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RESUMO

Crocodylia é uma ordem que sofreu pouquissimas mudancas morfofisiologicas, biogeograficas e
geneticas ao longo do tempo, apesar de terem se originado entre o fim do Tridssico e o inicio do
Jurdassico, ha aproximadamente 200 milhdes de anos. Esta ordem encontra-se dividida em trés
familias: Crocodylidae, Gavialidae e Alligatoridae, com representantes distribuidos em praticamente
todos os continentes, com excecdo da Europa e Antartida, sendo assim delimitados geograficamente
pela temperatura. De acordo com estudos filogenéticos, os crocodilianos formam um grupo
monofilético junto com dinossauros, pterossauros e aves, sugerindo, portanto, uma relacdo mais
préxima com as aves do que com o restante dos Archosauria. Apesar desta proximidade, de ambos
0s taxons possuirem certa variabilidade cariotipica e da importancia de termos acesso a estes dados
parafim de maior compreenséo sobre a historia evolutiva destes animais, estudos sobre caracterizacdo
citogendmica em repteis e especialmente em crocodilianos ainda sdos defasados, seguindo um
caminho completamente diferente do seu grupo irmado. Desta forma, a presente tese apresenta as
analises realizadas com diferentes técnicas citogendmicas em espécies representativas de duas das
trés familias - Alligatoridae e Crocodilydae — a fim de possibilitar uma melhor compreenséo dos
processos envolvidos na evolugdo genémica e cromossdmica de suas espécies. Caracterizamos pela
primeira vez dados citogenéticos e moleculares para todas as espécies de Alligatoridae, observando
um notavel conservadorismo cromossémico entre as espécies de Caimaninae, condizente com a
dicotomia observada entre as subfamilias Caimaninae e Alligatorinae, e demonstramos o papel dos
rearranjos na histdria evolutiva destas espécies. Os dados de Crocodylidae demonstram que apesar
de ndo serem tdo conservados como os jacarés e aligatores, eles possuem um cariotipo mais préximo
ao cariotipo ancestral de Crocodylia do que as outras familias, e evidenciaram como 0s rearranjos

estdo envolvidos nas mudancas que deram origem a atual diversidade de cari6tipos em crocodilianos.
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ABSTRACT

Crocodylia is an order that has undergone very few morphophysiological, biogeographic and genetic
changes over time, despite having originated between the end of the Triassic and the beginning of the
Jurassic, approximately 200 million years ago. This order is divided into three families: Crocodylidae,
Gavialidae, and Alligatoridae, with representatives distributed on practically all continents, except
for Europe and Antarctica, thus being geographically delimited by temperature. According to
phylogenetic studies, crocodilians form a monophyletic group together with dinosaurs, pterosaurs,
and birds, therefore suggesting a closer relationship with birds than with the rest of Archosauria.
Despite this proximity, the fact that both taxa have a certain karyotypic variability and the importance
of having access to these data to better understand the evolutionary history of these animals, studies
on cytogenomic characterization in reptiles and especially in crocodilians, are still quite outdated,
following acompletely different path from its sister group. Therefore, this thesis presents the analyzes
carried out with different cytogenomic techniques on representative species of two of the three
families— Alligatoridaeand Crocodylidae —to enable a better understanding of the processes involved
in the genomic and chromosomal evolution of their species. We characterize for the first time
cytogenetic and molecular data for all Alligatoridae species, observing a notable chromosomal
conservatism among Caimaninae species, consistent with the dichotomy observed between the
Caimaninae and Alligatorinae subfamilies, and demonstrate the role of rearrangements in the
evolutionary history of these species. The Crocodylidae data demonstrate that despite not being as
conserved as alligators, they have a karyotype closer to the ancestral karyotype of Crocodylia than
other families, and showed how rearrangements are involved in the changes that gave rise to the
current diversity of karyotypes in crocodilians.
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1. INTRODUCAO

1.1. Diversidade de Répteis

Reptilia € um grupo parafilético bastante diverso com aproximadamente 12.000 espécies (Uetz
et al., 2023), ultrapassando as aves em riqueza de espécies apos a radiacao dos tetrapodes, exibindo
uma grande diversificacdo atual entre os amniotas (Shedlock et al., 2009). Essa diversidade engloba-
os em dois grandes clados — Archosauromorpha e Lepidosauromorpha — que divergiram ha
aproximadamente 281 M.a (Hedges et al., 2006; Kumar et al., 2017), abrindo espaco para o
surgimento de boa parte dos quatro grupos principais atuais — Crocodylia, Testudines, Sphenodontia
e Squamata (Sues, 2019). Ao compararmos a quantidade de espécies entre estas linhagens,
observamos que existe uma notavel diferenca, desde apenas uma espécie em Tuatara (Sphenodontia),
27 espécies em Crocodylia, 356 espécies em Quelbnios (Testudines) até 11.549 espécies em
Squamata - até 0 momento - visto que centenas de espécies novas de escamados sdo descritasa cada
ano (Uetz et al., 2023).

Parte desta diversidade pode ser explicada pelo fato que caracteristicas fisicas e genbmicas neste
tdxon sdo bastante variaveis, principalmente quando comparamos com outros tdxons mais bem
estudados como mamiferos e aves. Répteis ndo-aviarios possuem complexos padrdes evolutivos
observados, principalmente relacionados a duas caracteristicas importantes: determinacao sexual e
modo de reproducéo (Card et al., 2023). Diferencas nas formas de determinagéo sexual envolvem a
i) a determinacdo genética do sexo (GSD) e/ou ii) determinacdo ambiental do sexo (ESD) (Figura
1). Mesmo com essa variedade de exemplos que oferece uma oportunidade Unica para melhor
entendimento da evolucdo da determinagdo sexual, ela é pouco estudada devido a obstaculos como o
grande numero de transicBes entre os mecanismos de determinacdo do sexo das especies de
escamados estudados e a complexidade do sistema de determinacao sexual para os répteis (revisado
em Deakin & Ezaz, 2019).
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Tempo de divergéncia Espécies Sistema de determinagdo sexual

Serpentes GSD

e

Lagartos GSD/TSD
Tuatara TSD
+ Crocodilianos TSD
Quelbnios GSD/TSD
I l l I 1 Time (MYA)

280 210 140 70 0

Figura 1. Sistemas de determinacdo sexual em répteis ndo-aviarios. Os dados foram obtidos da reviséo
realizada por Deakin & Ezaz (2019) e a arvore foi gerada com o TimeTree (2022).

Outra caracteristica bastante relevante refere-se as diversas formas de reproducdo sexual em
répteis, direcionadas especialmente pelas caracteristicas do ambiente em que estes organismos estao
inseridos, culminando com o surgimento a evolucao dos padrdes reprodutivos observados no grupo.
Tuatara, quelbnios e crocodilianos reproduzem-se predominantemente por oviparidade (Angelini &
Ghiara, 1984; Blackburn, 2000; Sites etal., 2011), por outro lado, escamados exibem todos os modos
de reproducdo conhecidos em amniotas: oviparidade, viviparidade, ovoviviparidade e em alguns
casos se reproduzem de forma assexuada, via partenogénese obrigatoria: especificamente em cobras
e lagartos (Avise, 2015; Sites et al., 2011; Whittington et al., 2022) - em alguns momentos gerando
hibridos (Lowe & Wright, 1966; Darevsky, 1958), ou via partenogénese facultativa, como por
exemplo, no Dragdo de Komodo (Watts etal., 2006). Recentemente descobriu-se umaexcegdo aregra
no padrdo reprodutivo ja bem documentado de crocodilianos, onde uma fémea de crocodilo
americano (Crocodylus acutus) realizou partenogénese facultativa (Booth et al., 2023), assim como
ocorre também em aves, grupo-irmao de Crocodylia. Outro modo reprodutivo Gnico observado no
grupo mais diverso de Répteis — Squamata — € da mudanca rapida (ou turnover) em seu modo
reprodutivo sexuado permitindo que algumas espécies de lagartos se reproduzam por oviparidade ou
viviparidade (Brana & Bea, 1987; Heulin, 1988; Qualls et al., 1995; Smith & Shine, 1997; Braz et
al., 2016; Recknagel et al., 2021).

Em nivel genémico observa-se que os répteis possuem umaampla variedade entre 0s seus grupos
em relagcdo ao tamanho do genoma, com uma média de 2.1 picogramas (pg) em escamados, 2,8 pg
em queldnios, 3.0 pg em crocodilianos até 5,0 pg em tuatara — 0 maior genoma entre 0s amniotas

(Gregory, 2001). Sabemos que o tamanho do genoma esta diretamente ligado a atividade de
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elementos repetitivos, quantidade de conteudo GC (Olmo, 1986; 2008), variacdo genética (Bista &
Valenzuela, 2020) e outros aspectos como taxa metabolica, longevidade (Gregory, 2001; Waltari &

Edwards, 2002), tamanho da célula, do nucleo e fisiologia celular (Gregory, 2005).

1.1.1. Diversidade de Crocodilianos

Crocodilianos pertencem a um grupo antigo que sofreu pouquissimas mudancas morfoldgicas,
ecoldgicas e genéticas ao longo do tempo, mesmo quando 0S comparamos somente com outros
membros de Archosauria, como 0s ja extintos dinossauros e as aves (Bronzati et al., 2015; Stubbs et
al., 2021; Greenet al., 2014; Pan et al., 2021). Sabe-se que no passado houve uma maior diversidade
entre suas linhagens, onde algumas eram exclusivamente terrestres, outras aquaticas e outras
apresentavam um modo de vida “anfibio” como predadores semiaquaticos que se perpetuam até hoje
em diferentes nichos comorios, lagos, estuarios, pantanos, charco e no mar (Grigg & Kirshner, 2015).
Essas e outras caracteristicas fisioldgicas permitem que os crocodilianos tenham uma alta taxa de
sucesso de dispersdo ao colonizar diferentes ambientes de formarelativamente rapida. Entretanto, ha
uma limitacdo devido as baixas temperaturas, fator este que explica sua distribuicao circumtropical,
onde apenas algumas espécies se estendem além dos tropicos (Crocodylus niloticus e o género

Alligatoridae) refletindo a pequena quantidade de espécies atuais (Figura 2).

)

y .
s~y Ordem Crocodylia
2 E Alligatoridae
g I Crocodylidae -
Q‘ e M Alligatoridae + Crocodylidae

Gavialidae

o

Figura 2. Diétribuigéo géogréﬁca atual das espécies viventes da ordem Crocodylia. Dados de Ustz et al.
(2023).
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Entretanto, a ocorréncia de sobreposicdo na distribuicdo geogréfica de diferentes espécies e
géneros de crocodilianos indica a existénciade areas de introgressao genética e/ou hibridizacdo entre
espécies simpatricas, assim como de individuos que coexistem em uma mesma area por segregacao
de nicho (espécies sintopicas) (Ouboter, 1996; Villamarin et al., 2017). Estudos anteriores mostram
que isto é bastante comum de ocorrer em diferentes espécies de um mesmo género. Por exemplo, Ray
etal. (2004) observaram a presenca de haplétipos caracteristicos de Crocodylus acutus em populagdes
de Crocodylus intermedius indicando uma provavel hibridizacdo natural entre as duas espécies em
Belize, de forma similar outros estudos apontam uma provavel hibridizacdo entre C. acutus e
Crocodylus rhombifer e entre C. acutus e C. intermedius (Venegas-Anaya et al., 2008; Weaver et al.,
2008; Milian-Garciaet al., 2011). Hrbek et al. (2008) observaram que este cenario nem sempre se
aplica, uma vez que Paleosuchus trigonatus e P. palpebrosus apesar de pertencerem ao mesmo
género e possuirem semelhancas fenotipicas, ndo compartilham hapl6tipos nucleares nem
mitocondriais. Tal fato provavelmente se deve a um comportamento mais agressivo e territorialista
dessas espécies, onde a competicdo seja um dos principais fatores que impeca a possibilidade de
acasalamento (Magnusson & Lima, 1991; Rueda-Almonacid et al., 2007; Marioni et al., 2022).
Outros aspectos como uso de habitats, presas preferenciais, tamanho corporal e época reprodutiva
também influenciam e minimizam a competicdo entre as quatro espécies de jacarés que ocorrem na
bacia Amazonica que sdo comumente encontradas na mesma regido e muitas vezes no mesmo corpo
d’agua (Marioni et al., 2013). Sabe-se que varias espécies de crocodilianos exibem mudancas
ontogenéticas em sua dieta (Dodson, 1975; Magnusson et al., 1987; Erickson et al., 2014) e isso
demonstra ser um indicativo da ocupacéo de diferentes nichos por essas espécies de acordo com a
disponibilidade de presas, ja que crocodilianos sdo predadores oportunistas (Rosenblatt & Heithaus,
2011; Rosenblatt et al., 2015). Estas diferencas sutis tornam os estudos biogeograficos e o
entendimento da defini¢do de espécies em crocodilianos bastante desafiadores. Este cenario gera uma
falta de consenso entre os taxonomistas sobre a quantidade de espécies atuais, a existéncia de
subespécies e em quais géneros e familias estdo posicionadas.

