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Resumo

Nos ultimos tempos, estudos de genética cresceram rapidamente gracas ao avango da tecnologia e das ferramentas
moleculares, e os resultados obtidos nas andlises genéticas se tornaram importantes ferramentas para a conservacio e
manejo, permitindo aprofundamento sobre a estrutura populacional, padrdes de dispersdo, fluxo génico e hibridizag¢ao
interespecifica, dentre outros pardmetros. Os crocodilianos s@o um dos grupos de vertebrados mais fascinantes. Além de
suas caracteristicas intrinsecas (i.e., longevidade), representam um grupo bem-sucedido de organismos que sofreram
poucas alteragdes ao longo de milhdes de anos, sendo estes animais importante fonte de informacdo para quem pesquisa
os avancos do ponto de vista molecular. A capacidade de resistir ao ataque de microrganismos poderia ser um dos motivos
de seu sucesso e longevidade e, por isso, a descoberta dos componentes moleculares envolvidos permitiria um
conhecimento aprofundado desses fatos. Neste aspecto, o entendimento dos processos evolutivos frequentemente requer
a andlise de marcadores polimérficos. Além disso, o impacto biolégico resultante da interagdo com componentes sensiveis
a contaminacdo em diferentes espécies de jacarés pode se manifestar nos niveis genético, imunoldégico e bioquimico,
exercendo um efeito marcante de longo prazo nas popula¢des. Marcadores moleculares, imunoldgicos e bioquimicos
constituem uma bateria de ferramentas complementares altamente explicativas na avaliacdo dos efeitos nos crocodilianos
causados pelo uso massivo dos pesticidas, permitindo obter mais informagdes sobre o significado biol6gico especifico e
o impacto real das alteracdes produzidas por defensivos agricolas, gerando ferramentas preditivas para a protecio
ambiental dessas e de outras espécies silvestres de nossa regido. Especificamente, em toda a sua area de distribui¢do, um
grande nimero de espécimes de C. latirostris foram cacados ilegalmente, razdo pela qual foi necessdrio estabelecer
diferentes estratégias para evitar sua extin¢gdo. Em conclusdo, os recursos genéticos tém permitido abordar o estudo dos
crocodilianos do ponto de vista populacional, ecolégico, ecossistémico e produtivo.

Abstract

Lately, genetics studies advanced quickly using molecular tools and the technology. Besides their intrinsic characteristics
like longevity, habitats, and some other interesting aspects, crocodilians are one of the most fascinating groups within
vertebrates. They represent a successful group of organisms that have suffered little alteration over millions of years, thus
these animals are an important source of information for those researching advances from a molecular point of view. The
ability to resist the attack of microorganisms could be one of the reasons for their success and longevity so the discovery
of the molecular components involved would allow a thorough understanding of these facts. In addition, the information
acquired from genetic analyses is important for conservation and management and allow to depth on population structure,
patterns of dispersal and gene flow, interspecific hybridization, among other parameters, as to understand evolutionary
processes require the analysis of polymorphic markers. Also, the biological impact resulting from the interaction with
contamination-sensitive components in caiman species can be manifested at the genetic, immunological, and biochemical
levels, exerting a marked long-term effect on populations. Genetic, immunological and biochemical molecular markers
constitute a battery of complementary tools that are highly explanatory in the evaluation of the effects caused by mass use
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pesticides on crocodilians and will allow us to obtain more information regarding the specific biological significance and
real impact of the alterations produced by pesticides on these species, providing predictive tools for the environmental
protection of these and other wild species in our region. Specifically, throughout its range of distribution, a large number
of C. latirostris specimens were hunted illegally and different strategies to avoid their extinction were necessary. In
conclusion, the genetic resources have allowed to approach the study of the crocodiles from a population, ecological,

ecosystemic and productive point of view.

Introducao

Nas dltimas décadas os estudos genéticos em
répteis t€m avancado de maneira significativa e em
conjunto com o desenvolvimento da tecnologia aplicada
aos estudos moleculares. Atualmente, a aplicacdo dessas
técnicas nos estudos dos crocodilianos constituem um
campo de grande interesse devido, principalmente, ao
enorme potencial que possuem para clarear os conflitos
existentes, além de promoverem
conhecimentos a conservacio das espécies € a0 meio em
que vivem, basicamente porque este grupo possui
caracteristicas intrinsecas interessantes, tais como
longevidade, baixa capacidade de dispersdo e uma alta

taxonOmicos

dependéncia das condi¢des ambientais (POLETTA et al.,
2013). Neste sentido, os crocodilianos sdo um dos grupos
de vertebrados mais fascinantes, pois apresentam
complexas biologia e comportamento, além de serem
considerados excelentes modelos para a exploragdo de
problemas filogenéticos, j4 que contam com uma baixa
diversidade especifica atual, abundantes registros fosseis
e uma ampla gama de divergéncias entre as espécies
viventes (BROCHU, 2003).

A Ordem Crocodylia estd, neste momento,
representada por 24 espécies reconhecidas, porém, a
sistemdtica do Grupo se encontra em constante revisao
frente aos avancos dos conhecimentos. As relacdes
filogenéticas entre os crocodilianos tém sido estudadas
em repetidas ocasides mediante as comparacdes
morfolégicas e de sequéncias de genes, tanto nucleares
quanto mitocondriais. Em muitos dos estudos realizados
foi dificil cobrir os sitios representativos de distribuicdo
de todos os membros da Ordem, e isso pode reduzir a
habilidade para discernir se os marcadores utilizados
foram apropriados e se os resultados obtidos foram
consequéncia ou ndo da falta de amostras e do intervalo
completo de distribui¢do, para que todas as linhagens se
localizem em suas verdadeiras posi¢des filogenéticas.

