populacao global, com variacbes devido a amostragem aleatoria (Excoffier et
al., 1992). Os niveis hierarquicos dependem da hipotese levantada e a permutacao dos
haplétipos pode ser em trés niveis, o primeiro é obtido com a permutacdo entre
populacdes entre os grupos (Fs), 0 segundo entre populacdes dentro dos grupos (Fsc)
e o terceiro entre grupos (Fc).

Neste trabalho duas hipoteses foram testadas apos deteccdo de diferenciacao
genética indicada por NCPA. A primeira foi dividir artificialmente as populacdes em dois
grandes grupos, um contendo os rios de drenagens fora da bacia Amazonica e outro
com as populacbes da bacia Amazonica. A segunda foi testar se as populacbes da
bacia Amazobnica apresentam diferenciacdo entre si, utilizando AMOVA em um Unico
grupo, excluindo-se as populacdes do Amapa e da Guiana Francesa da analise.

m F; - constitui outra metodologia classica muito utilizada como medida genética
de diferenciacdo entre subgrupos de uma populacao (Epperson, 2003). Para quantificar
o efeito do cruzamento parental (inbreeding) na subestrutura de populacdo, Wright
(1921) definiu o que veio a ser chamado “indice de fixacdo”. Este indice é igual a

reducdo no grau de heterozigose esperada com cruzamentos aleatérios em qualquer
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um dos niveis hierarquicos de uma populacdo em relacdo a outro nivel mais inclusivo
da hierarquia (Epperson, 2003), o que define o modelo de ilhas inicialmente proposto
por Wright (1931) (Fig. 10).

O indice F¢ € frequentemente relacionado ao nimero de migrantes por geracao,
através da formula Fs = 1/ 4ANm+1 para dados diploides e para marcadores haploides

Fst= 1/2Nm+1.

Figura 10 — Modelo de Ilha simples com o fluxo de migrantes da populacéo principal (A)
em direcdo a uma populagéo previamente isolada (B). Quando o nimero de
migrantes diminui, o valor do indice de fixacdo aumenta, e a populacédo
isolada torna-se mais homogénea geneticamente.

Onde N é o tamanho efetivo de populacdo e m corresponde a taxa de migracao
entre populacdes.

Assim, a quantidade de migracdo é medida pelo parametro m, o qual € igual a
probabilidade de um alelo escolhido aleatoriamente ser de um migrante (Epperson,
2003). O esquema a segquir (Fig. 11) mostra o modelo de n-ilhas, com migracédo entre

todas as populacdes, as quais apresentam tamanhos iguais e migracdo simétrica.
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Figura 11- Esquema do modelo de n-ilhas, o qual utiliza dois parametros:

tamanho efetivo de populacdo (indicado pelo tamanho dos
circulos) e taxa de migracao por geracao (indicado pelas setas).

Slatkin (1989) desenvolveu uma teoria para estimar parametros de fluxo génico
com base em observacbes de alelos raros. Slatkin e Barton (1989) também
consideraram abordagens de maxima verossimilhanca para este mesmo fim. Neste
trabalho, os autores fizeram uma relacdo entre o modelo de ilhas para estimar o
namero efetivo de migrantes por geracdo (Nm), fornecendo informacdes sobre os
padrdes de fluxo génico entre os pares de populacdes. Esta estimativa de fluxo génico
e a estimativa do Fg foram utilizadas neste trabalho com o uso de ferramentas
implementadas no programa Arlequin 2.0 (Schneider et al., 2000). O nivel de
significancia para as comparacfes multiplas foi verificado através da correcdo de
Bonferroni (Rice, 1989).

m Teste de Mantel — esta metodologia desenvolvida por Mantel (1967) é uma
metodologia estatistica geral que testa a significancia da correlacdo entre duas
matrizes de similaridade. Na area de genética de populacdes é usado para estimar a

significancia da correlacdo entre a distancia genética (no caso deste trabalho, o indice
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Fs) e uma distancia espacial (neste caso uma matriz de distancias geogréaficas
aproximadas, seguindo o curso dos rios). Se Y € uma matriz de n x n medidas de
distancia genética, e X uma matriz de n x n medidas de distancia geografica, entre
combinacdes (i, j) de n populacdes, o teste de Mantel (M) é a soma dos produtos de
elementos Xij e Y;j, exceto para os elementos da diagonal i=] (Epperson, 2003). Desta
forma, por definigdo, M=} X;; Yi;. Para os elementos fora da diagonal, SSx € a soma
de desvios de X;; de X e SSy) € a soma dos desvios de Y;;. O produto destas somas
constitui o coeficiente de correlacdo do teste de Mantel, assim definido pela correlagéao
entre duas matrizes: ry= M-n,, / \ SS(x. SSv) (Smouse et al., 1986).

Neste trabalho a hipdtese de isolamento por distancia foi testada via teste de
Mantel (10.000 permutacdes), através de ferramentas disponiveis no software Arlequin

2.0 (Schneider et al., 2000).
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3- RESULTADOS

3.1- Caiman crocodilus

Foram sequenciados 1085 pares de base (pb) de 125 cépias génicas obtidas de
nove populagdes no norte da América do Sul. Foram encontrados 38 haplétipos (Tab. A
em anexo), com um mais freqiente em relacdo aos demais (H1) (Tab. 1), que possui
distribuicdo geografica ampla e provavelmente constitui um haplétipo ancestral,
segundo caracteristicas descritas por Templeton, 1998. Este haplétipo se encontra em
toda a bacia Amazobnica, mas ndo foi detectado em populacbes amostradas nas
drenagens do rio Uaca e Approuague.

O conjunto de dados gerou 1043 sitios monomorficos e 42 sitios polimorficos.
Dentre os sitios variaveis, 36 foram unicos e 6 foram informativos para parciménia. A
traducdo gerou 361 codons que foram convertidos em aminoacidos (cuja frequéncia
encontra-se na Fig. E em anexo) para se checar a auséncia de stop codons nas
sequéncias e ao mesmo tempo se confirmar a presenca de um cédon de parada
incompleto no final do gene citocromo b, anteriormente relatado na literatura (Glenn et

al., 2002).
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Tabela 01 - Frequéncia dos haplétipos do gene citocromo b em populacdes de C. crocodilus.

Haplétipos Brasil Peru G.F.