A ordem Crocodylia divide-se taxonomicamente, considerando as variacdes observadas na
morfologia cranial resultantes de adaptacGes a diferentes estratégias alimentares (Grigg & Gans,
1993), em trés familias: Crocodylidae, Gavialidae e Alligatoridae, sdo propostos nove géneros e
aproximadamente 27 espécies (Brochu, 2003; McAliley et al., 2006; Martin, 2008; Hekkala et al.,

2011; Shirley et al., 2014; Barreiros, 2016; Uetz et al., 2023), que mantém praticamente as mesmas
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caracteristicas ha 100 M.a (Grigg et al., 2001; Brochu, 2003; Bronzati et al., 2015; Stubbs et al.,
2021).

A familia Crocodylidae é composto por 18 espécies reconhecidas pertencentes a trés géneros:
Crocodylus, Osteolaemus e Mecistops distribuidos na Asia, Australia, Africa e o0 Novo Mundo
(Hekkala et al. 2011; Shirleyet al. 2014, 2018; Nicolai e Matzke 2019; Pough 2022). Osteolaemus e
Mecistops sdo linhagens irmés, ambas distribuidas na Africa Ocidental e Central, por vezes tratadas
como membros da subfamilia Osteolaeminae, uma linhagem irma da subfamilia Crocodylinae (com
0 Unico género existente Crocodylus; Brochu 2003; Hekkala et al. 2021). O género monotipico
Tomistoma do Sudeste Asiatico, falso gavial, ainda ndo esta claramente estabelecido de forma
sistemética, mas ha evidéncias crescentes de que Tomistoma é um representante da familia irma
Gavialidae (Oaks 2011; Lee e Yates 2018; Colston et al. 2020; Hekkala et al. 2021; Pan et al. 2021).
Gavialidae possui somente uma espécie, o gavial, Gavialis gangeticus, nativo do Nepal e da india
(Bezuijen et al., 2014; Lee & Yates, 2018). Por fim, a familia Alligatoridae possui oito espécies
distribuidas em quatro géneros: Alligator que forma a monogenérica subfamilia Alligatorinae,
Melanosuchus, Paleosuchus e Caiman pertencentes a Caimaninae (Uetz etal., 2020; Pan et al., 2021)
[mas, Muniz et al., 2019; Bittencourt et al., 2019, sugerem a existénciade outras espécies cripticas].
Exceto por Alligator, onde A. mississippiensis e A. sinensis estéo restritos ao sudoeste dos Estados
Unidos e da China, respectivamente, as espécies de Caimaninae ocorrem do México a América do
Sul, sendo especialmente espalhados pelo Brasil (Brochu, 2003; Oaks, 2011).

Todas as espécies compartilham as mesmas caracteristicas reprodutivas como uma estratégia de
corte e de acasalamento elaborada (pistas sensoriais e comportamento de dominancia), fertilizacéo
interna, construcdo de ninhos, postura de ovos, cuidado parental e vocalizagdo dentro dos ovos
(revisado por Grigg & Kirshner, 2015), caracteristicas estas que também sdo observadas em seu grupo
irméo, as aves. O sistema de acasalamento de crocodilianos é poligamico, onde alguns estudos
apontam a existéncia de paternidade multipla (Davis et al., 2001; Amavet et al., 2008, 2012; McVay
et al., 2008; Muniz et al., 2011; Oliveira et al., 2014; Milian-Garciaet al., 2016; Lafferriere et al.,
2016; Ojeda et al., 2017). Entretanto, ao compararmos as estratégias reprodutivas das familias
Alligatoridae e Crocodylidae vemos que a primeira se reproduz menos frequentemente que a Ultima,
mas produzem mais ovos. Por outro lado, em Alligatoridae, existem diferencas entre os géneros onde,
Paleosuchus produz ovos maiores, Caiman produz mais ovos e Alligator produz mais ovos mas que

sdo menores (Thorbjanarson, 1996).
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2. EVOLUCAO CROMOSSOMICA EM REPTEIS

O estudo da citogenética em répteis, mais especificamente de répteis ndo-aviarios, ainda €
bem defasado, mesmo tendo sido iniciado ha mais de um século (Deakin et al., 2016; Deakin & Ezaz,
2019). Apesar disso, constata-se uma organizacdo gendmica diferenciada, demonstrada pelo alto
nivel de diversidade cromossémica (Olmo, 2008) e sua possivel influéncia na historia evolutiva do
grupo.

Essa diversidade cariotipica manifesta-se pelo: i) namero diploide variavel (2n=16 a 68), ii)
presenca de microcromossomos em quase todos os seus clados (Fredga et al., 1977; Olmo, 2005;
Damas et al., 2021; Srikulnath et al., 2021), iii) sistemas de determinacgéo sexual distintos, como
citado anteriormente: GSD e/ou TSD e partenogénese, e iv) sistemas de cromossomos sexuais: a)
simples (XX/XY; ZZ/ZW), b) multiplos (XX/XXY; ZZ/ZZ\W) que podem ser macros ou micros e c)
cripticos (Deakin & Ezaz, 2019). Investigagdes anteriores sugerem que esta ampla variagdo
cariotipica ocorre devido a presenca de microcromossomos, j que eles possuem caracteristicas
unicas como alto teor de conteudo GC (Hillieretal., 2004), alta densidade génica (Smithetal., 2000),
baixa quantidade de elementos repetitivos (Hillier et al., 2004) e altas taxas recombinativas
proporcionadas pelo maior contato entre os loci cromossémicos dentro da célula (Rodionov et al.,
1992).

O mecanismo de determinacdo do sexo impacta diretamente a evolugdo dos sistemas de
Cromossomos sexuais, gerando cromossomos sexuais homomorficos (cromossomos que Sao
virtualmente similares, portanto dificeis de identificar como tal) e dois tipos de cromossomos sexuais
heteromorficos (cromossomos distinguiveis entre machos e fémeas, devido a evolugdo de
cromossomos degenerados) (Ellegren, 2011; Wright et al., 2016; Abbott et al., 2017). Cromossomos
sexuais heteromorficos geralmente sdo facilmente distinguiveis usando técnicas citogenéticas
classicas contrapondo a detec¢do de cromossomos sexuais homomorficos, onde se faz necessario o
uso de técnicas especificas e acuradas tornando em alguns casos o trabalho mais desafiador.
Cromossomos sexuais homomorficos sdo mais comumente observados em tuatara e crocodilianos,
mas também ocorrem em queldnios e escamados, em espécies que também exibem o sistema sexual
XY e ZW (Pokorna & Kratochvil, 2009; Bista & Valenzuela, 2020). Recentemente (Gamble et al.,
2017), descobriram que cobras da superfamilia Henophidia possuem cromossomos sexuais
homomorficos XY que evoluiram de forma independente, corroborando trabalhos anteriores que

demonstram que cobras ndo possuem apenas um sistemasexual ZZ/ZW (Viana et al., 2020). Apesar
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de, até 0 momento, apenas aproximadamente 4% das mais de 2.000 espécies descritas terem sido
analisadas (Gamble et al., 2015; Kratochvil et al., 2021), o grupo que exibe maior variacdo em
sistemas de cromossomos sexuais e de determinacao sexual séo os geckos (Gambleet al., 2015). Este
grupo apresenta diversos sistemas de determinacdo sexual que varia desde ESD a GSD exibindo
heterogamiaem machos e fémeas (Pokorna & Kratochvil, 2009; Pokorné et al., 2014; Gamble et al.,
2015; Rovatsos e al., 2019), onde os cromossomos sexuais evoluiram cerca de 20 vezes em Gekkota
(Gamble et al., 2015) de forma independente (Mank & Ellegren, 2007; Veyrunes et al., 2008;

Rovatsos e al., 2016; Cornejo-Paramo et al., 2020; Kostmann et al., 2021).

2.1. Estudos cromossdmicos na ordem Crocodylia

Dados citogenéticos prévios para as espécies de crocodilianos (Tabela 1), evidenciam que o
namero diploide (2n) varia entre 30 (Crocodylus siamensis e Crocodylus rhombifer) a 42 (Caiman
latirostris, C. yacare, C. crocodilus, Melanosuchus niger, Paleosuchus trigonatus e P. palpebrosus)
e o numero fundamental (NF) variaentre 56 e 62 (King et al., 1986; Amavet et al., 2003; Kawagoshi
et al.,, 2008; Olmo & Signorino, 2019). Os dados também apontam para a auséncia de
microcromossomos, possivelmente pela ocorréncia de uma série de fusBes entre eles, apds a
divergéncia ocorrida entre as linhagens de crocodilianos e aves ha 220-250 M.a (Kawagoshi et al.,
2008). Nenhuma das spp. analisadas apresentou cromossomos sexuais diferenciados, o que é
facilmente compreendido devido a dependéncia da temperatura para determinagéo do sexo (Amavet
et al., 2003; Valenzuela & Lance, 2004; Kawai et al., 2007).

O caridtipo ancestral proposto para Crocodylia possui 42 cromossomos acrocéntricos, assim
como as espécies de Paleosuchus (Tabela 1). ModificacGes estruturais como fusdo, inversdo
pericéntrica e translocacgdo reciproca deram surgimento as formulas cariotipicas atuais, como as
encontradas nos géneros Alligator, Crocodylus, Osteolaemus, Tomistoma e Gavialis (Cohen & Gans,
1970; King, 1986; Amavet et al., 2003). Na maioria das espécies de Crocodylidae observa-se uma
constrigdo secundaria no par 10, ainda que em C. crocodilus ela se apresente no par 16 (King et al.,
1986).
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596  Tabela 1 - Dados citogenéticos disponiveis para a Ordem Crocodylia. Em asterisco (*) estdo inclusos os

597  dados gerados durante o desenvolvimento desta tese.