A genética da conservacdo tem como propdsito
estudar a diversidade e estrutura genética das populacdes,
sendo aplicada para resolver problemédticas da

conservacdo da biodiversidade (FRANKHAM et al.,
2002). Utiliza ferramentas de biologia molecular que se
articulam com as caracteristicas ecoldgicas das
populacdes, de forma a permitir descrever essas
populacdes e as comunidades que elas compdem,
conhecer sua histdria filogeogréfica e identificar espécies
que contribuem para a resolucio de conflitos
taxondmicos. Os resultados obtidos sdo ferramentas
fundamentais para o desenvolvimento de planos de
restauracio de ecossistemas, bem como para a definicao
de unidades de manejo e conservacdo. O jacaré-de-papo-
amarelo (Caiman latirostris) é considerado um
crocodilianos de médio porte, tendo seu tamanho maximo
descrito em 3,16 metros (D. Dutra-Aratdjo, com. Pers.
2018). A distribui¢do geogréifica da espécie inclui as
bacias dos rios Parand, Paraguai e Sdo Francisco, se
estendendo pelas regides nordeste da Argentina, sudeste
da Bolivia, Paraguai e norte do Uruguai. Também inclui
uma grande quantidade de pequenos canais de drenagem
da costa atlantica, desde Natal, no extremo oriente do
Brasil até o nordeste do Uruguai. Uma mesma realidade
de habitat é compartilhada entre os paises, mas de forma
geral, a espécie se caracteriza por se adaptar em todo tipo
de ambiente, desde os mais caudalosos, como as cataratas
de Iguacu, até os pogos construidos como reservatoérios de
dgua com fins agricolas ou fonte de dgua para o gado, até
os mangues das ilhas no sudeste do Brasil. Na Argentina,
uma grande quantidade de exemplares de C. latirostris
foram cagados ilegalmente durante varios anos para
comercializac@o de suas peles, o que provocou a reducio
dristica de suas populacdes. No ano de 1990 foi
estabelecido em Santa Fé o primeiro programa de uso
sustentdvel de jacarés (Proyecto Yacaré), que
implementou o sistema de Ranching, que implica na
colheita de ovos na natureza, incubac@o artificial e cria de
animais em ambiente fechado. Uma parte desses
espécimes nascidos no cativeiro se destina ao uso
comercial (pele e carne) e outra para liberagao de animais
em ambientes naturais. Devido ao sucesso deste programa
na recuperacdo das populagdes naturais de jacarés, outros
dois programas similares foram implantados da
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Argentina, prodizindo beneficios econdmicos e sociais a
nivel regional e nacional. Cabe destacar estes programas
envolvem habitantes locais, que buscam ninhos na
natureza e coletam ovos para posterior incubagcdo no
cativeiro, recebendo compensacio financeira, que resulta
na protecdo de ninhadas e dos animais adultos por parte
das comunidades locais. Através dos estudos
desenvolvidos ao longo desses anos, na Argentina, foi
possivel reunir uma quantidade importante de
conhecimentos basicos e indispensaveis para o estudo da
biologia integral dessas espécies autdctones de
importdncia comercial. Particularmente, os estudos
genéticos contribuiram de forma transcendental e foram
estritamente necessédrios para o projeto e aplicacdo de
programas de uso sustentdvel.

Citogenética

Inicialmente realizaram-se andlises citogenéticas
comparativas entre as duas espécies de caimans presentes
na Argentina, Caiman latirostris e Caiman yacare
(AMAVET et al., 2003) aplicando bandas diferenciais (C
e NOR) através das quais foi confirmado que ambas as
espécies ndo possuem diferenciacdio de cromossomos
sexuais e apresentam padrdes de bandas muito
semelhantes. Os resultados obtidos mostraram uma
grande semelhanca entre os dois cariétipos, com um
nimero dipléide de 42 cromossomos, incluindo 12 pares
telecéntricos e nove pares bibraquiais, dois dos quais sdo
microcromossomos. Devido a falta de diferencas
relevantes entre os cariétipos dessas espécies, decidiu-se
iniciar a aplicacdo de marcadores moleculares e
bioquimicos para aprofundar as andlises genético-
populacionais.

Genética de populacoes

Os crocodilianos estdo expostos a multiplas
ameacas, sendo uma das principais a perda da
variabilidade genética. Suas populagdes decresceram
drasticamente nos dltimos anos, principalmente devido a
reducdo de seu habitat induzida pela modificagdo dos
cursos e corpos de dgua. Este ¢ um dos fatores mais
importantes que contribuiu para a fragmentacdo das
populagdes reprodutivas e uma diminui¢do no nimero de
individuos. Devido ao interesse em se conhecer a histéria
natural das espécies de crocodilianos, incluindo algumas
de interesse econdmico, foram realizados estudos para
determinar a situacdo real para cada espécie. Os estudos
de genética de populacdo ainda sdo escassos, porém

essenciais, uma vez que o estudo da dindmica genética de
populacdes de crocodilianos € um aspecto fundamental
para estabelecer politicas de manejo que garantam seu
futuro.

A metodologia de eletroforese permite a separagio
de proteinas enzimaticas (aloenzimas) de acordo com sua
carga elétrica liquida, peso molecular e estrutura
tridimensional. Devido ao seu baixo custo, facilidade de
uso e quantidade de loci que podem ser examinados, o
polimorfismo de proteinas revelado por eletroforese em
gel e técnicas especificas de coloracdo foi uma das
ferramentas mais amplamente utilizadas para investigar
os niveis de variabilidade genética populagdes naturais
(LEWONTIN, 1991). Os resultados obtidos em
populagdes de C. latirostris de Santa Fé, Argentina,
indicaram que todas as amostras analisadas tinham a
mesma estrutura isoenzimatica e, portanto, o0 mesmo alelo
em homozigotos (AMAVET et al., 2010). Com base
nesses resultados, foi necessario o uso de marcadores
moleculares no nivel gendmico para aprofundar essas
andlises.

A primeira técnica molecular aplicada ao estudo
genético de populacdes de jacarés na Argentina foi a
amplificacdo com marcadores RAPD (DNA polimérfico
amplificado aleatoriamente). FEsta técnica utiliza
iniciadores de 10 a 20 pares de bases (pb) de comprimento
para amplificar regides do DNA gendmico. Os produtos
de PCR sdo transformados em géis, que normalmente
detectam varias bandas que representam diferentes
fragmentos (loci) amplificados. Se houver variacdo na
regidao de aparelhamento do primer, algumas bandas
revelardo padrdes de presenca/auséncia. Este método
analisa muitos loci sem exigir o sequenciamento do
genoma ou projetar iniciadores especificos para as
espécies em estudo. Sua desvantagem € o modo
dominante de heranca e o considerdvel cuidado que deve
ser respeitado nos protocolos de trabalho para obter
resultados repetitiveis (HADRYS et al., 1992). Para a
andlise RAPD, foram utilizados dez individuos de
diferentes ninhos de cada uma das quatro populacdes
estudadas de C. latirostris, perfazendo um total de 40
animais. Todas as amostras foram amplificadas usando
oito primers RAPD da Promega®.