RP LJ AA LM CT ISM RU P-S RA  Total
H1 15 5 4 3 18 12 6
H2 1
H3 1
H4 1
H5 1
H6 1
H7
H8 1
H9 3
H10
H11
H12
H13
H14 1
H15 3 6
H16 1
H17
H18
H19 1
H20
H21
H22
H23 1
H24
H25 1
H26 1
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
H34
H35 1
H36 1
H37 1
H38 1
Total 17 11 11 13 21 20 10 13 9
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Nota: G.F.= Guiana Francesa; RP= Rio Purus; LJ= Lago Janauacd; AA= Arquipélago das
Anavilhanas; LM= Lago Mamiraua; CT= Comunidade do Tapara; ISM= Ilha Sdo Miguel; RU=
Rio Uacga; P-S= Pacaya-Samiria e RA= Rio Approuague.
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As analises de NCPA encontraram dois niveis nos quais ha a rejeicdo da
hipétese nula da ndo associacdo entre distancia geografica e divergéncia genética,
foram os clados 2-2 e 3-1, indicados na Fig. 12. O resultado da interpretacdo pela
chave de inferéncia de Templeton (Templeton, 2004) indicou, para o nivel 2-2, a
ocorréncia de eventos de expansdo populacional, seguindo na interpretacéo, a chave
de inferéncia indicou esquema de amostragem inadequado para diferenciar entre
expansao, colonizacdo a longa distancia e fragmentacdo no passado. No nivel mais
elevado do cladograma, o 3-1, a chave indicou o mesmo evento do nivel 2-2, como

mostra a Tab. 02.

Tabela 02- Resultado das andlises do agrupamento dos clados (NCPA) em C. crocodilus,
mostrando os valores das distancias dos clados (D), distancias dos clados
agrupados (D,) e distancia dos clados interiores versus os de ponta (I-T). Apenas
clados com permutacées significantes (X?) para estrutura geogréfica constam
nesta tabela.

Nivel Clados Localizacdo D, D, Valores Conclusao da chave de
agrupado inclusos X2 P Inferéncia
2-2 1-3 Interior 769.8449 P+ 844.9258 P*  0.000 TP — expans&o continua,
1-4 Ponta 0.0000 1702.9680 ®* longa distancia de
1-5 Ponta 0.0000 877.6818 colonizacao ou
1-6 Ponta 0.0000 P+ 624.8165 fragmentacao no passado
1-7 Ponta 0.0000 P* 1720.4630 °*
1-8 Ponta 1318.3851 ®* 1099.2298 ©* BA — expans&o continua
1-9 Ponta 0.0000 619.1364
1-10 Ponta 0.0000 7* 661.6129 °*
1-11 Ponta 0.0000 732.1364
I-T 174.4452 -256.6008 "*
3-1 2-1 Ponta 0.0000 1510.8065 0.000 TP — expansao continua,
2-2 Ponta 939.3657 "*  1036.6692 °* longa distancia de
1-2 Interior 107.3684 *  1622.9363 ©* colonizagdo ou
I-T -823.6101 P*  582.0337 C* fragmentag&o no passado

Nota: Os valores significativamente menores ou maiores para D¢, D, e I-T (D. e D ) estédo
indicados respectivamente por P (Pequeno) e G (Grande) e * indica o nivel de significancia P <
0,05. Os resultados foram interpretados utilizando a chave de inferéncias de Templeton
(Templeton, 2004), onde TP indica Todas as Populacdes da andlise e BA apenas as
populacdes da Bacia Amazonica.
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Figura 12- Cladograma dos 38 haplétipos de C. crocodilus detectados. Cada linha no
cladograma representa uma mudanca mutacional. Os circulos vazios representam
os 5 haplétipos inferidos, mas ndo detectados. * Indica correlagdo significativa
entre distancia geogréfica e divergéncia genética identificada nas permutacdes da
NCPA.

Os valores dos testes de neutralidade seletiva de mutacdes de cada populacéo e

seus padrbes de variabilidade genética intrapopulacionais podem ser verificados na
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Tab. 03. H& elevados niveis de polimorfismo genético nas popula¢gdes de C. crocodilus.

O teste D de Tajima ndo mostrou desvio significativo da expectativa neutra das

mutacdes nas populagdes amostradas. Enquanto que o teste Fs de Fu apresentou

valores significativos nas populacdes do arquipélago de Anavilhanas, lago Mamiraué e

comunidade do Tapara.

Tabela 03- indices de diversidade genética e testes de neutralidade seletiva, onde N= N°
amostral, S= N° de sitios polimérficos, h= diversidade génica, n= diversidade

nucleotidica.
N S h T Teste D Teste Fsde
Populacéo de Tajima Fu
RP 17 2 0,228+/-0,129 0,0002+/-0,00029  -1,50358 -1,68032
LJ 11 0,800+/-0,114 0,0012+/-0,0009  -1,35867 -2,66235
AA 11 0,873+/-0,089 0,0014+/-0,00104 -0,93702 -3,70317*
LM 13 10 0,949+/-0,051 0,0016+/-0,0011  -1,76982 -7,84985*
CT 20 3 0,271+/-0,124 0,0002+/-0,0003  -1,72331 -2,74926*
ISM 20 5 0,600+/-0,101 0,0007+/-0,0006  -1,33438 -1,71119
RU 10 8 0,867+/-0,085 0,0023+/-0,0015  -0,38158 -1,18530
P-S 13 3 0,679+/-0,089 0,0008+/-0,0007  -0,05895 -0,62780
RA 10 3 0,583+/-0,183 0,0006+/-0,0005  -1,51297 -1,89165
Total 125=100%  3,871% 73,3+/-4,2% 0,116+/-0,01% -2,56720* -28,69603*

Nota: * indica o nivel de significancia P < 0,0056 (apds correcdo de Bonferroni): AA=
Arquipélago das Anavilhanas; RP= Rio Purus; LJ= Lago Janauaca; RA=Rio Approuague; RU=
Rio Uacgd; P-S= Pacaya-Samiria; LM= Lago Mamiraua; CT= Comunidade do Tapara e ISM=
llha S&o Miguel.

Testes de AMOVA hierarquica foram utilizados para detectar variacdo genética

dentro e entre as populacfes, analisando primeiramente dois grupos geograficos, cuja

diferenciacdo genética fora anteriormente identificada por NCPA, os da bacia

Amazbnica X os de drenagens fora da bacia Amazobnica, com ligacdo ao oceano

Atlantico (rio Uacé e rio Approuague). Os resultados mostram que 35,30% da variacao

ocorreram entre estes grupos, 6,97% ocorreram entre as populacdes dentro destes

grupos e 57,73% ocorreram dentro das populacdes. Uma porgao significante desta
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variacdo foi devido a diferencas entre os grupos inter-regionais (F¢ = 0,35302; P =
0,0234). Nas andlises de AMOVA contendo apenas um grupo, incluindo populacdes da
bacia Amazénica, os seguintes valores foram encontrados: 8,39% da variacdo genética
ocorreram entre as populacdes (Fs;= 0,0838; P = 0) e 91,61% dentro das populacoes.
A hipotese do isolamento por distancia foi testada através do teste de Mantel
incluindo todas as populacdes amostradas. Os valores (r = 0,464; P = 0,056), indicam
gue ndo existe uma relagdo entre a variagdo genética e sua distribuicdo espacial ao
longo das regibes pesquisadas. Mantendo apenas as sete populacdes da bacia

Amazébnica na andlise, os valores do coeficiente de correlacdo do teste de mantel ndo

foram significativos (r = 0,1036; P = 0,344). A estimativa do numero efetivo de
migrantes por geracao entre as populacdes e os valores do indice de fixacao (Fs)
constam na Tab. 04, os quais foram utilizados para se construir uma filogenia de

Neighbor Joining (Fig. 13).