598
Familia

Alligatoridae

Crocodylidae

Espécie

Alligator mississippiensis

Alligator sinensis

Caiman crocodilus

Caiman latirostris

Caiman yacare

Melanosuchus niger
Paleosuchus palpebrosus

Paleosuchus trigonatus

Mecistops
(Crocodylus) cataphractus
Crocodylus palustris

Crocodylus rhombifer

Crocodylus siamensis

Crocodylus acutus
Crocodylus intermedius

Crocodylus johnstoni

Crocodylus mindorensis

Crocodylus moreletii

NUmero
Diploide
2n=32
2n =32
2n=42
2n=42
2n =42
2n=142
2n =42
2n=42
2n =30
2n =30
2n=30
2n =30
2n=32
2n =32
2n =32
2n =32
2n =32

Referéncia

Cohen & Gans, 1970
*QOliveiraetal., 2021b
Cohen & Gans, 1970
Zengetal., 2011
*QOliveiraetal., 2021b
Cohen & Gans, 1970
Kingetal., 1986
Amavet et al., 2000
*QOliveiraetal.,2021a, 2021b
Cohen & Gans, 1970
Amavet et al., 2000, 2003
*QOliveiraetal., 2021b
Cohen & Gans, 1970
Amavet et al., 2003
*QOliveiraetal., 2021b
Cohen & Gans, 1970
*QOliveiraetal., 2021b
Cohen & Gans, 1970
*QOliveiraetal., 2021b
Cohen & Gans, 1970
*QOliveiraetal., 2021b

Cohen & Gans, 1970

Cohen & Gans, 1970

Cohen & Gans, 1970
Chavananikul et al., 1994
*Sales-Oliveira et al., 2023
Chavananikul et al., 1994
Kawagoshi et al., 2008
*Sales-Oliveira et al., 2023
Cohen & Gans, 1970

Cohen & Gans, 1970

Cohen & Gans, 1970
Kingetal., 1986
*Sales-Oliveira etal., 2023

Cohen & Gans, 1970
*Sales-Oliveira et al., 2023
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Crocodylus niloticus 2n=32  Cohen & Gans, 1970
Chavananikul et al., 1994

Crocodylus novaeguineae 2n=32 Cohen & Gans, 1970
Chavananikul et al., 1994
Crocodylus porosus 2n=34 Cohen & Gans, 1970

Kingetal., 1986
Chavananikul et al., 1994
Dalzell et al., 2009

Osteolaemus osborni 2n=30 *Sales-Oliveira et al., 2023
Osteolaemus tetraspis 2n=38 *Sales-Oliveira et al., 2023
Gavialidae
Gavialis gangeticus 2n=32 Cohen & Gans, 1970
Tomistoma schlegelii 2n=32 Cohen & Gans, 1970
599
600 Embora, para a maioriados crocodilianos, apenas o numero diploide haviasido descrito (King
601 et al., 1986; Lui et al., 1994), alguns estudos pontuais, envolvendo experimentos de pintura
602  cromossdmicacom sondas obtidas de Gallus gallus por citometriade fluxo, foram realizados em C.
603  niloticus, evidenciando 0s rearranjos cromossomicos (principalmente envolvendo 0s
604  macrocromossomos) ocorridos durante o processo de diversificacdo cromossémica nesta espécie
605 (Kasai et al., 2012). Estudos complementares se faziam entdo necessarios para compreender 0s
606  processos de evolugdo cromossomica ocorridos durante a diversificacdo das espécies da ordem
607  Crocodylia, uma vez que uma analise cromossdmica convencional ja aponta para substanciais
608  diferencas, pelo menos entre membros das familias Crocodylidae e Alligatoridae.
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3. CITOGENETICA MOLECULAR EM ESTUDOS EVOLUTIVOS

A citogenética molecular viabiliza a compreensdo dos processos evolutivos com mais
precisdo, tornando possivel recriar o caminho evolutivo das diferentes linhagens de repteis,
evidenciando o papel que rearranjos cromossOmicos desempenharam no surgimento de novas
espécies (Deakin & Ezaz, 2019).

As abordagens moleculares utilizadas comumente para determinacdo dos niveis de homologia
cromossdmica e 0s provaveis tipos de rearranjos que ocorreram entre as diferentes linhagens de
répteis sao a pintura cromossémica, mapeamento molecular com BAC ou cDNA, sequenciamento
gendémico e hibridizagdes comparativas. Um exemplo representativo da aplicacdo da pintura
cromossdmica para a melhor compreensdo da histéria evolutiva entre grupos de répteis é o trabalho
de Pokorna et al. (2011). Neste trabalho, foi constatado que o macrocromossomo Z de galinha (G.
gallus) é extremamente conservado, ocorrendo também em 28 espécies de répteis nao-aviarios.
Pinturas cromossomicas foram também utilizadas entre espécies da mesma familia para detectar o
nivel de conservadorismo entre elas (Giovannotti et al., 2009; Trifonov et al., 2011; Pokorna et al.,
2012) e como forma de identificacdo de homologias em populacdes partenogenéticas e poliploides
(Trifonovetal., 2015). No tocante aos microcromossomos, mapeamentos utilizando clones de BACs
e cDNAs sdo mais resolutivos, trazendo informac@es que ajudam a detectar possiveis rearranjos
ocorridos, e a preencher lacunas de informacao (Badenhorst et al., 2015; Deakin etal., 2016; Kichigin
et al.,, 2016). Por sua vez, o sequenciamento genémico tem se demonstrado uma técnica
complementar com um bom detalhamento dos rearranjos que ndo sdo detectaveis pelos
procedimentos anteriores, mas que é ainda pouco utilizado atualmente (Volker et al., 2010; Skinner
& Griffin, 2012; Putnam et al., 2016). Tais avancos metodolégicos permitem um melhor
entendimento da extensdo dos rearranjos ocorridos, reconstrucdes gendmicas mais acuradas e a
determinar quais caracteristicas cromossdmicas sdo mais suscetiveis a eventos que atuem como
processos adaptativos (revisadoem Farréet al., 2015). No presente estudo, eles possibilitaram auma
compreensdo mais detalhada da historia da evolugdo cromossdmica dos répteis e a presumir quais

fatores estdo implicados no nivel de diversidade cariotipica entre as linhagens.
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4. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Conforme destacado acima, a ordem Crocodylia oferece um modelo particular para estudos
cromossomicos, biogeograficos e evolutivos. Entretanto, dados informativos e de interesse para estas
abordagens, tais como caracteres citogenéticos e gendmicos, sdo ainda praticamente inexistentes,
impossibilitando caracterizar suas tendéncias evolutivas do ponto de vista da citogendmica. E
compreensivel que tal situacdo seja pelo menos em parte, justificada pela ampla distribuicéo
geografica dessa ordem com grupos endémicos a diferentes continentes, 0 que, somado a grande
dificuldade de captura e manejo dos animais, dificulta a realizacdo de um estudo integrativo que
permita uma visao globalizada de seu processo evolutivo. Assim sendo, a presente tese objetivou
realizar analises citogendmicas em espécies das familias Alligatoridae e Crocodylidae. Tais
abordagens permitiram uma melhor compreensdo dos processos que moldaram os padrdes de
distribuicdo atuais destas espécies, bem como seus mecanismos de evolugcdo genbmica e
cromossOmica.

Este trabalho visou analisar todas as espécies de familia Alligatoridae e algumas espécies de
crocodilos da familia Crocodylidae a fim de evidenciar os processos de evolu¢do cromossémica
ocorridos nesta ordem. Para isso, foram realizados procedimentos citogenéticos classicos e
moleculares (bandeamento C, hibridizacdo genbmica comparativa (CGH)), Pintura cromossdmica
total (WCP) e mapeamento de sequencias repetitivas) destacando caracteristicas gendmicas inter- e
intraespecificas. para examinar a homologia cromossémica e identificar os principais rearranjos

cromossdmicos ocorridos durante o processo de evolucgéo cariotipica dentro da ordem Crocodylia.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Material

Neste trabalho analisamos 15 espécies de crocodilianos pertencentes as trés familias da ordem
Crocodylia, amostrados em diversas localidades ao longo dos tréopicos, conforme especificado na
Tabela 2. Os individuos sul-americanos foram coletados pelo método de captura ativa em
levantamento noturno com autorizagdo concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBIo0), Sistemade Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), sob a
licenca (71857-7), transportados para o laboratorio mais proximo, onde foram obtidas amostras
sanguineas para utilizacdo nos experimentos, seguindo as diretrizes do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (N° do processo: 4617090919) e
cadastrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético (SISGEN) sob o acesso
ABFF266. De forma similar amostras das outras espécies foram obtidas de animais mantidos em
cativeiro legalmente na Europa seguindo as diretrizes da Convencao sobre o Comércio Internacional
de Espécies Ameacadas da Fauna e da Flora Silvestres (CITES), certificados (EU 0228-1057/14, ES-
CC-00041/07C, ES-CC-0006/07C, 50721-18, DE-DA 190814-5, DE-DA 190814-6) e um individuo
de O. osborni obtido na natureza por captura ativa na Bacia do Congo, onde a espécie é endémica
(provavelmente da Provincia Equador, amostrado em Kinshasa, Republica Democréatica do Congo).

Logo apds a obtencdo de dados, os animais foram soltos nos mesmos locais de captura.

Tabela 2. Espécies da ordem Crocodylia utilizadas no presente projeto, com indicacdo dos respectivos locais
de amostragem, nimero e sexo dos individuos.

Espécies

Localidade/Origem das Amostras N

Alligatoridae

Alligator mississippiensis
Alligator sinensis

Colecao da Universidade de Canberra (Australia)

Colecdes particulares (Alemanha)

(029; 028)

Caiman crocodilus Amazonas (Brasil) (022;0248))
Caiman latirostris S&o Paulo (Brasil) (049;063)
Caiman yacare Mato Grosso (Brasil) (022; 0843))
Melanosuchus niger Paréa (Brasil) (022;023))
Paleosuchus palpebrosus Paréa (Brasil) (03%;033)
Paleosuchus trigonatus Amazonas (Brasil) (03%;043)
Crocodylidae

Crocodylus mindorensis Colegdes particulares (Republica Tcheca) (01 juvenil)
Crocodylus moreletii Colegdes particulares (Republica Tcheca) (01 juvenil)
Crocodylus rhombifer Colecdes particulares (Tailandia) (032; 024)
Crocodylus siamensis Colecdes particulares (Tailandia) (029;023)

(049; 014, 01 juvenil)
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Osteolaemus osborni Coleces particulares (Republica Democratica do Congo) (019)

Osteolaemus tetraspis Zoologico de Pilsen (RepuUblica Tcheca) (08 juvenis)
676
677 5.2. Métodos
678 5.2.1. Obtencédo de Cromossomos Mitoticos
679 Na obtencdo das preparagdes cromossdémicas mitéticas utilizamos a técnica de cultura de

680 linfocitos com adaptagdes (Viana et al., 2016; Johnson Pokornd, 2016). O processo consiste em
681  coletar cerca de 500 pl de sangue dos animais e incubar em 4ml de meio de cultura RPMI
682  suplementadoa 29 °C por 96hs, permitindo assim o crescimento da cultura celular e uma otimizacéo
683  daquantidade de células obtidas. Logo apés adicionou-se 400 pL de Colchicina 0.025% com os tubos
684  mantidos a 29 °C por 1h em seguida, o material foi centrifugado por 10min a 1300 rpm. Entéo,
685  descartou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 8ml da solucédo hipotonica de Cloreto de Potassio (KCI)
686  0.075M, a amostra foi ressuspendida e mantida em uma estufa a 37 °C por 45 min. Apos a
687  hipotonizacao adicionamos 50ul de solucao Carnoy | (3 metanol:1 acido acético), homogeneizamos
688  cuidadosamente, centrifugamos por 10min a 1300 rpm e descartamos o sobrenadante. Assim, 10ml
689 de solucdo Carnoy | a -20 °C foi adicionada e usada para ressuspender a amostra até sua
690  homogeneizacdo, essa etapa foi repetida mais 3x sempre com descarte do sobrenadante. Em seguida,
691  2ml de solucdo Carnoy | foi adicionada para preenchimento do microtubo onde serd armazenada a

692  preparacdo cromossdmica em freezer a -20 °C.

693 5.2.2. Deteccdo da Heterocromatina C-positiva

694 A heterocromatina C positiva foi detectada de acordo com Sumner (1972) utilizando o
695  procedimento classico com hidréxido de Bario, com modificacGes. As laminas contendo uma gota de
696 10 ul de suspensdo celular foram tratadas por 2 min com acido cloridrico (HCI) 0,2N a 42 °C, imersas
697  rapidamente em &gua destilada para remocdo do excesso de HCI e secas ao ar. Em seguida, foram
698 incubadas em solugdo de Hidroxido de Bario Ba(OH), 5% com tempo variavel de acordo com a
699  espécie utilizada (30 a 45 segundos). A a¢do do hidroxido de bério foi interrompida com uma rapida
700  imersdo da laminaem HCI 0,2N a 37 °C. Ap0s a secagem, as laminas foram incubadas em solucéo
701 salina 2xSSC (cloreto de sodio 0,3M + citratotrisédico 0,03M, pH 6,8), em uma estufa a 60 °C por
702 20 minutos, posteriormente lavadas e secas ao ar. Os cromossomos foram corados com DAPI (1,2

703 pg/ml) segundo Lui et al. (2012) e analisados em microscopio de epifluorescéncia.
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5.2.3. Deteccéo de Regides Ricas em Bases Nitrogenadas GC

Para determinacdo de areas ricas em pares de bases AT e GC utilizamos a técnica de coloracéo
dupla com Cromomicina Az (CMAg) e 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) de acordo com o método
de Schmid (1980).