Os niveis de variabilidade genética nas populacdes
foram estimados usando o niimero médio de alelos por
locus (A), a porcentagem de loci polimoérficos (P) e a
heterozigosis esperada (He). O valor de A é a soma de
todos os alelos detectados em todos os loci, dividido pelo
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ndamero total de loci. P, de acordo com CAVALLI-
SFORZA e BODMER (1971), é o aparecimento de dois
ou mais alelos no locus em uma populacio, cada um com
frequéncia significativa. Na prética, um limite superior
para a frequéncia alélica mais comum € decidido
arbitrariamente, e nesses trabalhos foi utilizado o de 0,95.
Finalmente, He representa a proporcdo esperada de
individuos heterozigotos dentro de uma populagdo para
uma espécie dipldide; € a medida de variabilidade mais
usada porque tem significado biolégico (HEDRICK,
1983). Os resultados obtidos na analise de 233 loci em 40
individuos mostraram que apenas 32% dos marcadores
eram varidveis, e as taxas de variabilidade genética
mostraram valores baixos a moderados. Também foi
observada diferenciacdo entre as populacdes analisadas
devido a deteccdo de alguns loci considerados exclusivos
de uma delas (AMAVET et al., 2007; 2009).

Posteriormente, para aprofundar as andlises
genéticas populacionais de crocodilianos na Argentina, os
primers foram projetados para amplificar loci
microssatélites desenvolvidos a partir de sequenciamento
parcial, usando o Next Generation Sequencing (NGS) do
genoma de C. latirostris. Os microssatélites tém a
vantagem sobre outros marcadores por serem altamente
polimérficos e codominantes, ou seja, detectam genotipos
heterozigotos. Por esse motivo, eles se tornaram os
marcadores de escolha em estudos genéticos de base
populacional. No entanto, existem deficiéncias que
limitam seu uso em espécies onde a informagao gendmica
¢ escassa. Em particular, sua amplificacio requer a
identificac@o das sequéncias de flanqueamento para obter
iniciadores especificos.

Os marcadores projetados por este grupo de
trabalho foram isolados usando software desenvolvido
especificamente em nosso laboratério para isolamento de
microssatélites e design de primers (METZ et al., 2016).
A partir dos dados obtidos, foi possivel projetar nove
pares de primers para amplificar amostras de C. latirostris
que foram aplicadas com sucesso em andlises genético-
populacionais (OJEDA et al.,, 2016; AMAVET et al.,
2017).

Os parametros de variabilidade genética das
populacdes de C. latirostris foram comparados entre
quatro locais de estudo em trés periodos diferentes
(2001/03, 2007 e 2011/12) para se avaliar o impacto das
atividades do Programa de Uso Sustentdvel que inclui
essa espécie em Santa Fé, denominado “Projeto Jacaré”,
que teve seu inicio em 1990. O tamanho efetivo da

populacdo (Ne) também foi estimado para detectar
possiveis eventos de gargalo. Para a realizacdo desses
estudos, foram analisados dez loci microssatélites e um
fragmento de 1077 pb do gene do citocromo b
mitocondrial (cyt b). Os fragmentos amplificados para
cada regido de microssatélites e o gene cyt b foram
analisados com um sequenciador ABI 3730xI® (Applied
Biosystems). As estimativas de variabilidade obtidas com
marcadores microssatélites foram superiores as obtidas
com marcadores RAPD. Mas esses valores ndo podem
ser compardveis devido as diferencas nos niveis de
polimorfismos que podem ser detectados pelos dois tipos
de marcadores. Os valores estimados de variabilidade
para as populagdes analisadas de C. latirostris foram de
baixos a intermedidrios e foram semelhantes entre os
locais estudados em cada periodo de amostragem,
existindo pouca diferenciacio genética entre eles.
(Tabela 1).

Sitios Ho He A Rg
EEE -01/03 0.26 (0.32) 0.58 (0.12) 3.4(1.0) 1.58
CSA -01/03 0.15(0.19) 0.53 (0.25) 3.7(2.0) 1.60
EDP -01/03 0.18 (0.20) 0.42 (0.25) 2.9 (2.16) 1.49
AES-01/03 0.23 (0.20) 0.63 (0.14) 4.1(1.86) 1.63
Global 01/03 0.23 (0.19) 0.61 (0.10) 6.4 (3.16) 3.49
EEE-07 0.41 (0.32) 0.63 (0.19) 4.5(1.5) 1.64
CSA -07 0.26 (0.27) 0.63 (0.13) 4.6 (1.68) 1.63
EDP- 07 0.32 (0.31) 0.71 (0.11) 4.9(1.92) 1.71
AES- 07 0.29 (0.20) 0.61 (0.23) 4.9(1.97) 1.61
Global 07 0.33 (0.23) 0.73 (0.08) 8.8 (2.7) 4.59
EEE-11/12 0.31 (0.23) 0.61 (0.23) 5.1(2.3) 1.61
CSA-11/12 0.30 (0.29) 0.52(0.27) 4.0(23) 1.60
EDP-11/12 0.33 (0.35) 0.62 (0.14) 4.0(1.3) 1.62
AES-11/12 0.40 (0.28) 0.53(0.23) 3.8 (231 1.53
Global 11/12 0.37 (0.24) 0.73 (0.08) 8.4 (2.87) 4.43

Tabela 1. Parimetros de variabilidade estimados com
microssatélites por sitio e periodo amostral: Ho e He:
Heterozigosis observada e esperada respectivamente; A:
Nuimero observado de alelos: rg: Riqueza alélica. Entre
parénteses se mostra o desvio padrdo (Tabela modificada a
partir de AMAVET et al., 2017).