Tabela 04- Matriz mostrando os valores de Fg das comparages entre os pares de
populacdes de C. crocodilus usando o método da distancia genética (abaixo da
diagonal). E acima da diagonal encontram-se 0os numeros efetivos de migrantes
por geracdo (Nm).

Populacdes LJ AA LM CT ISM RU P-S RA

RP - 5.3113 2,4972 20,3905 oo 13,0309 0,9608 2,6401 0,1873
LJ 0.0860 - 4,0000 16,2541 4,3075 6,7095 1,6876 4,3917 0,4983
AA 0.1668 0.1111 - 55869 2,3885 2,7013 11,5888 2,2512 0,5211
LM 0.0239 0.0298 0.0821 - 9,4655 38,7575 1,9501 14,1938 0,6681
CT -0.0010 0.1040 0.1731 0.0501* - 5200 0,9052 1,8365 0,2019
ISM 0.0369 0.0693 0.1561* 0.0127 0.0877 - 1,1213 11,2256 0,3608
RU 0.3422* 0.2285* 0.2393* 0.2040* 0.3558* 0.3083* - 1,2256 1,6788
P-S 0.1592 0.1022 0.1817 0.0340 0.2139* 0.0040 0.2897* - 0,3679
RA 0.7274* 0.5008* 0.4896* 0.4280* 0.7122* 0.5808* 0.2294 0.5760* -

Nota: RA= Rio Approuague; RU= Rio Uaca; CT= Comunidade do Taparg; ISM= llha Sao
Miguel; RP= Rio Purus; LJ= Lago Janauaca; LM= Lago Mamiraua; AA= Arquipélago das
Anavilhanas e P-S= Pacaya-Samiria. * indica o nivel de significancia ap0s a correcdo de
Bonferroni (P < 0,014).
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Figura 13- Arvore filogenética de Neighbor Joining sem raiz baseada nos valores de pairwise
Fs das populagdes de Caiman crocodilus.

Nota: RA= Rio Approuague; RU= Rio Uac¢4; CT= Comunidade do Tapara; ISM=

llha S&o Miguel; RP= Rio Purus; LJ= Lago Janauaca; LM= Lago Mamiraud; AA=
Arquipélago das Anavilhanas e P-S= Pacaya-Samiria.
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As duas populacdes de drenagens fora da bacia Amazbnica, a do rio
Approuague na Guiana Francesa e a do rio Uagd no Amap4, extremo Norte do Brasil,
apresentaram significativa estrutura genética em relacéo a todas as outras populacdes
analisadas. A populagdo da comunidade do Tapar4d também se apresenta
geneticamente estruturada em relacdo a populacdo do lago Mamiraua e dos rios
Pacaya e Samiria, no Peru. A populacdo coletada na ilha Sdo Miguel também

apresentou estrutura genética em relacéo a de Anavilhanas.
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3.2- Melanosuchus niger

A matriz de dados contendo 132 cépias génicas e um total de 1027 pb, oriundos
de 11 populagbes no norte da Ameérica do Sul, apresentou 41 haplotipos diferentes
(Tab. 05). Dois destes haploétipos (H1 e H2) foram mais freqlentes em relacdo aos
demais, representando aproximadamente 60% de todo o conjunto haplotipico obtidos,
constituindo os haplétipos de maior distribuicdo geogréfica. Estes dois haplétipos sédo
considerados os mais antigos e divergem por apenas uma mutacao do tipo transicao
(CoT) na posicdo 614 (Tab. B em anexo). Nenhum destes dois haplétipos foi
detectado na populacéo do rio Napo, no Equador.

As sequéncias apresentaram 973 sitios monomorficos e 54 sitios polimorficos,
dos quais 14 sitios foram informativos para parcimonia. Nado houve sitios com trés
variacdes de bases nucleotidicas e a conversdao em aminoacidos gerou 341 cédons.
N&do foram constatadas homoplasias na topologia do cladograma, uma vez que
haplétipos com vias de origem alternativas ndo foram observados em nenhuma das
duas espécies analisadas.

A identificacdo de correlacéo entre divergéncia genética e distancia geogréfica
foi primeiramente analisada via NCPA, que apresentou indices significativos de D, e D,
para os niveis 2-3 e 4-1 (Fig. 14; Tab. 06), nos quais nao foi possivel identificar nenhum
evento historico demografico com o esquema de amostragem disponivel neste

trabalho.

44



Tabela 05 - Distribuigdo dos 41 haplétipos encontrados no fragmento de 1027 pb em M. niger.

Populacbes

Haplotipos

Brasil Peru Equador G.F.

RU CT LI AA RP LM RM LT P-S RN RA Total
H1 2 4 10 4 7 1 6 3 3 40
H2 9 1 2 1 2 4 10 10 39
H3 11
H4 4
H5 1
H6é 1
H7
H8 1
H9 1
H10 1
H11 1
H12 1
H13
H14
H15
H16
H17 1
H18 1
H19 1
H20
H21
H22
H23 1
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
H34
H35 1
H36 2
H37 1
H38 1
H39 1
H40 1
H41 1
Total 18 1 8 20 9 13 1 26 6 15 15

=
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=
N

Nota: G.F.= Guiana Francesa; RU= Rio Uaca; CT= Comunidade do Tapard; LJ= Lago
Janauaca; AA= Arquipélago das Anavilhanas; RP= Rio Purus; LM= Lago Mamiraua; RM= Rio
Madeira; LT= Lago Txipok; P-S= Pacaya-Samiria; RN= Rio Napo e RA= Rio Approuague.
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H37

Figura 14- Arvore dos haplotipos inferida com 95% de parciménia, contendo os 41 haplétipos
de DNAmt detectados em M. niger. Cada linha na network representa uma
mudanc¢a mutacional. Os circulos pequenos representam haplétipos inferidos, mas
nao detectados. Cada mutacdo assume a origem de um haplétipo novo (modelo

dos sitios infinitos) e * indica associacao significante entre divergéncia genética e
distancia geografica nas analises de NCPA.
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Tabela 06- Resultado das andlises do agrupamento dos clados (NCPA) em M. niger,
mostrando os valores das disténcias dos clados (D), distancias dos clados
agrupados (D,) e distancia dos clados interiores versus os de ponta (I-T). Apenas
clados com permutacdes significantes (X?) para estrutura geogréfica constam
nesta tabela.