5.2.4. Extracgdo de DNA

Os DNAs gendmicos totais (DNAg) utilizados nos experimentos foram extraidos de células
sanguineas de crocodilianos de acordo com o protocolo fenol-cloroférmio (Sambrook & Russel,
2001), a integridade das amostras foi verificada em gel de agarose 1% para posterior quantificacdo

no espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific).

5.2.5. Hibridacao In Situ Fluorescente (FISH)
5.25.1. Sondas

Para 0 mapeamento citogenético comparativo das espécies em estudo utilizamos diversas sondas
de sequéncias de DNAs repetitivos, como sondas de DNA ribossomal (DNAr) 18S. Estas sondas
foram obtidas via PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir da clonagem de vetores plasmidiais e
da propagacdo de em células competentes do tipo DHS5a (Invitrogen) de acordo com Cioffi et al.
(2009). Apds a realizacdo da PCR com os primers 18Sf (5’ -CCGAGGACCTCACTAAACCA- 3°)
e 18Sr (5° -CC-GCTTTGGTGACTCTTGAT- 3’) e o DNA nuclear de Hoplias malabaricus,
utilizamos o produto final da PCR com aproximadamente 1400 pares de base (pb) que correspondem
aos segmentos do RNA ribossomal (RNAr) 18S como sonda. Logo apo6s, conferimos a integridade
do material e se possuia um padrdo correspondente de bandas no gel de agarose 1%, quantificamos o
produto e utilizamos para serem marcados por nick translation com Atto550-dUTP conforme as
recomendacdes do fabricante.

O DNA telomérico (TTAGGG),, resultante da sonda gerada por PCR na auséncia de um DNA
molde utilizando os primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s, foi isolado de acordo com os parametros
estabelecidos em ljdo et al. (1991), a sonda amplificada foi marcada com Atto550-dUTP ou com o
Kit Telomere PNA Fish Cy3 (Dako/Agilent). Utilizamos oligonucleotideos enriquecidos com
sequéncias microssatélites: d(GA)1s, d(CA)1s, d(A)s0 e d(CGG)10, marcadas diretamente com Cy3 na
extremidade 5' durante a sintese, por VBC-Biotech (Viena), segundo Kubat et al. (2008), com

pequenas modificacdes.
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5.25.2.  Marcacdo das Sondas

Exceto em relacdo aos oligonucleotideos e a telomérica (acima descritos), as demais sondas
foram marcadas diferencialmente por nick translation utilizando Atto550-dUTP ou Atto488-dUTP,

conforme as instrucGes do manual do fabricante.

5.2.5.3.  Analises Microscopicas e Processamento de Imagem

Em média 30 metafases por individuo foram analisadas para confirmar o 2n, estrutura
cariotipica e resultados das técnicas convencionais e moleculares aplicadas. As imagens foram
capturadas usando um microscopio Olympus BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japdo), com
CooISNAP e as imagens foram processadas usando o software Image-Pro Plus 4.1 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). A morfologia cromossémica foi classificada de acordo com
Levan et al. (1964).

5.25.4. Preparacdo das Laminas, Hibridizacéo e Deteccéo do Sinal

As laminas, contendo as preparacdes cromossémicas foram inicialmente envelhecidas a 60 °C
em estufa e em seguida incubadas com 100 pl de RNAse (1 pl RNAse 10mg/ml + 1 ml 2xSSC) por
1h a 37 °C em cdmara umida. Logo, as ldminas passaram por uma lavagem em tampao PBS 1x no
shaker por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, incubadas em 100ul de pepsina 0,005
% (1000 pl H20 + 5ul HCI 1M + 1,5ul de pepsina (20 mg/ml)) por 10 minutos em camara Umida a
37 °C. As laminas foram novamente lavadas com tampao PBS 1x, mergulhadas rapidamente em dgua
destilada e logo apos desidratadas em série alcoolica de etanol (70%; 85%; 100%) por 2 minutos
cada.

Apos a desnaturagdo do DNA cromossémico em formamida 70% (70 ml de formamida + 30
2xSSC) por 3 minutos e 15 segundos a 72 °C, as laminas foram desidratadas em etanol a 70% gelado
por 3 minutos e 15 segundos e logo apds em série de etanol a 85% e 100% por 2 minutos. O mix de
hibridizacdo, contendo 2ul da sonda marcada, 10 mg/ml de sulfato de dextrano, 2xSSC e 50% de
formamida em um volume final de 20ul, foi desnaturado a 85°C por 10 minutos em termociclador
paralelamente e entdo aplicado sobre as laminas secas onde a hibridizag&o ocorreu por um periodo
de 16-18h (ou 72h no caso do CGH) a 37 °C em cAmara Umida. As lavagens pos-hibridizacao foram
realizadas em solucao de 1xSSC por 5 mina 65 °C em um shaker, seguida de uma lavagem em Tween
por 5 min e uma ultima lavagem em PBS 1x por 1 min, ambas a temperaturaambiente e em shaker.

As laminas foram desidratadas uma Gltima vez em série alcodlica de etanol (70%; 85%; 100%) por 2
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minutos cada. Finalmente, depois de secas 0s cromossomos foram contracorados com 20 ul de DAPI
(1.2 pg/ml) e montados em solucdo Antifading (Vector Laboratories, EUA) para analise em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50 (Olympus Corporation, Japdo) com camera
CoolSNAP CCD acoplada (Teledyne Photometrics, EUA). Para analise das imagens utilizamos o0s

softwares ISIS e TunderX (Leica Geosystems, Suica).

5.2.6. Hibridizacdo Genémica Comparativa (CGH) e Pintura Cromossdmica
Completa (WCP)

Os procedimentos para a CGH foram realizados com foco entre comparacdes interespecificas
utilizando DNAg de pelo menos uma fémea de cada género correspondentes as distintas espécies de
crocodilianos obtidos da extracdo de tecido sanguineo pelo protocolo de fenol-cloroférmio
(Sambrook & Russel, 2001) foram marcados diferencialmente por nick translation (Jena Bioscience,
Alemanha) utilizando Atto550-dUTP para coloracdo do genoma da espécie em que as metafases
foram utilizadas como referéncia (C. yacare em Alligatoridae e C. siamensis em Crocodylidae)
enquanto o DNAg das outras espéecies a serem comparadas foram marcados com Atto448-dUTP e
utilizados em experimentos de hibridiza¢des reciprocas. Em todos os experimentos as sequéncias de
DNA repetitivo foram bloqueadas por DNA competidor ndo marcado (i.e., porcdo gendémica do DNA
enriquecida de sequencias moderadamente e altamente repetitivas), preparado a partir de Cot-1 DNA
(500ng DNAg de C. yacare + 500ng DNAg da espécie a ser comparada + 6jug de Cot-1 DNA de cada
espécie) ou (500ng DNAg de C. siamensis + 500ng DNAg da espécie a ser comparada + 9ug de Cot-
1 DNA de cadaespécie) (Zwick etal., 1997) para evitar competicdo da sonda com alvos inespecificos.
As sondas foram precipitadas com etanol absoluto puro (100%), secas em estufa a 37 °C por 15 min
e ressuspendidas em mix de hibridizacdo (50% de formamida + 2xSSC + SDS 10% + sulfato dextrano
10% e solug¢do Denhardt’s, pH 7). A proporcdo sonda vs. Cot-1 DNA baseou-se em experimentos
realizados para o desenvolvimento deste trabalho como descrito em Oliveira et al., (2021). Os
experimentos de hibridizagdo ocorreram de acordo com Symonova et al., (2015) e com Semberet al.,
(2018).

5.2.7. Microdisseccdo Cromossémica
5.2.7.1.  Selecdo dos Cromossomos

Selecionamos o0 cromossomo 1 de A. mississippiensis (AMI 1), cromossomo 1 de C. siamensis
(CSIA 1) e cromossomos 1, 4 e 19 de O. tetraspis (OST-1; OST-4 e OST-19, respectivamente) para

serem microdissectados e utilizados como sondas em experimentos de pintura cromossémica total
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(WCP). A selegéo destes cromossomos em especial deveu-se a escolha na utilizagdo de pelo menos
um representante dos cariotipos mais distintos morfologicamente (2n e NF) da Ordem Crocodylia e
que poderiam estar provavelmente envolvidos em rearranjos cromossémicos. Assim, ~12 cdpias de
cada cromossomo foram microdissectadas no laboratorio Molekulare Zytogenetik
(Universitatsklinikum Jena — Alemanha) chefiado pelo Dr. Thomas Liehr, seguindo o protocolo de

Kosyakova et al. (2017) com modificages.

5.2.7.2.  Preparacdo do Material de Microdisseccao

As agulhas de vidro utilizadas na microdissecgdo foram preparadas em um puller PB-7
(Narishige, Japéo) a partir de bastdes de vidro com diametro de 2mm (Schott, Alemanha) e expostas
a radiacdo ultravioleta para esterilizagcdo por 30 minutos. Na preparacdo das micropipetas, foram
utilizadas pipetas do tipo Pasteur 250 mm (Assistent, Alemanha) siliconizadas em
dimetildiclorosilano 1% no mesmo puller e posteriormente incubadas em estufa a 100 °C por 30
minutos.

5.2.7.3.  Processo de Microdissec¢ao

Os cromossomos foram microdissectadosa partir de duas gotas de suspensdo cromossémicaem
cada laminula das espécies A. mississippiensis, C. siamensis e Osteolaemus tetraspis, coradas com
Giemsa 2,5% por 8 minutos. Para realizar o procedimento foi utilizado um microscépio invertido
Axiovert 135, um micromanipulador mecanico (ambos, Zeiss, Alemanha) e umaagulha esteril usados
para remover 0os cromossomos coletados e transferi-los para uma micropipeta com solugéo de
incubagdo (10 mM Tris-HCI, pH 7,5 + 10 mM NaCl + SDS 0,1% + 1mM EDTA, pH 7,5 + Triton X-
100 1% + 1.44 mg/ml de Proteinase K e 30% de glicerol) e incubacdo em camara imida por 1h a 60
°C.

5.2.7.4.  Sintese de sondas por DOP-PCR

Para a realizacdo da amplificacdo, os cromossomos microdissectados foram inseridos em uma
solucéo de 100 pM de dNTPs + 5mM de DOP GMW (5’ -CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG- 3°)
+ Tampao Sequenase (24 mM Tris HCI, pH 7,5 + 12 mM MgCl,e 30 mM NacCl) e o processo ocorreu
em um termociclador (Axygen Therm-1000) seguindo o protocolo de Kosyakova et al. (2017). Para
iniciara amplificacdo usamos a DNA Polimerase T7 (USB, EUA) no ciclo (90 °C por 1 min; 25 °C
por 2 min; 34 °C por 2 min) repetido por 7 vezes, desnaturacdo por 5 minutosa 92 °C e adi¢édo de 0,3

U de Sequenase durante o reanelamento em cada ciclo e para finalizar adicionou-se 50 il de um mix
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contendo Tag Polimerase (0,1 U Taq Polimerase + 0.2 mM dNTPs + 20 uM primer DOP + 25 mM
MgCl; + 34.23 pl H20) com um novo ciclo (92 °C por 1 min, 56 °C por 2 minutos, 72 °C por 2
minutos), sequido de extensdo final a 72 °C por 5 minutos. As sondas foram marcadas com Spectrum
Orange-dUTP e Spectrum Green-dUTP (Vysis, Downers Grove, EUA) em uma DOP-PCR
secundaria (Degenerate Oligonucleotide-Primed Polymerase Chain Reaction) usando como DNA
molde, 1 ul do produto primério amplificado de acordo com Kosyakova et al. (2017) e os
experimentos de pintura cromossdmica entre espécies (também conhecido como ZOO-FISH) foi

realizado seguindo Yano et al. (2017).