No entanto, o histérico genético de cada local de
amostragem se modificou com o tempo, com os indices
de variabilidade aumentando ligeiramente, tendo como
suposicao que esse fato possa ser decorrente do fluxo de
individuos de diferentes origens, devido as atividades de
manejo e repovoamento desenvolvidas pelo “Proyecto
Yacaré¢” (AMAVET et al., 2017).
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Em relacdo as andlises realizadas com o marcador
mitocondrial entre as 15 sequéncias analisadas com o cit
b, foram encontrados apenas quatro haplétipos, com
valores de baixa diversidade genética. Além disso,
levando em consideracdo os valores de He e a estimativa
de Ne = 2,1, pode-se supor que eventos de gargalo
realmente ocorreram no passado recente (AMAVET et
al., 2017), coincidindo com a drastica reducdo da
populagdo que essa espécie sofreu nos anos 1970 devido
a caga furtiva e ao comércio ilegal de seus produtos
(WALLER e MICUCKCI, 1995).

Os resultados obtidos nos estudos mencionados
sugerem que, além de aumentar o tamanho da populacdo
de C. latirostris, as atividades de manejo desenvolvidas
pelo Proyecto Yacaré em Santa Fé manteriam a
variabilidade genética das espécies.

No entanto, as informagdes ainda estdo
incompletas e o monitoramento genético deve continuar
regularmente para otimizar as atividades de manejo
populacional.

Estudos de sistemas de acasalamento

De um modo geral, as populagdes de crocodilianos
sdo frequentemente subdivididas em pequenas unidades
(demos) devido a intimeros fatores ambientais e
antropogénicos e, nesse contexto, as estratégias de
acasalamento podem determinar diferencas genéticas
entre as populacdes. E muito comum em crocodilianos
que, por razdes de dominio hierarquico, alguns individuos
ndo consigam se estabelecer em seu habitat original
durante a época de corte e de acasalamento, portanto,
migram para outros habitats em busca de oportunidades
de reproducdo. Isso resulta em um fluxo génico entre
populacdes que € altamente benéfico, especialmente para
populacdes pequenas, pois reduz o risco de depressio por
endogamia e deriva genética (KONUMA et al., 2000).

Por tudo isso, o conhecimento de estratégias
reprodutivas  contribui  fundamentalmente para a
conservacao de uma espécie. A paternidade multipla, isto
¢, a existéncia de mais de um gendtipo paterno em uma
ninhada, foi descrita como um agente que aumenta o
tamanho efetivo da populacdo (SUGG e CHESSER,
1994), elevando potencialmente a diversidade genética
das populagdes que sofreram eventos recentes de deriva
genética, como exemplo, gargalos (MC VAY et al,
2008). Marcadores microssatélites tém sido utilizados
como uma ferramenta para analisar o comportamento
reprodutivo em crocodilianos, para o qual existem poucos

dados porque o acasalamento ocorre quase que
exclusivamente na dgua. Para realizar estudos do sistema
de acasalamento em C. latirostris, na Argentina, foram
obtidas amostras do DNA de fémeas que cuidavam de
ninhos e filhotes que ali eclodiram. Foram utilizados
quatro marcadores microssatélites, com os quais 16
familias foram analisadas, buscando reconstruir os
gendtipos dos filhotes e seus supostos pais. Os resultados
mostraram que na maioria das ninhadas, a fémea
amostrada foi confirmada como a verdadeira mae dos
filhotes. Além disso, os gendtipos paternos foram
reconstruidos e foram encontradas evidéncias da
existéncia de mais de um progenitor para os filhotes em
duas familias (AMAVET et al., 2008; 2012). No caso de
Caiman vyacare, 10 loci microssatélites foram
amplificados em 148 amostras de individuos de 13
ninhadas, das quais a suposta mde ndo era conhecida.
Como resultado, o genétipo materno pdde ser
determinado em nove dos 13 ninhos e, em seis deles foi
encontrado mais de um gendtipo paterno, com um
maximo de trés pais por ninho (OJEDA et al., 2016).

Assim como em outras espécies de crocodilianos,
a estratégia reprodutiva de miultipla paternidade,
verificada em ambas as espécies durante estes
experimentos, certamente pode aumentar a variabilidade
genética de suas populagbes, pois o pool genético
beneficiaria suas populagdes, fornecendo ferramentas
para melhorar a capacidade de enfrentar as adversidades
ambientais.

Estratégias de reintroducao de crocodilianos

Existem inimeros programas e zooldgicos que
contemplam a liberagdo de animais criados ex situ em
habitats naturais, mantendo ou ndo seus locais de origem.
Essa sempre foi uma questdo controversa sobre como a
liberacdo afetaria uma populacio através da introducao de
animais de uma outra populacdo, mesmo que essas
atividades fossem realizados com as melhores das
intengdes, embora normalmente sejam realizadas de
forma irracional, sem conhecimento ou embasamento
cientifico adequado. Algumas discussdes sdo orientadas
no sentido de que essas a¢des podem produzir o efeito de
funil e evitar a reducdo da variabilidade genética,
desencadeando consequéncias sérias. Isso ocorre porque
as populacdes de uma determinada espécie possuem um
conjunto de genes que lhes permitem se adaptar ao
ambiente em que sdo encontradas. Assim, quando uma
populacio local € abastecida por individuos de programas
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que contemplam a criagdo em cativeiro ou de outras
populacdes, os genes nativos associados a sobrevivéncia
naquele habitat podem ser reduzidos ou perdidos.
Portanto, é aconselhdvel tentar aumentar as populacdes,
mantendo a variabilidade genética da populagdo
receptora. Desta maneira, o monitoramento genético
prévio dessas populagdes é necessdrio e essencial para
evitar situagcdes indesejadas.