Nivel do Clados Concluséo da
Agrupamento inclusos Localizag&o De D, X2-p Chave de
Inferéncia
2-3 1-3 Interior ~ 1239,569"  1419,7106° 0,000 EAI
1-4 Interior o” 1808,5470 ¢
I-T - -
4-1 3-1 Ponta 1477,7989 1630,4527 " 0,000 RNC
3-2 Ponta 859,970  1422,3152"
I-T - -

Nota: Os valores significativamente menores ou maiores para D¢, D, e I-T (D, e D,) estédo
indicados respectivamente por P (Pequeno) e G (Grande) e * indica P < 0,05. Os resultados
foram interpretados utilizando a chave de inferéncias de Templeton (Templeton, 2004), onde
EAI significa Esquema de Amostragem Inadequado e RNC, Resultado N&o Conclusivo.

Apesar de ndo conclusivos quanto a identificacdo de um possivel evento
historico demografico nas populacdes de M. niger, os resultados de NCPA forneceram
informacbes a respeito da correlacdo significativa entre divergéncia genética e
distribuicdo geografica. Desta maneira, a formacdo dos grupos para as analises de
AMOVA seguiu obedecendo tais resultados. Na primeira analise dois grupos foram
artificialmente montados, um contendo as populacdes da bacia Amazoénica e outro com
as populacdes da drenagem fora da bacia Amazodnica. Os resultados mostram que
16,40% da variacdo genética encontram-se entre os grupos (F¢ = 0,163; P = 0,04),
enquanto que 13,24% encontram-se entre as populacdes dentro dos grupos (Fsc =
0,158; P = 0), entretanto a grande maioria da diversidade genética encontra-se mesmo
no nivel intrapopulacional (70,37%). Todas as analises de AMOVA deste trabalho
foram baseadas em 1.023 permutacdes.

A segunda hipétese testada por AMOVA foi a da existéncia de uma Unica e
grande populacdo na bacia Amazobnica. Para realizar este teste, as populacdes da
Guiana Francesa e do Amapa foram excluidas. Entdo foi obtido que 25,93% da

variancia genética encontram-se entre as populacdes (Fst = 0,259; P = 0) e 74,07%
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correspondem a variancia intrapopulacional.

Entretanto, dentro da bacia Amazonica as permutacées de NCPA apresentaram
valores significativos entre os clados contendo haplétipos do Equador e os clados
contendo haplétipos das demais populacdes do Peru e do Brasil. Desta forma, uma
terceira analise de AMOVA foi feita, separando as popula¢cfes da bacia Amaz6nica em
dois grupos, o primeiro contendo as populagbes amostradas no Brasil e no Peru e o
segundo contendo a populacao do rio Napo, no Equador. Os resultados mostram que
37,82% da variancia genética ocorrem entre os grupos (F¢ = 0,3782; P = 0,1749),
4,55% ocorrem entre populacdes dentro dos grupos (Fsc = 0,0731; P = 0,035) e 57,63%
da variancia genética encontram-se dentro das populacoes.

A hipétese do isolamento por disténcia foi testada e constatou-se um valor
significativo para o coeficiente de correlacdo (r = 0,7728; P = 0,0003), demonstrando
gue existe correlacdo entre a divergéncia genética anteriormente identificada por
AMOVA e a distancia geografica em populacbes de M. niger. Retirando as populacdes
do rio Uacad e do rio Approuague e mantendo apenas as populacbes da bacia
Amazonica os valores do teste de Mantel ndo continuaram significativos (r = 0,6978; P
= 0,02). Retirando a populacdo mais distanciada na distribuicdo dos pontos amostrados
na bacia Amazonica, a do rio Napo, os valores ndo foram significativos (r = 0,5929; P =
0,018).

Os valores das comparacdes multiplas entre os pares de populacdes através da
estimativa do Fg; (Tab. 07) foram utilizados para se construir uma arvore néo enraizada
com o objetivo de ilustrar a distancia genética entre as populacdes (Fig. 15). Todas as
comparacdes foram significantes quando envolveram a populacdo do Equador (RN). A
populacdo do rio Approuague (RA), na Guiana Francesa, também se encontra
estruturada (diferenciada) em relacao as populacdes do arquipélago das Anavilhanas,

do rio Purus e do lago Janauacé (Brasil), Pacaya-Samiria (Peru) e rio Napo (Equador),
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apos a correcdo de Bonferroni. As populagbes do rio Purus e Lago Janauaca
encontram-se estruturadas em relacdo a populacdo da Guiana Francesa (rio
Approuague) apenas no nivel de significancia de 5%.

Os valores acima do nivel de significancia (P > 0,014) indicam que nao existe
forte estruturacdo genética entre as populacbes e que o numero efetivo de migrantes
(Nm) entre elas é (ou foi em um passado relativamente recente) suficiente para ndo
haver diferenciacdo genética detectavel no segmento do gene mitocondrial em estudo.
Tabela 07- Matriz de valores de pairwise Fs usando o método da distancia (abaixo da

diagonal) e nimero efetivo de migrantes (Nm) entre os pares de populacdes (acima
da diagonal) em populacdes de M. niger.

Populacbes AA RP LJ RA RU LT P-S LM RN

AA - 6,9613 9,9846 1,7849 11,4898 2,1418 19,0285 4,7495 0,8233
RP 0,0670 - 0 15340 11,8000 4,0344 9,0000 27,8114 0,5062
LJ 0,0476 -0,0215 - 1,9140 2,2248 5,9356 12,8372 © 0,5036
RA 0,2188* 0,2458* 0,2071 - © © 0,7110 4,2193 10,2871
RU 0,2512* 0,2173* 0,1834* -0,0032 - 79,4831 11,0276 13,3861 0,3912
LT 0,1892* 0,1102* 0,0776 -0,0211 0,0062 - 2,0517 10,9352 0,5963
P-S 0,0524 0,0526 0,0374 0,4128* 0,3273* 0,1959* - 3,1934 0,53187
LM 0,0952 0,0176 -0,0307 0,1059 10,1286 0,0437 0,1353 - 0,4433
RN 0,3748* 0,4918* 0,4911* 0,6323* 0,5570* 0,4560* 0,4845* 0,5354* -

Nota: * indica o nivel de significAncia apds a correcdo de Bonferroni (P < 0,014). AA=
Arquipélago das Anavilhanas; RP= Rio Purus; LJ= Lago Janauaca; RA= Rio Approuague; RU=
Rio Uaca; LT= Lago Txipok; P-S= Pacaya-Samiria; LM= Lago Mamirau&a; RN= Rio Napo.

Os indices elevados de diversidade génica (h) em relacédo aos baixos valores de
diversidade nucleotidica () encontrados em todas as populacfes de C. crocodilus séo
mostrados na Tab. 08. A estimativa da freqiéncia e namero de haplétipos entre
individuos (h) varia de 0-1,0 e média de divergéncia entre as sequéncias dos
haplétipos varia entre 0 quando ndo ha divergéncia até 10%, quando existem

divergéncias muito profundas (Grant e Bowen, 1998).
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Foram feitos dois testes de neutralidade seletiva de mutagbes, 0s quais
apresentaram valores significativos. Para o indice D de Tajima, a populacdo do lago
Txipok apresentou significativa rejeicao da hipétese da neutralidade seletiva. Enquanto
gue os valores do teste Fs de Fu foram significativos para as popula¢cdes do lago
Txipok e do rio Uacé (Tab. 08).