5.2.8. Reconstrucado do estado ancestral

O numero diploide ancestral da familia Crocodylidae incluindo os grupos externos
(Gavialidae e Alligatoridae) foi reconstruido com méaxima parciménia (Fitch, 1971; Dobigny et al.,
2004) usando o Mesquite v.3.51 (Maddison & Maddison, 2018). A filogenia dos crocodilianos e o
tempo de divergéncia foram adaptados do trabalho de Oaks (2011) e Colston et al. (2020). Crocodylus
halli foi adicionado manualmente e sua posi¢cdo na arvore ainda precisa ser definida. Dados
cromossomicos foram obtidos de Cohen & Gans (1970), Kawagoshi et al. (2008), Hekkala et al.
(2011), Srikulnath et al. (2015), Oliveira et al. (2021), Olmo & Signorino (2022) e neste estudo.
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6. CAPITULOS

Os resultados obtidos no desenvolvimento da presente tese sdo apresentados a seguir, no

formato de capitulos, assim como suas respectivas discussoes.

Capitulo 1 — Revisitando os cario6tipos de Aligatores e Jacarés (Crocodylia, Alligatoridae) depois
de meio século: Preenchendo uma lacuna na evolugdo dos Répteis.
Oliveira, V.C.S.; Altmanova, M.; Viana, P.F.; Ezaz, T.; Bertollo, L.A.C.; Réb, P.; Liehr, T.; Al-Rikabi,
A.; Feldberg, E.; Hatanaka, T.; Scholz, S.; Meurer, A.; Cioffi, M. B. Revisiting the karyotypes of Alligators
and Caimans (Crocodylia, Alligatoridae) after a Half-century delay: Bridging the gap in the chromosomal
Evolution of Reptiles. Cells, 10: 1397. doi: 10.3390/cells10061397.

Capitulo 2 — Pintura cromossémica e mapeamento de DNA repetitivo ilumina a evolugédo
cariotipica em Crocodilos (Crocodylidae).

Sales-Oliveira, V.; Altmanova, M.; Gvozdik, V.; Kretschmer, R.; Ezaz, T.; Liehr, T.; Padutsch, N.;
Badjedjea, G.; Utsunomia, R.; Tanomtong, A.; Cioffi, M. Cross-species chromosome painting and repetitive
DNA mapping illuminate the karyotype evolution in true crocodiles (Crocodylidae). Chromosoma, doi:
10.1007/s00412-023-00806-6.
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6.1.CAPITULO 1

Revisitando os caridtipos de Aligatores e Jacares (Crocodylia, Alligatoridae)

depois de meio século: Preenchendo uma lacuna na evolucédo dos Répteis.
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Introducao

Diferentemente de outros vertebrados que passaram por mudancas substanciais, as espécies
atuais de crocodilianos vém mantendo similaridades morfologicas e ecologicas por quase 100
Milhdes de anos (M.a) (Grigg et al., 2001; Brochu, 2003; Bronzati et al., 2015; Stubbs et al., 2021).
Crocodilianos em conjunto com dinossauros, pterossauros e aves formam um clado monofilético
conhecido como Arcossauros, que sdo representados atualmente pelas aves e répteis ndo-aviarios.
Essa premissa é suportada por dados moleculares filogenéticos que indicam que aves e crocodilianos
formam um grupo monofilético (Janke & Arnason, 1997; lwabe et al., 2005; Green et al., 2014; Pan
etal., 2021).

A ordem Crocodylia ¢ um modelo muito atil para utilizagcdo em estudos biogeogréficos, pois
suas espécies demonstram uma distribui¢do circumtropical com pelo menos um representante em
cada continente, exceto pela Europa e Antartica (Espinosa et al., 1998; Rueda-Almonacid et al.,
2007). Tal distribuicdo circum-ocednica combinada com sua antiguidade e posicdo filogenética
distinta, faz dos crocodilianos um modelo atrativo para entender caracteristicas evolutivas e
biogeogréficas, principalmente pelo fato de demonstrarem eventos de dispersdo de varias linhagens
de vertebrados. Apesar de dados sobre sua biogeografia ainda serem um mistério, alguns estudos
recentes propdem uma travessia transatlantica recente, da Africa para o0 Novo Mundo e do Indo
Pacifico para o Novo Mundo como provavelmente ocorreu com algumas espécies de crocodilo
(Stubbs et al., 2021; Meredith et al., 2011; Oaks, 2011).

Crocodylia divide-se em trés familias (Figura 3): Crocodylidae, Gavialidae e Alligatoridae,
e a quantidade de espécies variaentre 23 e 27 (Brochu, 2003; McAliley et al., 2006; Martin, 2008;
Hekkala et al., 2011; Shirleyet al., 2014; Srikulnathet al., 2015; Barreiros, 2016; Muniz et al., 2019;
Uetz et al., 2020). Crocodylidae € representado por trés géneros, Crocodylus, Mecistops e
Osteolaemus, composto por 16 espécies (Martin, 2008; Hekkala et al., 2011; Shirley et al., 2014;
Srikulnath et al., 2015; Barreiros, 2016; Muniz et al., 2019; Uetz et al., 2020; Nicolai & Matzke,
2019) — potencialmente chegando a 17, dependendo de uma revisdo taxondmica formal e validacéo
de espécies (Hekkala et al., 2011; Shirley et al., 2014; Nicolai & Matzke, 2019; Shirley et al., 2018).
Essa familia esta distribuida na Asia, Austrélia, Africa e América (Meredithet al., 2011). Gavialidae
possui somente uma espécie, o gavial, Gavialis gangeticus, nativo do Nepal e da india (Bezuijen et

al.,, 2014; Lee & Yates, 2018). Entretanto, a posicdo filogenética do falso gavial, Tomistoma
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schlegelii, umaespécie distribuida no sul da Asia continua sob debate, apesar de anélises moleculares
colocarem Tomistoma em Gavialidae (Pan et al., 2021; Oaks, 2011). A terceira e Gltima familia
Alligatoridae, possui oito espécies distribuidas em quatro géneros: Alligator que forma a
monogenérica subfamilia Alligatorinae, Melanosuchus, Paleosuchus e Caiman pertencentes a
Caimaninae (Uetz et al., 2020; Pan et al., 2021) [mas, veja Munizet al., 2019; Bittencourtetal., 2019,
que sugerem a existénciade outras espécies cripticas]. Exceto por Alligator, onde A. mississippiensis
e A. sinensis estdo restritos ao sudoeste dos Estados Unidos e da China, respectivamente, a
distribuicdo das espécies de Caimaninae varia do México a América do Sul, sendo especialmente
espalhados pelo Brasil (Brochu, 2003; Oaks, 2011). Contudo, Caiman crocodilus, por exemplo, foi
introduzido em outras regides como Porto Rico, Cuba e Flérida (Balaguera-Reina & Velasco, 2019).
A. sinensis representa uma das espécies de crocodilianos mais ameacada de extincao, listada no
CITES apéndice I, na categoria de “criticamente em perigo” pela Unido Internacional para a
Conservagdo da Natureza (IUCN). A pesquisa mais recente, realizada em 2015 indicou que a
populacdo selvagem estava estimada em 136-173 individuos (32 adultos) concentrados em uma
pequena regido ao sudeste da provincia de Anhui (Jiang & Wu, 2018) — apenas uma fracdo de sua

antiga distribuicdo (Thorbjarnason et al., 2002).

Répteis demonstram uma grande diversidade em numero diploide (2n) e em morfologia
cariotipica, com varias combinacdes de macro e microcromossomos, assim como sistemas de
determinacdo sexual (Olmo, 2008; Deakin & Ezaz, 2019; Strakova et al., 2020). Técnicas de
citogenéticamolecular vem sendo amplamente aplicadas, fornecendo uma melhor compreenséo sobre
sua evolugdo cromossomica (revisado em Deakin & Ezaz, 2019). De maneira adicional aos
experimentos de mapeamento de sequéncias repetitivas e de Pintura Cromossomica Completa
(WCP), a utilizacdo recente da Hibridizacdo Genémica Comparativa (CGH) tem permitido a
comparacdo do grau de similaridade genémicaa nivel de conteddo de DNA repetitivo entre espécies
relacionadas filogeneticamente (Ezaz et al., 2005; Ezaz et al., 2006; Kawai et al., 2007; Martinez et
al., 2008; Badenhorst et al., 2013; Koubové et al., 2014; Matsubaraet al., 2014; Montiel et al., 2016;
Vianaetal., 2019; Viana etal., 2020). Entretanto, dados citogenéticos em Crocodylia sdo usualmente
restritos a descrigdo do 2n, composicdo cariotipica e a alguns bandeamentos convencionais (Cohen
& Clark, 1967; Cohen & Gans, 1970; King et al., 1986; Lui et al., 1994), apenas alguns autores
usaram ferramentas citogenéticas moleculares (Kinget al., 1986; Valleley et al., 1994; Kawagoshi et
al., 2008; Uno et al., 2012; Kasai et al., 2012; Oliveira et al., 2021).
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Figura 3 — Distribuicdo recente (a), pontos de amostragem (b) e relacdes filogenéticas (c) das espécies de
Alligatoridae. Mapa do Brasil com destaque para os pontos de coleta (circulos coloridos) das espécies de
Caimaninae analisadas no presente trabalho: 1. Caiman crocodilus (circulo em azul); 2. Caiman latirostris
(circulo verde); 3. Cayman yacare (circulo vermelho); 4. Melanosuchus niger (circulo laranja); 5. Paleosuchus
palpebrosus (circuloamarelo); 6. Paleosuchus trigonatus (circulo rosa). O mapa foi criado usando os softwares
QGis 3.4.3 e Adobe Photoshop CC 2020. Arvore filogenética datada adaptada para a Ordem Crocodylia, com
foco em Alligatoridae, baseado em dados gerados por Oaks (2011), para uma datacdo alternativa ver Pan
(2021). C- Cretéceo, P — Paleogeno, N — Neogeno, Q — Quaternério e M.a — Milhdes de anos atras.

O numero diploide em crocodilianos varia de 30 a 42 e tem uma correlagéo positiva com o
numero de cromossomos acrocéntricos em seu complemento. A baixa variedade no nimero de bragos
cromossomicos, NF = 56-60/62 (NF, nombre fondamental), sugere que os caridtipos evoluiram em
sua maioria por fissao/fusdo cromossémica (Srikulnath et al., 2015; Cohen & Gans, 1970; Olmo &
Signorino, 2020). Sua estrutura cariotipica, contudo, ndo apresenta microcromossomos. Este padréo
contrastacom o padrdo encontrado em aves e tartarugas, uma vez que seus cariotipos possuem, com

algumas excegBes, 50 cromossomos, no minimo, incluindo alguns macrocromossomos e Varios
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microcromossomos indistinguiveis entre si (Deakin & Ezaz, 2019; Montiel et al., 2016; Olmo &
Signorino, 2020; Degrandi et al., 2020

Adicionalmente, o padrdo de banda G é bastante conservado em Crocodylia, demonstrando
um padrao similar entre os cromossomos de Crocodylus porosus, Crocodylus johnstoni e Caiman
crocodilus (King et al., 1986), apontando para uma estrutura de replicacdo cromossémica geralmente
conservada sem uma aparente reorganizacao inter- ou intracromossémica entre as espécies. Outra
caracteristica crocodiliana notavel é de que todos os seus membros compartilham a determinacgéo
sexual através do ambiente (ESD). O efeito da temperaturada incubacgédo na razéo sexual da ninhada
foi observado amplamente e por outro lado, cromossomos sexuais nao foram identificados em
nenhuma das espécies estudadas citogeneticamente (Kawai et al., 2007; Cohen & Gans, 1970;
Amavet et al., 2003; Valenzuela, 2004; Gonzélez et al., 2019).

Portanto, baseado principalmente em métodos convencionais, a citogenética de Crocodylia
ainda representa uma peca faltante no entendimento dos padrbes de evolugdo cromossémica em
répteis. Para preencher essa lacuna, nds analisamos a organizacdo cariotipica de todas as espécies
reconhecidas taxonomicamente de Alligatoridae atraves de técnicas diferenciais de coloragdo
convencional e citogenética molecular, a saber, mapeamento cromossdmico de sequéncias de DNA
repetitivos, WCP e CGH. Os resultados foram comparados e discutidos com dados previamente
publicados. Este estudo é parte de uma série de estudos sobre citogenética e citogendmica em

crocodilianos.