Genética forense

A caca furtiva de animais e o comércio ilegal de
seus produtos representam uma grande ameaga para
muitas espécies, ndo s6 aos crocodilianos. Para que as leis
nacionais e os tratados internacionais que regulam o
comércio da vida selvagem sejam aplicados, é necessario
ser capaz de identificar inequivocamente a quais espécies
os produtos animais pertencem (EATON et al. 2010).
Atualmente, uma ferramenta que pode auxiliar a
taxonomia na identificacio de espécies e taxa mais alta é
um sistema de identificacdo microgenémica chamado
“barcoding” (HEBERT et al., 2003). No contexto desta
técnica, uma regido, conhecida como barcode, de
aproximadamente 650 pares de passagens (bp) do gene
mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase subunidade 1 (COI) é
usada como marcador para identificagcdo de espécies
(TRIVEDI et al., 2016).

A técnica de barcoding busca comparar as
sequéncias do material genético em estudo com uma
sequéncia de referéncia, pesquisando similaridades entre
as sequéncias de DNA ou por reconstru¢do filogenética
(DAWNAY et al.,, 2007). Essa metodologia permite
superar os déficits apresentados pela abordagem
morfolégica do reconhecimento de espécies, permitindo
a identificacdo especifica de uma amostra em qualquer
estdgio da vida do individuo e até mesmo de amostras em
estado subo6timo (putrefato ou tratado) (DAWNAY et al.,
2007). Para que as sequéncias de barcode sejam usadas
para a identificacdo correta das espécies € necessdrio
existirem sequéncias de referéncia, obtidas a partir de
espécimes identificados morfologicamente e de acordo
com sua distribui¢do primdria (DAWNAY et al., 2007;
SONET et al., 2013).

A conservacio dos crocodilianos e a consequente
implementacdio de planos de manejo apropriados
requerem a aplicac@o de novas técnicas (i.e., barcoding)
que otimizam os estudos de identificacdo de espécies.
Como as andlises filogenéticas desempenham um papel
fundamental nessa identificacfo, é imperativo avaliar a

eficicia da andlise de sequéncia molecular para descobrir
as relagdes filogenéticas entre os crocodilianos
(MEGANATHAN et al., 2013). Todavia, deve ter-se em
mente que o que se obtém a partir da reconstrugcdo
filogenética de um marcador molecular é uma arvore de
um gene e ndo uma 4rvore de espécies.

DNA Ambiental

DNA ambiental (¢DNA) é definido como o
material genético obtido diretamente de amostras
ambientais (solo, sedimentos, dgua, etc.), ou seja, 0S
estudos de eDNA sdo baseados no fato de que todos os
organismos vivos deixam vestigios de DNA nos
ambientes em que habitam. Atualmente, existem alguns
avangcos no estudo para espécies raras que habitam
lugares pouco acessiveis ou dificeis de observar direta e
indiretamente. Nesses casos, essa nova metodologia
oferece uma alternativa importante para a realizagdo de
inventarios e programas de monitoramento (SMART et
al., 2015; THOMSEN e WILLERSLEV, 2015).
Juntamente com a técnica de metabarcoding, representam
ferramentas poderosas para investigar a complexidade
dos sistemas naturais e estudar sua biodiversidade. Essa
nova abordagem combina duas tecnologias: identificagdo
de espécies com base no DNA ambiental e
sequenciamento  massivo ou High  Throughput
Sequencing (HTS). A enorme quantidade de informagdes
geradas pela aplicagdo dessas metodologias requer a
aplicacdo de ferramentas computacionais complexas que
sdo constantemente atualizadas e andlises de dados que
geram novas perspectivas de interpretagao.

Os protocolos que utilizam esta técnica permitem a
coleta ripida e padronizada de dados sobre a distribuicio
das espécies e sua abundancia relativa (DOI et al., 2017).
Assim, ¢é usada para detectar espécies antes de
avistamentos confirmados, determinar a area de
distribui¢do, tracar as frentes de invasdo e obter
estimativas relativas de biomassa, abundancia e riqueza
taxondmica de espécies de vertebrados (PILLIOD et al.,
2013; DOl et al., 2017). Neste contexto, o DNA ambiental
tornou-se uma ferramenta genética eficaz para monitorar
a biodiversidade e detectar espécies enigmadticas ou de
baixa densidade quando os métodos convencionais
falham (BOHMANN et al, 2014; THOMSEN e
WILLERSLEYV, 2015).

No entanto, ha pouco histérico de seu uso em todo
o mundo, incluindo alguns testes em crocodilianos, uma
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vez que deve ser ajustado para uso em diferentes tipos de
ambientes e para diferentes tipos de organismos.

Dano genético em espécies de crocodilianos

Nas dltimas décadas tornou-se evidente que
poluentes ambientais podem afetar espécies de répteis,
incluindo os crocodilianos (CAMPBELL, 2003;
SPARLING, 2010). No entanto, na maioria dos casos,
esses animais sdo excluidos dos estudos de poluicao
ambiental e da avaliacdo de riscos ecologicos, mesmo
sendo elos importantes em 4reas umidas. Os
crocodilianos (jacarés, crocodilos e gaviais) s@o
carnivoros longevos, localizados no topo da cadeia
tréfica, com dreas de vida bastante restritas e,
necessariamente, associadas a dgua, habitando regides
tropicais e subtropicais ao redor do mundo. Por estes
motivos, considera-se que os crocodilianos possam
mostrar qualquer efeito associado a poluicdo ambiental
(GARDNER, 2005).

A contaminagdo ambiental pode interferir no
desenvolvimento e crescimento de organismos, mas o
dano genético causado por exposi¢cdes cronicas, mesmo
em concentragdes muito baixas dos agentes é, talvez, o
efeito biolégico mais relevante. Os agentes genotoxicos
podem afetar a aptiddo de populacdes de espécies
selvagens devido a sua incidéncia na frequéncia de
mutagdes somdticas e herdaveis, que aumentam a
instabilidade gendmica e podem ter um efeito seletivo em
fendtipos sensiveis (VIARENGO et al., 2007). Portanto,
a avalia¢do do potencial genotdxico de um determinado
agente ou de suas misturas € essencial para estimar o risco
ambiental e contribuir para a conservacdo dessas
espécies.