Devido ao baixo numero amostral (um individuo por localidade), os individuos
do rio Madeira e do rio Amazonas (na comunidade do Tapara), ndo entraram nas

andlises populacionais, eles entraram nas filogeograficas de NCPA.
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Figura 15- Arvore filogenética de Neighbor Joining sem raiz baseada nos valores de pairwise
Fs& das populagbes de Melanosuchus niger. Nota: AA= Arquipélago das
Anavilhanas; RP= Rio Purus; LJ= Lago Janauaca; RA= Rio Approuague; RU= Rio

Uacgd; LT= Lago Txipok; P-S= Pacaya-Samiria; LM= Lago Mamirauéa; RN= Rio
Napo.
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Tabela. 08 - Sumario com os principais indices de diversidade genética populacional em M.
niger e valores dos testes de neutralidade. Onde N= N°amostral, S= N° de sitios
polimérficos, h= diversidade génica, n= diversidade nucleotidica.

Populacéo N S h T Teste D de Teste
Tajima Fs de Fu
AA 20 10 0,7316+/-0,0940 0,0022 +/- 0,0013 -0,728 -1,817
RP 0,7778+/-0,1100  0,0009 +/- 0,0008 -0,359 -1,038
LJ 0,7500+/-0,1391  0,0009 +/-0,0007 -0,812 -1,387
RA 15 0,5429+/-0,1327  0,0006 +/-0,0006 -0,763 -1,161
RU 18 10 0,7582+/-0,1056 0,0014 +/-0,0010 -1,755 -5,054*
LT 26 20 0,8154+/-0,0627  0,0020 +/-0,0013 -2,160* -5,924*
P-S 6 3 0,8000+/-0,1721  0,0009 +/-0,0008 -1,233 -1,812
LM 13 3 0,6538+/-0,1060  0,0007 +/- 0,0006 -0,478 -0,940
RN 15 6 0,4762+/-0,1545  0,0009 +/- 0,0007 -1,766 -1,753
total 132 5,16% 82+/-2,4% 0,178+/-0,017% -2,527* -27,622*

Nota: * indica o nivel de significancia P < 0,0056 e AA= Arquipélago das Anavilhanas; RP= Rio
Purus; LJ= Lago Janauaca; RA= Rio Approuague; RU= Rio Uac¢d; LT= Lago Txipok; P-S=

Pacaya-Samiria; LM= Lago Mamiraud; RN= Rio Napo.
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4- DISCUSSAO

4.1- Caiman crocodilus

4.1.1- Polimorfismo da regido do citocromo b em C. crocodilus e testes de

neutralidade

Trabalhos em genética populacional de crocodilianos sao relativamente raros,
principalmente utilizando DNAmt. A maioria dos trabalhos disponiveis na literatura
utilizando como ferramenta algum segmento do DNAmt enfocam problemas
sistematicos, enquanto que microssatélites sdo mais frequentemente utilizados em
estudos populacionais.

Os valores de h encontrados nas trés populacdes de C. crocodilus analisadas
por Farias et al. (2004) foram bem mais elevados (h = 0.692; 1142 pb) do que os
encontrados em Alligator mississipiensis (h = 0.153; 1352 pb) (Glenn et al., 2002). No
presente trabalho o valor de diversidade haplotipica foi h = 0.733; 1085 pb. Em
Alligator mississipiensis o valor de & foi de 0,017%, assim ambos h e © apresentaram
baixos valores, o que indica um declinio populacional (bottleneck) recente (Glenn et al.,
2002). Contudo, em C. crocodilus, valores de h foram elevados em relacdo aos baixos
valores de n (r= 0,00106). Este padrdo de diversidade é atribuido a expansao
populacional apdés um periodo de baixo tamanho efetivo de populacdo (nimero de
individuos em intercruzamento) (Gran e Bowen 1998; Avise, 2000), considerando que
um rapido crescimento promove a retencao de novas mutacdes (Avise, 1984).

Este crescimento populacional se reflete no grande nimero de haplétipos Unicos
observados, que propiciou a rejeicdo da hipdétese neutra do equilibrio genético.

Entretanto, o teste D de Tajima ndo identificou crescimento populacional apés a
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correcdo de Bonferroni. A diferenga entre o niumero de sitios segregantes e o nimero
médio de diferencas entre os nucleotideos de uma amostragem de DNA (teste D de
Tajima) revelou que a hipétese de crescimento populacional poderia ser rejeitada para
as populagbes amostradas de C. crocodilus, mas nédo para todas as populacdes
guando analisadas como um todo.

O teste Fs de Fu, que possui propriedades estatisticas para detectar excesso de
alelos raros foi significativamente negativo para trés populacdes analisadas: a do
arquipélago de Anavilhanas, do lago Mamiraua e da comunidade do Tapara. Este teste
foi feito neste trabalho porque € 0 mais promissor para detectar crescimento
populacional, e o fez para trés das nove populagbes pesquisadas. Juntando as
sequéncias em uma unica populacdo de C. crocodilus os valores dos testes D de
Tajima e Fs de Fu foram significativamente negativos, mostrando que pode estar

havendo um crescimento populacional destes animais ao longo da Amazoénia.

4.1.2- Andlise Filogeografica do Agrupamento de Clados (ou NCPA) e estrutura

genética entre populacdes de C. crocodilus

Padrdes demograficos histéricos envolvidos na dinamica populacional de jacaré-
tinga foram identificados e interpretados por NCPA. Em Farias et al. (2004), trés
populacdes (rio Purus, lago Janauaca e rio Approuague) foram analisadas e néo
obtiveram resolucdo estatistica suficiente para diferenciar entre isolamento por
distancia, fragmentacdo histdérica ou expansdo. Enquanto que entre as duas
populacbes amostradas da bacia Amazbnica (rio Purus e lago Janauacd) néao
apresentaram valores significativos para rejeitar a hipétese nula da ndo correlacéo
entre variacdo genética e distribuicdo geogréafica. No presente trabalho, as populacfes

coletadas nas drenagens da bacia Amazénica (nivel 2-2 e 3-1 do cladograma),
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apresentaram valores significativos de D. e D,, 0s quais foram interpretados pela chave
de inferéncia de Templeton (Templeton, 2004) indicando que o0 esquema de
amostragem inadequado para diferenciar entre expansédo, colonizacdo a longa
distancia e fragmentagcao no passado.