Material e Métodos
Neste estudo utilizamos 51 animais das diferentes espécies da familia Alligatoridae, conforme
esta descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Espécies, tamanho da amostra (N), sexo, localidade e coordenadas geograficas dos pontos de coleta dos
individuos analisados.

Espécies N Localidade Origem das
Amostras

C. crocodilus 029,023 Amazonas (BR) 3°22°34.7” S
(Jacaretinga) ’ (Bacia Amazénica) 60°19°20.7” W
C. latirostris 049,064 Séo Paulo (BR) 22°33’53.1” S
(Jacaré-do-papo-amarelo) ’ (Cerrado) 48°00°35.2” W
C.yacare 029,084 Mato Grosso (BR) 16°19°32.0” S
(Jacaré-do-pantanal) ’ (Pantanal) 57°46°35.7” W
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M. niger Amazonas (BR) 3°25°50.4” S

(Jacaré-acgu) 022,024 (Bacia Amazénica) 66°02°35.0” W
P. palpebrosus 039,038 Para (BR) 1°18°19.7” S
(Jacarepagud) ’ (Bacia Amazdnica) 48°19°05.0” W
P. trigonatus 039,043 Amazonas (BR) 3°06°52.0” S
(Jacaré-coroa) ’ (Bacia Amazonica) 60°01°58.0” W
A. mississippiensis x : .
. ; 022,028 Colecéo da Universidade de Canberra
(Jacaré-norte-americano) (Australia)
A. sinensis 049,014,01ndo ~ :
(Jacaré-chinés) dentificado Colecdes Particulares
(Alemanha)

As analises metodologicas utilizadas neste estudo (obtencdo de material cromossémico,
técnicas convencionais e moleculares, mapeamento de sequéncias e microdisseccao) estdo todas

descritas detalhadamente na secdo Material e Métodos desta tese, descrita anteriormente.
Resultados
Cariotipos, Bandeamento C e coloracdo com Cromomicina As

O 2n de todas as espécies pertencentes a Caimaninae é de 42 cromossomos para ambos 0s
sexos. Seus caridtipos sdo compostos de 24a + 18m/sm em C. crocodilus e em C. latirostris, 28a +
14m/sm em C. yacare, P. palpebrosus e em P. trigonatus e 32a + 10m/sm em M. niger. J& 0s
aligatores A. mississippiensis e A. sinensis apresentam 2n = 32 e a mesma formula cariotipica 4a +
28m/sm. N&do foram observadas variabilidade cromossomica intraindividuais, nem entre machos e

fémeas, indicando assim a auséncia de cromossomos sexuais heteromorficos.

Por esta razdo, estes dados ampliam e consolidam informacdes prévias para estas espécies
(Cohen & Clark, 1967; Cohen & Gans, 1970; King et al., 1986; Lui et al., 1994; Oliveiraet al., 2021,
Amavet et al., 2003; Matthey & van Brink, 1957; Ohno, 1967; Becak & Becak, 1971; Olmo, 1986;
Amavet et al., 2000). Bandas heterocromaticas C-positivas foram detectadas em regides
centroméricas de praticamente todos 0os cromossomos, com bandas mais proeminentes nos pares
cromossdmicos que carregam o DNAr (Figuras 4 e 5). Bandas CMA3+ foram observadas nas regides
centromericas de quase todos 0S cromossomaos, com sinais conspicuos N0S menores cromossomos do

complemento (Figura 6).
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Figura 4. Cari6tipos de fémeas de Caiman crocodilus (a-c), C. latirostris (d-f), C. yacare (g-i), Melanosuchus niger (j-
1), Paleosuchus palpebrosus (m-0) e P. trigonatus (p-r) apos coloragdo com Giemsa(a, d, g, j, m, p), bandeamento C (b,
e, h,k,n, q) e FISH com sonda de DNAr 18S (em vermelho) (c, f, i, 1, o, r). Barra = 20pm.
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988

989  Figura5. Cariotipos de fémeas de Alligator mississippiensis (a-c) e A. sinensis (d-f) apos coloragdo com Giemsa (a, d)
990 bandeamento C (b, €) e FISH com sonda de DNAr 18S (em vermelho) (c, f). Barra = 20pum.

991

992
993 Figura6. Cromossomosmetafasicosde fémeas de Caimancrocodilus (a), C. latirostris (b), C.yacare (c), Melanosuchus
994  niger(d), Paleosuchuspalpebrosus (e), P.trigonatus (), Alligator mississippiensis (g) e A.sinensis (h) ap6s bandeamento
995  com CMA3/DAPI (regidesricasem GC e AT pseudocoloridasem vermelhoe verde, respectivamente). Barra = 20pum.
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Mapeamento de sequéncias repetitivas com Hibridizacdo Fluorescente In Situ (FISH)

Dois padrdes distintos de distribuicao de sitios de DNAr 18S foram observados. Em todas as
trés espécies de Caiman, em M. niger, e nas duas especies de Alligator estes sitios estdo localizados
apenas na regido centromerica do par 18. Entretanto, nos caridtipos de ambas as espécies de
Paleosuchus seis cromossomos exibem sitios de DNAr 18S (Figuras 4 e 5). Para o microssatélite
(CGG)10, todas as espécies apresentaram sinais de hibridizacdo, entre quatro e oito cromossomos
demonstraram conter estes motivos. Adicionalmente aos sinais apresentados em quatro dos menores
pares de cromossomos (apenas 2 em Melanosuchus), todas as espécies compartilham um sinal na
posicao terminal do maior par cromossémico, com excegdo para as espécies de Paleosuchus onde
ndo foi observado a hibridizacdo desses motivos nestes sitios em particular, mas com sinais presentes
em outros quatro pares cromossdmicos (Figura 7). Foi realizada FISH utilizando sonda telomérica
(TTAGGG), em quatro espécies: C. latirostris, P. palpebrosus, A. mississippiensis e A. sinensis, com

sinais de hibridizacdo na regido telomérica de todos os cromossomos, sem sitios intersticiais

teloméricos (ITS) (Figura 8).

f 9 h

Figura 7. Cromossomos metafasicos de fémeas de Caiman crocodilus (a), C. latirostris (b), C. yacare (c), Melanosuchus
niger (d), Paleosuchus palpebrosus (e), P. trigonatus (f), Alligator mississippiensis (g) e A. sinensis (h) hibridizadas com
sonda de microssatélite (CGG)10 (vermelho). Cromossomos estdo contracorados com DAPI (azul). Barra = 20um.
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Figura 8. Placas metafasicas de fémeas de C. latirostris (a), P. palpebrosus (b), A. mississippiensis (c) e A. sinensis (d)
com sonda telomérica (TTAGGG)n (vermelho). Barra = 5pm.

Pintura Cromossémica (WCP) com sonda AMI-1

A sonda AMI-1 quando aplicada contra as metéfases de A. mississippiensis e A. sinensis,
pintaram completamente 0 maior par cromossémico do complemento. Por outro lado, a hibridizacéo

nas espécies de Caimaninae ocorreram em dois pares cromossdmicos acrocéntricos (Figura 9).
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Figura 9. Experimentos de Zoo-FISH utilizando a sonda AMI-1 (verde) contra placas metafésicas de Caiman crocodilus
(a), C. latirostris (b), C. yacare (c), Melanosuchus niger (d), Paleosuchus palpebrosus (e), P. trigonatus (f), Alligator
mississippiensis (g) e A. sinensis (h). Cromossomos estdo contracorados com DAPI (azul). Barra = 20um.

Hibridizacdo Gendmica Comparativa (CGH)

O DNA gendmico total (DNAg) de C. yacare hibridizado contra o seu proprio complemento
cromossdmico, realgcou abundantes blocos heterocromaticos na regido centromérica da maior parte
de seus cromossomos. Os experimentos de CGH usando sondas de DNAg provenientes de C.
latirostris e M. niger nos cromossomos de C. yacare demonstraram que Varios sinais se sobrepuseram
na regido do centrbmero, indicando que o centrdmero destas espécies é enriquecido em sequéncias
repetitivas similares, apesar de M. niger possuir quantidades menores e/ou com repeti¢coes diferentes.
Contudo, P. palpebrosus e A. sinensis compartilham um pouco de conteddo repetitivo com C. yacare,
restrito praticamente aos pares portadores do DNAr 18S, indicando um alto grau de diferenciacéo da

sequéncia centromérica (Figura 10).
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C.yacare

1037

1038  Figura 10. Cromossomos metafasicos de fémeas de C. yacare apos hibridizacdes interespecificas de CGH. Primeira
1039  coluna: imagens em DAPI (azul). Segunda coluna: padrdo de hibridizacéo da sonda de C. yacare (vermelho). Terceira
1040  coluna: padrédo de hibridizagdo da sonda de cada espécie analisada (verde). Quarta coluna: imagens sobrepostas das duas
1041  sondasgenOmicase dacoloracdoem DAPI. As regides gendmicasemcomumaparecememamarelo. Clat=C. latirostris,
1042  Cyac = C.yacare, Mnig = M. niger, Ppal = P. palpebrosus e Asin = A. sinensis. Barra = 10um.
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Discussao

A historia evolutiva de répteis ndo-aviarios (tartarugas, crocodilianos e escamados) levou a
uma acentuada assimetria de riqueza de espécies entre os grupos — de 11.341 espécies atualmente
descritas, apenas aproximadamente 26 sdo crocodilianos (0.23%) (Uetz et al., 2020). Como o grupo
dos crocodilomorfos habitaa Terra por mais de 100 milhdes de anos e apresenta diferentes adaptacdes
a habitats e alimentares, a pergunta mais intrigante €, por que existem tdo poucas espécies de
crocodilianos atualmente? Alfaro et al. (2009), descobriram que eles diversificam 1.000 vezes mais
devagar do que o esperado. Este fator corrobora a baixa taxa de disparidade, sendo cerca de 10.000
vezes menor que outros grupos com mesma escala evolutiva de tempo, como aves e lepidossauros
(Jetz et al., 2012; Pyron et al., 2013).

A baixa taxa de diversificacdo ao longo do tempo pode estar relacionada a evolugdo do
cariétipoem crocodilianos (Grigg et al., 2001; Cohen & Gans, 1970). Enquanto aves (2n = 40-142),
tartarugas (2n = 28-68) e escamados (2n = 16-62) possuem elevados niveis de variabilidade no
numero diploide e na morfologia cariotipica, crocodilianos exibem uma variagdo muito menor (Olmo,
2008; Deakin & Ezaz, 2019; Olmo & Signorino, 2020; Degrandi et al., 2020; Bista & Valenzuela,
2020; Rovatsos et al., 2017). De fato, a investigacdo citogenética de 23 das 26 espécies de
crocodilianos revela padrdes cariotipicos generalistas, ja que apresentam um baixo 2n = 30-42 e a
predominancia de alguns grandes cromossomos, em conjunto com a auséncia de microcromossomos
em seu caridtipo (Srikulnathetal., 2015). O caridtipo ancestral previsto paraarcossauros e tartarugas
mostra pelo menos oito pares de macrocromossomos e varios microcromossomos indistinguiveis.
Desta forma, a linhagem crocodiliana diverge fortemente do padrdo ancestral, desde que todos os

microcromossomos desapareceram por eventos de fusao entre eles (Uno et al., 2012).

Enquanto o 2n varia entre 30 e 34 nos representantes de Crocodylidae e Gavialidae (com
excecgdo para o Crocodilo-ando, com 2n = 38), duas principais vias podem ser reconhecidas na
diferenciacdo cromossémicaem Alligatoridae: i) conservadorismo de um baixo nimero diploide (2n
= 32) e caridtipos compostos em sua maioria por cromossomos com dois bracos em A.
mississippiensis e A. sinensis (Cohen & Gans, 1970; este estudo) e ii) alto nimero cromossémico 2n
= 42 nas espécies de Caiman, Melanosuchus e Paleosuchus, com cariétipos dominado por
cromossomos acrocéntricos (Cohen & Gans, 1970; Oliveiraet al., 2021; este estudo). Isto sugere que

rearranjos cromossdmicos extensivos devem ter ocorrido durante a evolugdo cariotipica apos a
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separacdao entre Alligatorinae e Caimaninae. Desde que um numero diploide baixo pode ser
reconhecido como uma condicéo ancestral para a ordem Crocodylia (Srikulnathet al., 2015), parece
que a diversificacdo cariotipica do ancestral em comum de Caimaninae foi acompanhada por uma
série de eventos de fissdo apds a divisdo de Alligator (~70 M.a) (Muller & Reisz, 2005), aumentando
entdo o 2n. Os nossos resultados de Zoo-FISH suportam este cenario ao destacar a homeologiaentre
0 maior par cromossémico metacéntrico presente em ambas as espécies de Alligator com quatro

Cromossomos acrocéntrico menores em todos os trés géneros de Caimaninae (Figura 9).