Os marcadores de genotoxicidade destacam
particularmente as alteragdes produzidas em nivel
genético por agentes quimicos, fisicos e bioldgicos,
dentre outros. Genotoxicidade € um conceito amplo que
inclui dano direto a molécula de DNA ou qualquer
alteracdo que leve a um defeito nos mecanismos
relacionados ao "maquindrio genético", como variacdes
na expressdo de enzimas que participam nos processos de
replicacdo ou reparo do DNA, bem como alteracdes nas
fibras do eixo ou os centriolos, que produzem fendmenos
de ndo disjuncdo cromossomica (mecanismos indiretos de
dano) (CARBALLO e MUDRY, 2006). Acredita-se que
esses mecanismos indiretos de dano envolvam atividade
aneugénica, dano oxidativo a lipidios e proteinas,
citotoxicidade, adutos de proteinas ou inibicdo de

enzimas associadas a sintese ou reparo de DNA. O termo
genotoxicidade inclui conceitos que se referem a trés
fenomenos diferentes: mutagénese, carcinogénese e
teratogénese. A exposi¢do de um organismo a um agente
genotéxico pode iniciar uma cascata de eventos em nivel
individual e depois populacional, sendo que o equilibrio
entre a conservacdo da informacdo genética e sua
variacdo € um aspecto crucial da conservacio e
sobrevivéncia das espécies. O reparo do DNA ¢ integrado
a replicacdo, transcri¢do, controle do ciclo celular e
apoptose, formando redes reguladoras destinadas a
transmitir as informacdes presentes no momento da
divisdo celular. Dentro desses sistemas de controle, ha
uma tolerancia 2 mudanca (CARBALLO e MUDRY,
2006). Os
especialmente aqueles baseados em métodos ndo

biomarcadores de  genotoxicidade,
destrutivos, sdo de crescente interesse e relevincia para
medir efeitos potenciais em estudos de laboratério e
monitoramento de campo. Entre eles, a andlise de
microndcleos (MN) e outras anormalidades nucleares
(ANs), bem como o dano ao DNA detectado pelo Comet
Assay (CA) sd3o os pontos finais de andlises mais
frequentes para detectar genotoxicidade em toxicologia
ambiental. O teste MN detecta danos cromossdmicos ao
identificar fragmentos acéntricos ou cromossomos
desgarrados que sdo separados do niicleo principal e sdo
vistos como "pequenos nucleos" (FENECH et al., 2016).
Pode ser aplicado a qualquer populacdo de células em
proliferacdo, independentemente do cariétipo da espécie,
0 que a torna particularmente importante no estudo dos
efeitos genotéxicos em espécies selvagens (COSTA et al.,
2011; GUISI et al., 2016). Recentemente, diferentes
autores também recomendaram a incorporacio da andlise
de outras anormalidades nucleares como marcadores
apropriados a contagem de frequéncias MN (FMN)
(LAJMANOVICH et al., 2014; POLLO et al., 2015). Por
sua vez, o CA detecta alteragdes especificas no nivel da
molécula de DNA, como quebras de cadeia simples e
dupla, locais alcalinos ldbeis e oxidacdo de bases em
diferentes tipos de células sem a necessidade de
proliferacdo, oferecendo a possibilidade de medir a
integridade do DNA no nivel das células individuais.
Assim, células com maior dano ao DNA apresentam mais
"fragmentos" que migram do nicleo, formando uma
"cauda de cometa" (Figura 1; AZQUETA et al., 2014).
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Figura 1: Imagens de cometas de diferentes classes de dano
obtidas de eritrécitos de sangue periférico. (a) classe 1, (b)
classe 2, (c) classe 3, (d) classe 4. Barra = 10 um

Na América do Sul, a superposi¢do de dreas de
distribui¢do natural de muitas espécies de crocodilianos
com extensas dreas de cultivo podem afetar, a longo
prazo, a dindmica populacional, pois existem continuas
descargas de xenobidticos nos corpos hidricos onde estas
espécies habitam. Com o objetivo de avaliar o possivel
impacto que os contaminantes quimicos associados a
atividade agricola tém sobre o jacaré-de-papo-amarelo, ha
mais de 13 anos comecou a ser estudado o efeito
genotoxico de pesticidas nessa espécie (POLETTA et al.,
2008). Nesse contexto, em nosso grupo de trabalho, os
biomarcadores de genotoxicidade foram validados,
introduzindo as modificacdes necessdrias para
possibilitar sua aplicagdo nos eritrécitos dessa espécie; e
os valores basais de dano (neonatos-adultos) foram
estabelecidos, mostrando que eles t&m pouca
variabilidade e que o jacaré-de-papo-amarelo é um
organismo sentinela adequado para avaliagdo da
genotoxicidade quimica e fisica (POLETTA et al., 2008).
Nesse contexto, em nosso grupo de trabalho, os
biomarcadores de genotoxicidade foram validados,
introduzindo as modificacdes necessdrias para
possibilitar sua aplicag@o nos eritrécitos dessa espécie; e
os valores basais de dano (neonatos-adultos) foram
estabelecidos, mostrando que eles tém pouca
variabilidade e que o jacaré-de-papo-amarelo é um
organismo sentinela adequado para avaliagdo da
genotoxicidade quimica e fisica (POLETTA et al., 2008).

Em seguida, o efeito genotdxico foi demonstrado
pela exposi¢cdo embriondria e pds-natal de jacarés-de-
papo-amarelo sobre a formulacdo Roundup® (glifosato)

(POLETTA et al., 2009; LOPEZ GONZALEZ et al.,
2013, Figura 2). Os primeiros efeitos genotdxicos dos
pesticidas nesta espécie e em todas as espécies de

crocodilianos e répteis foram relatados por POLETTA et
al. (2009).

Figura 2: Eritrécitos de Caiman latirostris com diferentes
anormalidades nucleares. Esquerda: eritrdcitos tingidos com
Laranja de Acridina mostrando micronicleos; Direita:
eritrdcitos tingidos com Giemsa mostrando um broto nuclear
(bud, acima), um microntcleo (médio) e um ntcleo com corte
(notched nucleus, abajo). Régua = 10 um.