Quando uma mutacdo ocorre e cria um novo haplétipo, este novo haplétipo
reside inicialmente dentro da distribuicdo geografica de seu haplotipo ancestral,
entretanto, se ha fluxo génico restrito, resultante do movimento limitado de individuos
ou por qualquer fenbmeno de vicariancia, este hapl6tipo novo ficara por mais tempo
restrito a apenas uma area geografica (Templeton, 1998). Quando apenas os clados da
bacia Amazonica foram analisados, a inferéncia ao nivel 2-2 foi expanséo populacional.
Este resultado condiz com o crescimento populacional de Caimans na Amazobnia
brasileira. Entretanto, nosso esquema de amostragem foi insuficiente para diferenciar
entre expansao, colonizacdo a longa distancia ou fragmentacédo no passado, quando
todas as populacdes foram analisadas.

A correlacédo espacial da variacdo genética detectada por NCPA ganhou novos
argumentos com os resultados de AMOVA. Tais resultados corroboraram que existe
subdivisédo genética entre populacdes de C. crocodilus da bacia Amazoénica em relacao
as populacdes do Amapa e da Guiana Francesa (drenagens do Atlantico). Esta
hipétese ja havia sido afirmada anteriormente em Farias et al. (2004), e no presente
trabalho a ampliacdo da amostragem e a inclusao de populacdes do Estado do Amapa
e do Para confirmaram este padrdo, dando mais consisténcia a estes resultados. Esta
subdivisdo genética foi detectada por dois diferentes testes, AMOVA e Fs. Existem
duas hipoteses que podem explicar tal padrdo. A primeira inclui um panorama de
vicariancia, uma vez que os sistemas de drenagens onde habitam as duas populacbes
sdo 0s Unicos na amostragem que ndo tem conexao com a bacia Amazonica, possuem

conexdao com 0 oceano Atlantico. Os membros modernos da familia Alligatoridae séo
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menos tolerantes ao sal do que outros crocodilianos porque eles ndo possuem glandula
lingual de excrecao de sal e complexo renal-cloacal adaptado para excrecao de sal e
conservacao de agua (Taplin e Grigg, 1989). Por esta razdo, agua salgada tém sido
vista como uma maior barreira para dispersao de Alligatoridae do que de Gavialidae e
Crocodylidae (Brochu, 2001). A segunda hipétese é a do isolamento por distancia,
identificado nos valores significativos do teste de Mantel. O rio Uacd dista da
comunidade do Tapara em =1220Km, dos quais =450 km sdo via oceano Atlantico.
Estes dois fatores, fisiol6gicos e geograficos ndo sdo mutuamente exclusivos, podendo
estar combinados com a fragmentacdo no passado indicada por NCPA, produzindo o
padrao atual de diferenciacdo genética.

Fazendo uma correlacdo temporal na genealogia obtida de C. crocodilus, foi
observado que o haplétipo mais frequente, mais amplamente distribuido e,
provavelmente, mais ancestral, ndo ocorre no rio Uaca e no rio Approuague. Assim, é
possivel inferir que a diferenciacdo genética (talvez por dispersdo, ou por qualquer
outro fendmeno) ocorreu no sentido da bacia Amazénica para as drenagens dos rios
Uaca e Approuague, uma vez que, no passado, as populacdes ancestrais destas
populacdes atuais encontravam-se em uma unica populacdo (de acordo com a teoria
da coalescéncia).

Quando apenas as populacfes coletadas nas drenagens da bacia Amazoénica
foram analisadas, através de AMOVA, encontrou-se que grande parte da variacdo
genética encontra-se dentro das populacfes. Entretanto, o valor de F foi significativo
entre algumas populacdes, indicando que a hipotese nula da panmixia, nestes casos,
poderia ser rejeitada. A populacdo da comunidade do Tapard, em Santarém,
apresentou valores de F significativos quando comparada com as populagdes do lago
Mamiraua e Pacaya-Samiria, que foram as duas populacbes mais a oeste da

amostragem, distando da comunidade do Tapara cerca de 1250 Km e 2300 Km,
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respectivamente. Neste caso, isolamento por distancia poderia ser rejeitado como um
fator em potencial para explicar tal padréo, uma vez que os valores significativos do
teste de Mantel foram obtidos apenas quando as popula¢cdes da Guiana Francesa e do
estado do Amapa foram incluidas. Quando estas foram excluidas da analise,
permanecendo apenas as popula¢des da bacia Amazoénica, nao houve nenhum indicio
de correlacao geogréfica sugerido. Assim outras forgas evolutivas podem estar atuando
nesta diferenciagéo genética.

A populacdo da ilha Sao Miguel-Parda, tipo de agua branca (rio Amazonas),
também se mostrou estruturada geneticamente em relacao a populagéo do arquipélago
das Anavilhanas, tipo de agua preta (rio Negro) (Sioli, 1984). Anavilhanas constitui o
unico local amostrado em agua preta e se apresentou também fracamente estruturada
em relacdo a populacdo do lago Janauaca e do rio Purus, que séo relativamente
proximas geograficamente. Esta diferenciacdo genética pode ser resultado de
adaptacdes as condicbes ambientais, tais como pH, densidade, dentre outros
parametros fisico-quimicos da agua, que séo diferentes nos diferentes tipos de agua da

Amazonia (Sioli, 1984).
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4.2 — Melanosuchus niger

4.2.1 - Diversidade genética e neutralidade de mutagdes em M. niger

Estudos em genética populacional de crocodilianos com base em microssatélites
de DNA mostraram elevados indices de diversidade genética em Crocodillus moreletii
(Dever et al., 2002) e no crocodilo Osteolaemus tetrapis (Ray et al., 2000). Entretanto,
em estudos com DNAmt em Alligator mississipiensis, Glenn et al. (2002) obtiveram
apenas quatro haplétipos, analisando 25 individuos no litoral dos Estados Unidos, e
concluiram que as populacbes de A. mississipiensis passaram por um bottleneck
historico. Estes autores sugeriram que 0 aumento do numero amostral revelaria
haplotipos raros dando mais consisténcia aos padrbes genéticos encontrados.
Entretanto, a hipotese de bottleneck (“efeito gargalo de garrafa”) néo foi corroborada
em estudos com populagcdes de Crocodillus moreletii (Dever et al., 2002); os autores
nao encontraram reducao na diversidade genética estudando nove loci microssatélites
em Belize durante os anos 1940 a 1960. No presente trabalho, indices elevados de
diversidade genética foram encontrados em populacbes de M. niger, quando
comparados com o0s de outros crocodilianos anteriormente estudados e sao
semelhantes aos resultados de Dever et al. (2002) para Crocodilus morelleti e Farias et
al. (2004) para C. crocodilus e M. niger. Estes padrdes de polimorfismo foram muito
similares aos encontrados em popula¢gBes de C. crocodilus deste trabalho: elevada
diversidade génica e baixa diversidade nucleotidica.