A hipotese alternativa que considera2n = 42 um estado plesiomorfico pode ser valida sob o
cenario em que jacarés seriam uma linhagem irmé& de todos os outros crocodilianos. Entretanto, de
acordo com a atual filogenia, Alligatorinae + Caimaninae é irmade Crocodylidae + Gavialidae e a
hipdtese alternativa ndo e suportada nem pelo 2n = 30-32 amplamente distribuido nas outras linhagens
de Crocodylia, nem pelos nossos resultados de FISH utilizando sondas de DNA telomérico.
Sequencias teloméricas intersticiais (ITS) podem refletir remanescentes de teldmeros em neo-
cromossomos originados por fusdo cromossomica de dois cromossomos ancestrais (Slijepcevic,
1998). Entretanto, em jacarés, apenas a terminologia padrédo de telémeros é observada para todos o0s
cromossomos, sem ITS que indique provaveis pontos de fusdo nos grandes metacéntricos (Figura8).
Apesar de alguns crocodilianos ndo exibirem uma grande divergéncia cariotipica entre as espécies
atuais, 0s varios rearranjos cromossdmicos, especialmente aqueles presentes nos jacarés, podem ter
tido um papel crucial naradiacdo das espécies. Neste contexto, ndo podemos descartar que 0 aumento
do 2n pode haver favorecido uma altataxa de recombinacéo, trazendo entdo algum tipo de vantagem

na colonizagdo dos espécimes no novo ambiente Sul-americano.

Na maioria dos repteis e aves, clusters de DNAr estdo frequentemente localizados em um
unico par cromossémico (Degrandi et al., 2020; Porter et al., 1994; Sochorova et al., 2018), com
poucas excec¢des demonstrando um namero amplificado de sitios DNAr em cobras (Camper & Hanks,
1995; O’Meally et al., 2010), lagartos (Rovatsos et al., 2019), tartarugas (Mazzoleni et al., 2020) e
aves (revisado em Degrandi et al., 2020). Aqui esse mesmo padrdo geral e seguido por todas as
espécies de Alligatoridae, exceto por ambas as espécies de Paleosuchus, que possuem trés pares
cromossdmicos carregando estas sequencias (Figura 4). De fato, sitios de DNAr unicos séo
usualmente encontrados em linhagens antigas, como observado em antigos grupos de peixe, e.g.,

peixes actinopterigeos ndo-teledsteos (Sochorova et al., 2018).
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Cromossomos que demonstram sequencias menores que 30 Mb — como microcromossomos
—sdo amplamente documentados em praticamente todos os grupos de vertebrados (Perry etal., 2021).
Especificamente, os sauropsidas atuais (algumasaves e répteis) geralmente também apresentam esses
componentes principais em seus cariotipos (Burt, 2002; Norris et al., 2004). Em tartarugas e aves,
microcromossomos exibem uma alta densidade genica e contetido GC (Auer et al., 1987; McQueen
et al., 1998; Smith et al., 2000; Andreozzi et al., 2001; Kuraku et al., 2006). Similarmente,
microcromossomos de repteis escamados também demonstram contetido rico em GC em comparagao
COm macrocromossomos, apesar de que seus sinais CMA3+ nunca foram tdo fortes quanto em aves
(e.g. Johnson Pokorna et al., 2016), uma diferenca na composicdo cromossdmica/gendmica que

também e confirmada por técnicas que utilizam abordagem gendmica (Perry et al., 2021).

Nossos resultados demonstraram que todas as espécies de Alligatoridae também possuem um
alto acimulo de blocos GC-positivos em pequenos cromossomos, com sinais fortes e nitidos
colocalizados com os clusters de DNAr 18S. Esse padréo pode ser descrito como unico, exibindo um
padrdo de banda G preservado e similar em toda a ordem (King et al., 1986). O padrdo escasso em
sequencias GC nos cromossomos maiores indica a existéncia de regides sequéncia-especificas,

caracteristica que influencia na reducdo da taxa de recombinacdo cromossdmica (Olmo, 2005).

Tartarugas e crocodilianos possuem grandes genomas, com um maior contetdo de DNA
variavel comparado com outros repteis, pincipalmente devido a tendencia de acumular e preservar
DNAs repetitivos (Olmo, 1986; Olmo, 2008). Eles também possuem poucas Sequencias Simples
Repetidas (Simple Short Repeats — SSR) quando comparados com espécies de lagartos (Shedlock et
al., 2007). De fato, microssatélites ou SSRs € uma das classes de DNA mais representativa e mais
distribuida em varias espécies de vertebrados (Alfoldietal., 2011; Adams et al., 2016; Kapusta et al.,
2017) e sdo conhecidos por demonstrar um papel dinamico no funcionamento genémico (Balaresque
et al., 2014). Devido as altas taxas de mutacdo e de evolucdo rapida, usualmente modulada pela
associacdo com elementos moveis (Ramsay et al., 1999; Cordaux & Batzer, 2009; Janes et al., 2010;

Figliuolo et al., 2020), a paisagem gendmica pode variar drasticamente entre grupos relacionados.

Reépteis ndo-aviarios, por exemplo, se destacam neste cenario (Adams et al., 2016; Pasquesi
etal., 2018; Ahmad et al., 2020). Interessantemente, crocodilianos parecem ser o grupo com menor
quantidade de conteddo SSR entre repteis aviarios e ndo-aviarios (Green et al., 2014; Adams et al.,

2016), sendo assim a densidade e o contetdo de repeticfes SSR sédo relativamente similares entre as
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espécies, com baixas taxas de mutacdo e evolucdo quando comparados com outras linhagens. Jacarés
constituem um grupo Unico sem dados de mapeamento de SSR até o momento, (CGG), mostrou certo
acumulo, mas em apenas dois pares cromossomicos em M. niger, em trés pares nas espécies de

Caiman e Alligator e quatro pares nas especies de Paleosuchus.

Apesar de conservada, as fracdes de DNA repetitivo mostram divergéncias entre as espécies
de Caiman, como demonstrado pelos nossos experimentos de CGH, onde ambas as espécies de
Paleosuchus se destacam como as mais divergentes (Figura 10). Seguindo a hipétese filogenética, a
similaridade citogenética entre as repeticdes centroméricasde Caiman e M. niger (que divergiram ha
~12 M.a) sdo maiores do que comparadas a Paleosuchus, que € filogeneticamente distante e divergiu
do género Caiman + Melanosuchus ha 22 Ma (Oaks, 2011). As extensivas caracteristicas
citogenéticas compartilhadas de Caiman e Melanosuchus sao suportadas também pelos experimentos
de CGH, com poucas diferengas no padrdo geral de hibridizagdo demonstrando um alto grau de

homologia de sequencias.

Apesar do tempo de divergéncia entre Caimaninae ndo ter sido aparentemente longo o
suficiente para fixacdo de diferencas no cariétipo, em relagcdo ao 2n e a composicao cariotipica, é
permitido que as mudancas nos padrdes da fracdo do DNA repetitivo seja devido as diferentes
dindmicas evolutivas. Os experimentos de CGH entre Caimaninae e Alligatorinae sugerem um
avancado estagio de divergéncia da sequéncia, exceto pelos sinais conspicuos, altamente
correspondentes com sitios de RONs (como podemos comparar com as previas analises de FISH
DNAr). Cenario similar ja havia sido previamente descrito em genomas distantemente relacionados
ou que divergiram substancialmente (Lim et al., 2007; Majka et al., 2017; Barby et al., 2019).

A reducéo temporal progressiva da homologia de cromossomos em Caimaninae parece ter
ocorrido lentamente e sugere uma tendencia de reorganizagdo interna nos cromossomos operando
para reduzir gradualmente o grau de colinearidade e de sintenia conservada, como observado em
diferentes grupos de animais (Matsuoka et al., 2004). Estase cariotipica caracterizada pela auséncia
de modificacdes conspicuas durante a historia evolutiva, ja foi descoberta em varios grupos
biologicos, como plantas (Mandéakova etal., 2010; Bomfleur etal., 2014; Samad et al., 2016), anfibios
(Sessions & Kezer, 1991; Aprea et al., 2004), aves (Ellegren, 2010) e peixes (Molina, 2007;
Gaffaroglu et al., 2020). Entre os peixes, por exemplo, os notopterideos de Gondwana (Teleostei,

Osteoglossiformes), cuja espécies divergiram had mais de 100 M.a, demonstram cariotipos
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conservados durante longas escalas evolutivas do tempo, com apenas leves distdrbios em sua

colinearidade.

Entretanto, a manutencéo destes tracos conservativos por milhdes de anos ndo sao sempre
bem entendidos e sugere algumas causas provaveis, como a selecao estabilizadora (Wake et al.,
1983), 0 modelo do equilibrio pontuado (Stockdale & Benton, 2021) ou por processos ortoseletivos
(White, 1973; King, 1981). Em crocodilianos, os antigos periodos de divergéncia evolutiva entre as
linhagens ndo corroboram a hipotese de estase cariotipica como um subproduto de processos recentes
de especiacdo. Assim como a diversificacdo cariotipica e cromossémica pode acompanhar a
especiacdo (White, 1973; King, 1981; Potter et al., 2017), a baixa diversidade de espécies de
crocodilianos pode estar diretamente ligada as caracteristicas do cari6tipo, o que pode ter sido
influenciado pelas flutuagdes climéticas que ocorreram durante o periodo Cenozoico (Stubbs et al.,
2021).

CONCLUSOES

Este estudo é o primeiro a oferecer dados cromossémicos confiaveis para todas as espécies
taxonomicamente reconhecidas de Alligatoridae, baseado em técnicas convencionais e moleculares
de citogenéticae o primeiroa prover uma visdo sobre a histéria evolutivae evolugdo cromossémica
de jacarés e aligatores. Nos observamos uma dicotomia estavel entre o género Alligator (2n = 32) e
Caiman, Melanosuchus e Paleosuchus (2n = 42), onde 2n = 32 representa o aparente estado ancestral,
0 que é suportado por outros dados cromossémicos. Logo, adiversificacdo cariotipicaem Caimaninae
foi seqguida por uma série de rearranjos Robertsonianos onde as fissdes céntricas desempenharam um
papel principal. Investigac6es adicionais nas relagdes entre 0 jacaré-americano e o jacaré-chinés com
0s jacarés da América do Sul podem prover informacgdes posteriores no papel dos fatores
biogeogréaficos na diferenciacdo cariotipica dos Crocodylia.
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6.2.CAPITULO 2

Pintura cromossémica e mapeamento de DNA repetitivo ilumina a

evolucao cariotipica em Crocodilos (Crocodylidae).
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Introducao

Crocodilianos (Crocodylia) sdo organismos intrigantes que tem demonstrado estase
morfologica e sucesso evolutivo ao longo da historia do planeta Terra. Em contraste com outros
vertebrados, que experienciaram variagdes tremendas, as espécies de crocodilianos atuais mantem
similaridades morfoldgicas e ecoldgicas ha aproximadamente 100 Milhdes de Anos (M.a) (Grigg et
al., 2001; Brochu, 2003; Bronzati et al., 2015). Crocodilianos sdo uma pega-chave na filogenia dos
vertebrados, por serem membros do grupo monofilético conhecido como arcossauros, que inclui
também os dinossauros, pterossauros e as aves modernas. Da mesma forma, dados filogenéticos
moleculares revelam que aves sao seus parentes vivos mais proximos (Janke & Arnason, 1997; Iwabe
et al., 2005; Green et al., 2014). Por possuirem uma ampla distribuicdo global, historia evolutiva
antiga e boa adaptabilidade a diversos tipos de ambientes, crocodilianos sdo um grupo importante
para investigacOes sob a ética evolutiva.