Além disso, foi estabelecido que,
independentemente do tempo em que eles sdo expostos
durante o periodo embriondrio (inicio-meio-final), a
genotoxicidade € induzida nos eritrécitos dos animais
expostos (BURELLA et al., 2017; Figura 3).
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Figura 3. indice de dano (ID, ensaio do cometa, media =+ erro
padrdo) observado em eritrécitos de caimans expostos em
diferente momento do desenvolvimento embriondrio a
formulagdo a base de glifosato Roundup® (RU) em diferentes
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concentragdes (750, 1250 e 170 mg/huevo); CP: controle
positivo. *Estatisticamente significativo frente ao controle
negativo (CN; ANOVA, p<0.05).

Por outra parte, danos ao DNA foram verificados
em neonatos nascidos de ninhos expostos a formulagdes
de pesticidas e suas misturas comumente usadas em
praticas agricolas, em condi¢cdes que simulavam
circunstancias semelhantes as que poderiam ocorrer em
ambientes naturais proximos as culturas (POLETTA et
al., 2011). Além disso, os efeitos dos inseticidas
Endosulfan, Cipermetrina e Clorpirifos em embrides e
filhotes foram estudados por diferentes métodos de
exposicdo, fornecendo resultados altamente interessantes
sobre os efeitos desses compostos e suas interacdes em
misturas bindrias e terndrias (LOPEZ GONZALEZ et al.,
2017; 2019; BURELLA et al., 2018). Para avaliar a
contribui¢cdo do dano oxidativo no DNA, foi utilizada
uma modificacdo do CE com endonucleases especificas
(formacgdo de DNA-glicosilase e endonuclease III), o que
nos permite ver o efeito gerado pela oxidacdo de bases
puricas e/ou pirimidinas (POLETTA et al., 2016). Muitos
dos compostos analisados evidenciaram esse mecanismo
de dano.

Recentemente, comecou a avaliar-se o efeito
potencial desses compostos na expressdo de genes de
interesse, como os relacionados as vias de defesa
antioxidante, reparacdo do DNA e controle do ciclo
celular, que podem ser usados para detectar o estresse
celular devido a exposicdo a xenobidticos com grande
sensibilidade (PINA et al., 2007). Inicialmente, os
protocolos foram adaptados para a preservacdo de
amostras e extracio de RNA de sangue e figado (LOPEZ
GONZALEZ et al., in press), que atualmente também &
usado para a extracdo de RNA de outros tecidos, como
baco, gonadas e coracdo, com produtos de muito boa
qualidade para o estudo de padrdes de expressdo de
diferentes genes de interesse. A expressdo dos genes
correspondentes as enzimas antioxidantes (cat e sod)
diminuiu em neonatos e juvenis de C. latirostris expostos
a formulacdes de pesticidas e suas misturas, diminui¢ao
acompanhada por genotoxicidade e dano oxidativo ao
DNA (Figura 4.; ODETTTI et al., 2020). Os marcadores de
expressao génica seriam mais sensiveis e complementares
a analise da atividade enzimaética, j4 que a mesma nao
manifestou nenhuma diferenca (ODETTI et al., in press).

Por fim, a realizagdo de uma transcriptdmica por
meio de RNAseq (Illumina) em caimans expostos a uma

formulacdo de glifosato, permitiu identificar a expressao
diferencial de 201 genes no sangue e 605 no figado,
destacando a alteracdo de vias associadas ao metabolismo
lipidico, imunoglobulinas, regulacio de transcricdo,
sinalizacdo e adesdo celular (POLETTA et al., 2018).
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Figura 4. Dano oxidativo ao DNA detectado mediante o ensaio
cometa modificado com utilizacdo de endonucleases em recém
nascidos de Caiman latirostris expostos a diferentes
formulacdes de praguicidas e suas misturas durante o
desenvolvimento embriondrios. NC: controle negativo; VC:
control de veiculo; GLY1: formulagdo de glifosato a 2%;
GLY2: formulagdo de glifosato a 1%; CPF1: formulagdo de
clorpirifés a 0.8%; CPF2: formulacdo de clorpirifés a 0.4%;
CYP1: formulagdo de cipermetrina a  0.12%; CYP2:
formulacdo de cipermetrina a 0.06%; M1: mistura GLY1 +
CYP1; M2: mistura CPF1 + CYP1: M3: mistura CPF1 +
GLY1; Mx3.1: mistura das trés formula¢des em concentracdes
utilizadas no campo: CYP1 + CPF1 + GLY1; Mx3.2: mistura
das trés formulagdes a metade da concentragdo de campo:
CYP2 + CPF2 + GLY?2. *Estatisticamente significativo a p <
0.05 comparado com o NC. # Estatisticamente significativo a p
< 0.05 comparado com o VC. Letras diferentes (a, b, c e d)
indicam diferenca significativa a p < 0.05 entre misturas e seus
componentes individuais ou entre duas concentracdes do
mesmo praguicida aplicado de forma individual.
Identificacido e genética de
componentes ativos

caracterizacio

Os crocodilianos exibem comportamentos sociais
bem definidos e respostas a estressores que podem
desencadear uma série de reacdes agonisticas e até
conflitos com humanos, que geralmente culminam em
lesdes graves, incluindo a perda de membros inteiros. Em
muitos casos, esses animais vivem em ambientes que
conttm uma alta concentracdo de microrganismos
patogénicos, tanto em sistemas naturais quanto em
cativeiro. Essas interagdes, em alguns casos, podem se
tornar benéficas ao hospedeiro, em um exemplo de
comensalismo, ou ter nenhum efeito sobre sua saude.
Todavia, frente algumas circunstancias, a interacdo com
bactérias exdgenas pode causar danos e infeccdes
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oportunistas podem aparecer (BASSET, 2016). Mas,
mesmo que a combinacdo desses fatores possa causar um
processo infeccioso local ou sistémico, os crocodilianos
parecem tolerar bem a maioria dessas situacgdes,
geralmente, sem demonstrar sinais cldssicos de doenca.
Por esse motivo, suspeita-se que a eficicia desses
mecanismos possa ser uma das causas mais relevantes de
sua longevidade e para que eles tenham permanecido
praticamente inalterados por milhdes de anos. Todos os
mecanismos imunolégicos detectados até agora nessas
espécies despertaram particular interesse. Por essa razao,
o estudo dos mecanismos de defesa desses animais sofreu
um impulso significativo devido a necessidade de se
descobrir os componentes mais representativos do
sistema imunoldgico inato, de modo que, por sintese
recombinante, os mesmos resultados possam ser
replicados em outras espécies.