Em estudos com organismos plancténicos amplamente distribuidos pelo planeta,
Grant e Bowen (1998) pesquisaram o que padrdes de diversidade genética poderiam
nos informar a respeito da demografia histérica e da divergéncia genética superficial

em populagdes. Althoff e Pellmyr (2002) expandiram as interpretacbes de Grant e
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Bowen (1998) para o inseto Prodoxus decipiens. No presente trabalho, o padréo
encontrado de diversidade genética foi semelhante para as duas espécies analisadas,
as quais se apresentaram dentro da segunda categoria, que consiste de pequenos
valores de n e elevados valores de h. Esta categoria é consistente com uma recente
reducdo populacional seguida por rapido crescimento e acimulo de muta¢cdes (Grant e
Bowen, 1998).

A rejeicdo da hipotese neutra do equilibrio genético reforca os argumentos do
paragrafo anterior fornecendo uma perspectiva freqientemente observada em
populacbes que estdo passando ou passaram recentemente por um crescimento
populacional. O teste D de Tajima mostrou valores significativos apenas na populagao
do lago Txipok. Enquanto que as populacdes do lago Janauaca e do rio Uaca,
apresentaram valores significativos para o teste Fs de Fu.

Todas as populagdes juntas mostram valores de diversidade genética elevada,
baixos valores de diversidade nucleotidica e significativos desvios da expectativa
neutra das mutacées. Com estes padrdes genéticos é possivel afirmar que o aumento
das populacdes naturais de M. niger e o acumulo de novas mutacdes geraram
haplétipos raros, com distribuicdo geografica restrita, 0 que provavelmente elevou os

indices de diversidade génica.

4.2.2 — Analise Filogeografica de Clados Agrupados ou NCPA e estrutura

genética entre populacdes de M. niger

Nas andlises dos clados agrupados apenas dois niveis apresentaram indices
estatisticamente significativos, o 2-3 e 0 4-1. No nivel 2-3 do agrupamento a hipétese
nula da ndo associacdo entre a genealogia e a geografia foi rejeitada, porém o

resultado ndo conclusivo apenas nos fornece a confirmacéo que a divergéncia genética
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desta espécie obedece a um padrdo espacial de distribuicdo. Vale lembrar que no nivel
2-3 encontram-se haplotipos oriundos da bacia Amazbdnica e que a diferenciagdo
genética identificada via NCPA ocorre entre a populagéo do rio Napo e as outras mais
a leste. O clado 4-1, que incluiu todas as populacbes amostradas, apresentou
resultados que também ndo foram conclusivos para o esquema de amostragem
disponivel no escopo deste trabalho. Assim, NCPA indicou correlagbes entre
divergéncia genética e distdncia geografica no nivel mais elevado (4-1) do
agrupamento, o qual inclui todas as populacdes analisadas, e entre os clados 1-3 e 1-4,
neste Ultimo encontram-se apenas haplétipos da populacdo do rio Napo.

Os resultados de AMOVA indicaram que existe variagéo significante entre bacia
Amazonica X drenagens néo interligadas a bacia Amazonica, embora os valores de F;
indiguem fraca diferenciacdo. A populacdo do rio Approuague, na Guiana Francesa,
apresenta-se geneticamente mais proxima das duas populacdes do Estado do Amapa-
Brasil (rio Uaca e lago Txipok), que também sdo provenientes de drenagens nao
ligadas a bacia Amazobnica. O fato de que os membros da familia Alligatoridae néo
possuem adaptacdes para sobreviver em ambientes de agua salgada pode ter sido
fundamental para o isolamento genético parcial destas populacdes. Fss e AMOVA
indicaram uma diferenciacdo genética entre a populacdo do rio Napo e as demais da
bacia Amazbnica. Esta diferenciacdo pode estar relacionada ao isolamento por
distancia, uma vez que os indices de correlacdo do teste de Mantel foram significativos
dentro da bacia Amazonica.

O indice de fixacao (Fs) identificou que a populacdo do Equador (rio Napo)
estd diferenciada das demais e o isolamento por distancia pode ser um fator
importante para explicar este padrdo. Por outro lado, a distancia geografica da
amostragem do Equador ndo é tdo grande em relacdo ao Peru e a Mamiraua-Tefé,

contudo h& diferencas na composi¢do nucleotidica entre estas duas populacdes e a
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populacdo do Equador, que constitui uma subpopulacdo diferenciada geneticamente.
Para identificar um possivel evento histérico demografico envolvido nesta
diferenciacdo genética da populacdo do rio Napo, novas amostragens seguindo o
curso do rio Solimdes no Peru, seguindo até o Equador seriam fundamentais. Os
dados apenas revelam que o rio Napo abriga uma subpopulacéo diferenciada de todas
as outras amostradas.

A estrutura genética destas populacfes pode ser explicada também pelo fato
de que se trata de uma espécie mais seletiva quanto ao uso do habitat e com
dispersao relativamente baixa. Alguns dados de fragmentacdo genética semelhantes
aos encontrados neste trabalho foram previamente identificadas em populacdes de M.

niger por Farias et al. (2004), os quais foram corroborados pelo presente estudo.

4.3 — BENEFICIOS PARA A TOMADA DE DECISOES QUANTO AO MANEJO E A CONSERVACAO DE

CROCODILIANOS AMAZONICOS

Apesar da caca comercial de crocodilianos ainda persistir no Brasil, esta se
tornou menos evidente pela falta de mercado para as peles, que atualmente terminam
rejeitadas na maioria das vezes. Apenas a carne é aproveitada para alimentacdo ou
para servir de isca na pesca de peixes necréfagos, como ocorre no alto Solimdes (Da
Silveira, observacao pessoal).

O aumento da populacdo humana na Amazbdnia tem trazido muitas
consequéncias para a fauna local, principalmente através da perda ou fragmentacéo
de habitats e sobre-exploracdo. Contudo, estes impactos diminuiram com a criacdo da
lei de protecéo a fauna silvestre do Brasil (lei N° 5.197/67) na década de 60, época em
gue o jacaré-acu estava na lista de animais em perigo de extingdo. Atualmente, consta

na categoria baixo risco, mas dependente de conservacao taxon-especifico ou habitat-
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especifico (IUCN). Nossos dados corroboram este status.

Os crocodilianos em geral ndo sado animais bem vindos pelas populagbes
humanas, associa-se a eles o papel de fera perigosa e as pessoas preferem vé-los
mortos e o fazem muitas vezes por questao de defesa. Entretanto, vale ressaltar, que
eles fazem parte de um sistema ecolégico integrado, como consumidores de topo de
cadeia, portanto, sdo importantes para o equilibrio dindmico da biota regional, além da
importancia econdmica a eles atribuida.