Estudos sobre o sistema imunoldgico de
vertebrados  ectotérmicos =~ mostraram  progresso
significativo. Nos tltimos anos, um nimero significativo
de genes que codificam moléculas imunes foram
identificados em crocodilianos, e espera-se que a maioria
deles seja clonada. As plataformas e programas de anélise
genética sdo usados para detectar certos genes desses
componentes, que fornecem uma rede aberta de
ferramentas interconectadas para gerenciar, analisar e
visualizar dados do genoma. O genoma sequenciado e
mapeado de muitas espécies estd disponivel nessas
plataformas e sdo usados fragmentos ou sequéncias
completas  desses  componentes, de  espécies
filogeneticamente préximas (aves, peixes, outros répteis)
disponiveis nas bases de dados.

Embora tenha havido progresso na compreensio
dos mecanismos imunolégicos que favorecem a resposta
imune em crocodilianos, as informagdes conhecidas sobre
os componentes ainda sdo limitadas. Por exemplo, a
composi¢cdo e a bioatividade das citocinas foram
estudadas em muitas espécies, mas ndo em crocodilianos.
Existem poucos estudos que fornecem informacdes
preliminares sobre a presenca e expressdo desses
componentes em jacarés como indicadores do estado de
saide (SIROSKI e MOLEON, 2020). Com base nessas
informagdes, as citocinas pré-inflamatdérias e anti-
inflamatérias dos jacarés foram identificadas como
excelentes candidatas ao uso nesses dois grupos de
animais (aves e peixes) devido a sua proximidade
filogenética. A expressdo de citocinas identificadas sera

avaliada como imunomoduladora, além da identificacdo
e caracterizac@o de outras citocinas.

As sequéncias de IgY e peptideo antimicrobiano
(PATM) estdo sendo avaliadas atualmente. Esses genes
de interesse potencial estdo sendo avaliados por anélise
bioinformatica e, em seguida, esses componentes devem
ser sintetizados e testados quanto a atividade em trabalhos
futuros. No caso do PATM, eles foram avaliados através
da purificacdo dos glébulos brancos de C. latirostris,
sendo que os diferentes extratos foram analisados quanto
a sua capacidade antimicrobiana. Essas informagdes serdo
enriquecidas com anotacdes genéticas, que relacionam
informacdes do contexto do genoma, porcentagem de
similaridade, dados experimentais e integracdes de outros
recursos etc. O sequenciamento do genoma abre uma
nova janela no conhecimento dos componentes
imunoldgicos dos crocodilianos, com a possibilidade de
identificar mais proteinas desse grupo, além de analisar a
maneira pela qual eles realizam suas atividades no
organismo e em um contexto ecolégico, com altissima
potencialidade terapéutica.

A terapia com anticorpos faz parte do que é
conhecido como imunoterapia, onde sdo utilizadas
imunoglobulinas de origem heteréloga e homdloga. A
semelhanca estrutural com IgY de aves permite tentar
avaliar a producfo destas com objetivos orientados para o
tratamento de doengas infecciosas, alteragdes imunes ou
inflamatoérias. A ciéncia atual permitiu substituir alguns
dos componentes do sistema imunoldgico, diminuir sua
resposta através de métodos farmacolégicos e bioldgicos
e, modular ou aumentar a capacidade de resposta contra
diferentes antigenos, especialmente aqueles de origem
microbiana. Como perspectiva futura se propde isolar,
sequenciar e identificar o gene IgY?2 completo (incluindo
as regides nao codificantes), bem como para os demais
isotipos de Ig. Por esse motivo, acreditamos que uma
andlise mais aprofundada focada no estudo da produgao
de IgY em crocodilianos esteja sendo abordada e, em
breve, teremos resultados promissores. Do mesmo modo,
estdo sendo realizados estudos para a produgdo de
proteina recombinante do componente central do sistema
de complemento (C3), produto obtido a partir da
purificagdo, avaliado em uma série de modelos
experimentais in vivo € in vitro.

Recentemente, uma série de estudos sobre
indicadores de satde de caimans foi desenvolvida e usada
para avaliar os efeitos do estresse ambiental em espécies
de interesse regional. Esses indicadores se referem ao

76



Revista de Recursos Genéticos - RG News 7 (1) 2021 — Sociedade Brasileira de Recursos Genéticos

grau de afetamento dos estressores, tais como: situagdes
climdticas extremas, distirbios antrépicos, uso
indiscriminado de pesticidas de habitats naturais etc.
Entre esses testes indicadores estdo a concentracido de
anticorpos naturais, a medi¢do da atividade do sistema
complemento, a contagem total e diferencial de
leucdcitos, a atividade fagocitica dos macréfagos, dentre
outros.

O conhecimento das sequéncias genéticas de
alguns componentes relevantes do sistema imunolégico
dos caimans contribuird para a valorizacdo de um enorme
grupo de produtos potencialmente ativos, ainda hoje
desconhecidos.

Conclusoes

A caca ilegal de caimans na Argentina produziu
uma série de gargalos junto as suas populagdes naturais,
dentre os quais, e talvez o mais importante, a perda da
variabilidade genética. Essa perda pode reduzir a
capacidade desses animais de lidar com vdrias situa¢des
ambientais ou fatores antropogénicos, portanto, a
qualidade dessa populagdo deve ser monitorada
periodicamente.

Os dados aqui apresentados sobre os caimans
sulamaericanos mostram evidéncias concretas sobre a
contribuicdo dos dados genéticos para o desenho e
avaliagdo de programas de manejo e planos de
conservacdo. Especificamente, o estudo da estrutura
genética das populagdes permite delimitar unidades de
conservacdo que podem ser objetos de diferentes
estratégias de uso sustentdvel, bem como as andlises de
variabilidade e o sistema de aparelhamento aporta a
deteccdo de eventos de deriva genética, endogamia e
outros agentes de mudanca evolutiva que podem afetar as
populacdes de crocodilianos. Todas essas informacdes
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