Em algumas regifes, as populacdes de jacaré-acu continuam restritas a
alguns individuos, em outras se argumenta que ocorre alta densidade populacional,
como na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua, local em que um plano
de manejo para crocodilianos estd em vias de execucdo. Apesar de se relatarem
muitos individuos em Mamiraua, os indices genéticos ndo demonstram qualquer
desequilibrio com relacdo aos haplotipos do DNAmMt em M. niger. Os testes D de
Tajima e Fs de Fu nao detectaram valores significativos que demonstrem desvio das
expectativas neutras de mutacdes para as populacbes de Mamiraua e da Guiana
Francesa, as quais apresentaram baixos indices de polimorfismo genético. No caso
especifico de Mamiraua, estes resultados podem ser artificio de amostragem, uma vez
gue as coletas foram feitas em apenas um lago, o que torna a possibilidade de
estarmos coletando individuos aparentados nao rejeitavel.

No caso de C. crocodilus, a populacédo da Terra Indigena Uacg4, no extremo
Norte do Brasil, apresenta-se bem menor do que a populacdo de M. niger (Ruffeil,
2004). O autor sustenta, com base em poucas informacdes disponiveis (45 jacarés
abatidos no periodo da seca), que a cac¢a de subsisténcia praticada pelos indigenas é
a principal causa da baixa densidade de C. crocodilus naquela regido. Os indigenas
nao apreciam a carne de M. niger (Ruffeil, 2004), o que explica a diferenca nos valores

de diversidade genética e expansado populacional de C. crocodilus em relagdo a M.
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niger encontrados neste trabalho. Os resultados aqui apresentados indicam que planos
de translocacgdo de individuos de C. crocodilus da bacia Amazbénica para os rios do
extremo Norte do Brasil (Amapa) ndo seria uma boa estratégia para conservar as
populacdes naturais daquela regido. O que, infelizmente, constitui um problema. O
mesmo vale para M. niger, porém neste caso, ndo ha, ainda, necessidade de se
cogitar tal pratica, uma vez que as populacdes de M. niger daquele local ndo se
encontram em situacao de risco.

Dentro da bacia Amazonica os planos de manejo podem ser cogitados
mantendo pontos estratégicos para o uso do recurso, com a possibilidade de se agir
de maneira itinerante, ou mesmo em um unico local, translocando matrizes
pertencentes a drenagens proximas, respeitando o grau de similaridade genética entre
as populacoes.

Com base nestes resultados pode-se inferir que, no geral, as populacdes de
C. crocodilus e M. niger da Amazonia estdo atualmente se recuperando e que ambas
as espécies apresentam padrbes evolutivos muito semelhantes quanto ao gene
mitocondrial citocromo b. Isto pode ser relevante na tomada de decisbes sobre o
manejo e a conservacao deste recurso, quando o objetivo de um planejamento
estratégico, sob o argumento do desenvolvimento sustentavel, for a utlizacdo do
recurso de maneira a conserva-lo com o intuito de manter as relacées ecoldgicas e

evolutivas naturais de ecossistemas aquaticos amazonicos.
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Tabela A- Sitios variaveis nos 1085 pb dos haplétipos do gene mitocondrial citocromo b de

6-ANEXOS

Caiman crocodilus. Apenas 42 sitios foram variaveis, cujas posicdes estao indicadas

na tabela. N indica o nimero de individuos que compartilham o referido haplétipo.

Haplotipos

PosicGes das mudancas nucleotidicas
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Tabela B- Sitios variaveis nos 1027 pb dos haplétipos do gene mitocondrial citocromo b de
Melanosuchus niger. Apenas 54 sitios foram variaveis, cujas posices estdo
indicadas na tabela. N indica o numero de individuos que compartilham o referido
haplétipo.

Haplotipos PosicGes das mudancas nucleotidicas N
00000000000000000000000000000000000000000000000000001
00000011123334444455555555566666666667777778888999990
13678824540174568900001356713456777891224772389025560
27537900900573858735695928247534046732361274914082909

H1 CATAGAGCACCGACCCCCCCCCCCGCACCGCCCCAAGCCACCGACGCCTGAGC 40
o P 39
o A 11
H4 ... A....... P 2 4
HS ..., A....... P T 1
H6 o e 2 1
o g 1
H8 L 1
HY AL i e 1
o 1 2 1
o 1 A e e e e e e e 1
H12  ......... ..., A e e e e e e 1
H13 Al i e Ao G.....iiiii A 1
H14 . i e A 1
H15 e e e G.....iiiii A 1
H16  ...... A e e e e e e e e A 1
H17 ..o i G........... e 1
H18  ....... AL i e e 1
H19 . e g A....... 1
H20  ......... Gt e e 1
H21 ... ..., G..G...T.......... e 1
H22 P C.... 1
H23 e T, i Ao 1
H24 ... . ..., 2 e 1
H25 L AGL L 2 G.. 1
H26 B € e 1
H27 e T.A...... AA.............. 1
H28 e T.A....T..... T.. .. 1
H29 e 2 T.A... 1
H30 . R 1
H31 T.TT............... T...... A. 1
H32 e T....A.......... C...ooil. 1
H33 e T...A......... G....T...... 1
H34 e 1
H3 oo L 1
H36 . e G. oot 2
H37 . 1
H38 e e G.. .t 1
H39 .. T e e 1
H40 . TT...... T e 1
HA1 LG TT...... T e 1
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Figura A - Gréafico mostrando a proporcdo das mutagcdes ao longo das sequéncias
nucleotidicas de C. crocodilus.
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nucleotidicas de M. niger.
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Figura E- Fregliéncia dos aminoacidos nas sequéncias de C. crocodilus.
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Tabela C- Matriz de distancias de rios em Km utilizada nas analises de agrupamento de
clados (NCPA) e no teste de Mantel.

Populacdes de Melanosuchus niger e Caiman crocodilus

AA
RP
LJ
RA
RU
LT
P-S
LM
RN
10CT

11 RM

O©CoO~NOUA,WNLE

1 2

255.00

105.00 250.00
1970.00 2050.00
1800.00 720.00
1850.00 1750.00
1655.00 1450.00
605.00 450.00
1835.00 1680.00
715.00 830.00

950.00 1250.00

3 4

1750.00

1700.00 170.00

1750.00 220.00

1670.00 3070.00
590.00 2450.00
820.00 3680.00
620.00 1220.00

820.00 3035.00

5

50.00
3340.00
2290.00
3520.00
1080.00

2520.00

6 7

3390.00

2340.00 1050.00
3550.00 350.00
1130.00 2300.00

2550.00 2870.00

1230.00
1250.00 2480.00

1820.00 3060.00 1815.00

Nota: AA= Arquipélago das Anavilhanas; RP= Rio Purus; LJ= Lago Janauaca; RA= Rio
Approuague; RU= Rio Uaca; LT= Lago Txipok; P-S= Pacaya-Samiria; LM= Lago Mamiraug;
RN= Rio Napo; CT= Comunidade do Tapara e RM= Rio Madeira. A populacéo da llha Sao
Miguel ndo foi incluida na tabela acima porque dista apenas cerca de 5 Km da Comunidade do
tapara (CT) e nas analises de Caiman crocodilus foi feita uma soma deste valor a distancia de
CT em relacdo as demais localidades.
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