Crocodylia é comumente dividida em trés familias (algumas vezes em subfamilias de uma
unica familia Crocodylidae): Crocodylidae, Gavialidae e Alligatoridae, o nimero de espécies
atualmente varia entre 27-28 (Brochu 2003; McAliley et al. 2006; Martin 2008; Hekkala et al. 2011,
Shirley etal. 2014; Srikulnath etal. 2015; Barreiros 2016; Uetz et al. 2023). Crocodylidae é composta
por 18 espécies reconhecidas pertencentes a trés géneros: Crocodylus (13), Osteolaemus (3) e
Mecistops (2) distribuidas na Asia, Australia, Africa e no Novo Mundo (Hekkala et al. 2011; Shirley
et al. 2014, 2018; Nicolai & Matzke 2019; Pough 2022). Osteolaemus e Mecistops sdo linhagens
irmas, ambas distribuidas na regido Central e Oeste da Africa que as vezes sdo tratadas como
membros da subfamilia Osteolaeminae, uma linhagem irm&@ da subfamilia Crocodylinae
(monogenérica, possuindo apenas o género Crocodylus; Brochu 2003; Hekkala et al. 2021). O género
monotipico Tomistoma do Sudeste Asiatico, conhecido como falso-gavial, ainda ndo esta
sistematicamente definido, mas existem evidencias que afirmam que Tomistoma € um representante
da familia Gavialidae (Oaks 2011; Lee & Yates 2018; Colston et al. 2020; Hekkala et al. 2021; Pan
et al. 2021).

De acordo com dados citogenéticos pulicados, o nimero diploide (2n) de crocodilianos varia
de 30 (Crocodylus palustris e C. siamensis (asiaticos), C. rhombifer (Americano/Cubano) e
Mecistops cataphractus (Africano)) a 42 (todas as espécies Neotropicais de Caimaninae da familia
Alligatoridae) e o numero fundamental (NF) varia de 56 a 62 (King et al. 1986; Amavet et al. 2003;

Kawagoshi et al. 2008; Olmo & Signorino 2022; Oliveira et al. 2021). Crocodilianos e aves sdo
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relacionados, mas diferentemente das aves, estes possuem baixo 2n e cromossomos com tamanho
gradualmente decrescente, sem uma distingdo clara entre macrocromossomaos e microcromossomos
(como usual pararépteis). Isto ocorre devido a sequéncia de fusGes que aconteceram entre eles depois
da divergéncia entre crocodilianos e aves cerca de 220-250 M.a (Kawagoshi et al. 2008). Até o
momento ndo houve nenhum relato da presenca de cromossomos sexuais heteromorficos, todos 0s
animais aparentam depender de temperatura para determinagdo do sexo (Amavet et al. 2003;
Valenzuela & Lance 2004; Kawai et al. 2007).

Contudo, a maioria dos dados citogenéticos de Crocodylia é limitado a descri¢do do 2n e da
composicao cariotipica, baseado em algumastécnicasde coloracao e bandeamento tradicional (Cohen
& Clark 1967; Cohen & Gans 1970; King et al. 1986; Lui et al. 1994). Até o momento apenas alguns
estudos relataram a aplicacdo de técnicas citogeneticas moleculares (Kawagoshi et al. 2008; Uno et
al. 2012; Kasai et al. 2012; Oliveira et al. 2021). Utilizando ambas as abordagens, citogenética
molecular e convencional, nosso recente trabalho foi o primeiro a fornecer dados cromossémicos para
todas as espécies de Alligatoridae (Oliveiraetal. 2021). As descobertas permitiramum primeiro olhar
na histéria evolutiva e na evolugdo cromossémica de jacarés e aligatores com as analises do
mapeamento cromossdmico de DNA repetitivo, WCP (pintura cromossdmica completa) e CGH
(hibridizacdo genémica comparativa) indicando que a diversificagdo cariotipica de Caimaninae foi
seguida por uma série de rearranjos Robertsonianos, com as fissdes céntricas desempenhando um
papel fundamental (Oliveira et al. 2021).

Em Crocodylia, Kasai et al (2012) examinaram a homologia dos cromossomos 1-8 da galinha
(Gallus gallus) com os cromossomos do crocodilo-do-Nilo (C. niloticus) e os resultados indicaram
sinteniaentre o maior par cromossomico da galinha e do crocodilo e adicionalmente que eventos de
fusdo e de fissdo ocorreram na evolucdo do caridtipo de crocodilos. Srikulnath et al. (2015)
propuseram também que rearranjos cromossomicos (i.e., fusdo/fissdo céntrica) foram o fator principal
por trés da diversificagdo cariotipica observada em crocodilianos. Todavia, permanece obscuro ainda
0 mecanismo preciso e quais 0S cromossomos estiveram envolvidos nesses rearranjos. Logo, neste
estudo, nos revisitamos os cariotipos de seis espécies de crocodilos verdadeiros para examinar 0s
representantes dos principais numeros diploides 2n = 30/32/38, exceto 2n = 34 (ndo disponivel no
momento para nds), que sdo filogeneticamente informativos usando as técnicas convencionais e
moleculares —nomeadamente, Banda C, CGH, WCP e mapeamento de sequencias repetitivas. Nossos
resultados combinados demonstram quatro principais rearranjos cromossomais (CRS) que ocorreram

durante o processo de diversificacdo cariotipica. Imagina-se que estes CRs surgiram de um cariotipo
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1267  ancestral com 2n = 32. Este estudo faz parte de uma série de citogenética e citogenética de
1268  crocodilianos.
1269 Material e Métodos
1270 Neste estudo utilizamos 20 animais das diferentes espécies da familia Crocodylidae, conforme
1271 esté descrito na Tabela 4.
1272
1273 Tabela 4. Espécies, tamanho da amostra (N), sexo, localidade e distribui¢do dos individuos analisados. DRC,
1274  Republica Democratica do Congo
Espécies N Distribuicéo Origem das Amostras
C. mindorensis 01 nédo A -~ . .
(Crocodilo-filipino) identificado Filipinas Zoologico de Crocodilos de Protivin
C. moreletii 01 nédo América Central Zooldgico de Crocodilos de Protivin

(Crocodilo-de-Morelet) identificado

C. rhombifer 039,023 Cuba olecdo Particular, distrito de Kanchanadit, Tailandia
(Crocodilo-cubano) ’
C. siamensis 029,024 Sudeste Asiético olecdo Particular, distrito de Kanchanadit, Tailandia
(Crocodilo-siamés) ‘

O. osborni 010 Bacia do Congo Colecéo Particular, Kinshasa, DRC
(Crocodilo-ando-do-Congo)

O. tetraspis 08 ndo Africa Central/Oeste Africano Zoolégico de Pilsen, Republica Tcheca

(Crocodilo-ando) identificados

1275
1276 As analises metodoldgicas utilizadas neste estudo (obtencao de material cromossémico, técnicas
1277  convencionais e moleculares, mapeamento de sequéncias, microdissecc¢do e reconstrucao do estado
1278  ancestral) estdo todas descritas detalhadamente na secdo Material e Métodos desta tese, descrita
1279  anteriormente.
1280 Resultados
1281 Cariotipo e Bandeamento C
1282 Dentre as espécies examinadas, trés numeros diploides distintos (2n) foram observados: 2n =
1283 32 em C. mindorensis e C. moreletii; 2n = 30 em C. rhombifer, C. siamensis e O. osborni e 2n = 38
1284 em O. tetraspis. Exceto por O. tetraspis, todos os cariotipos apresentaram cromossomos com dois
1285  bracos. Geralmente, nenhuma variabilidade cromossémica intraespecifica foi identificada, nem entre
1286  machos e fémeas (Figura 11 a-d). As bandas heterocromaticas C-positivas foram observadas na
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regido centromerica da maioria dos cromossomos, exceto nas duas espécies de Osteolaemus, onde

alguns pares aparentam ndo possuir blocos heterocromaticos em seus centrdmeros. (Figura 11 e-g).
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Figura 11 — Cari6tipos de Crocodylus mindorensis (a, g), Crocodylus moreletii (b, h), Crocodylus rhombifer (c, i),
Crocodylus siamensis (d, j), Osteolaemus osborni (e, k) e Osteolaemus tetraspis (f, 1) analisados apds coloragdo

convencional com Giemsa (a-f) e Bandeamento C (g-1). Barra = 20um.
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Mapeamento de DNAs repetitivos usando coloragdo de Cromomicina Az e Hibridizagéo
Fluorescente in situ (FISH)

Bandas de CMA3+, que refletem a presenca de regides ricas em GC, foram encontradas em
praticamente todas as regides centroméricas, com sinais mais fortes nos bragos curtos de dois pares
cromossdmicos de todas as espécies. Além disso, os quatro menores cromossomos em O. tetraspis
apresentaram sinais conspicuos de CMA3+ nos bracos longos e curtos (Figura 12a-f). Em todas as
espécies foram encontrados sitios de DNAr 18S na regido centromerica de um par cromossémico
acrocéntrico (Figura 12g-1). FISHs realizadas com a sonda telomérica (TTAGGG), ndo exibiram
presenca de ITS (sitios teloméricos intersticiais) em nenhuma das espécies analisadas. Quatro
espécies representativas, C. rhombifer (2n = 30), C. moreletii (2n = 32), O. osborni (2n = 30) e O.

tetraspis (2n = 38), foram escolhidas para apresentar os resultados (Figura 13).
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Figura 12 - Cariétipos de Crocodylus mindorensis (a, g), Crocodylus moreletii (b, h), Crocodylus rhombifer (c, i),
Crocodylus siamensis (d, j), Osteolaemus osborni (e, k) e Osteolaemus tetraspis (f, 1) analisados apds bandeamento
CMAZ3/DAPI (regiGes GC e AT-ricas pseudocoloridas em vermelho e verde, respectivamente, a-f) e FISHs realizadas

com sonda de DNAr 18S (verde) (g-1). Barra = 20pum.
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Figura 13 - Placas metafasicas de fémeas de C. rhombifer (a), C. moreletii (b), O. osborni (c) e O. tetraspis
(d) com sonda telomérica (TTAGGG)n (vermelho). Barra = Spum.

Hibridizacdo Genébmica Comparativa

Sondas derivadas de gDNA (DNA gendmico) de C. siamensis e das outras espécies de crocodilo
revelaram uma localizacdo preferencial em regides centroméricas e pericentromericas de todos os
cromossomos (sinais amarelos, i.e., uma misturado vermelho e do verde), demonstrando o contetdo
repetitivo em comum em tais regides (Figura 14 a-l). A Unica excecdo surgiu quando o genoma de
C. siamensis foi comparado com o genoma de C. mindorensis e C. moreletii onde observou-se um
acumulo de sequencias C. siamensis-especificasno par 2 (Figura 14 c-h). Investigacdes de CGH
intergenéricas comparando os genomas de C. siamensis e de O. tetraspis demonstraram uma
variedade de sinais Crocodylus-especifico que ndo se sobrepfe assim como extensivos sinais de
hibridizacdo das repeticdes altamente abundantes de O. tetraspis na &rea centromerica dos

Cromossomos e na regiao telomérica do primeiro par cromossdmico (Figura 14 m-p).



Figura 14 - Cromossomos metafasicos de fémeas de C. siamensis ap6s hibridizagdes interespecificasde CGH. Primeira
coluna(a, e, i, m): imagens em DAPI (azul). Segundacoluna (b, f, j, n): padréo de hibridizacdo dasondade C. siamensis
(verde). Terceira coluna (c, g, k, 0): padrdo de hibridizagdo da sonda de cada espécie analisada (vermelho) de C.
mindorensis (c), Crocodylus moreletii (g), Crocodylus rhombifer (k) e Osteolaemus tetraspis (0). Quarta coluna (d, h, I,
p): imagens sobrepostas das duas sondas genémicas e dacoloracdoem DAPI. Asregides gendmicasemcomumaparecem
em amarelo. Sinais em verde mostram regides especificas ou enriquecidas altamente abundantes no genoma de C.
siamensis. Sinaisem vermelho apontam pararegifes com contetido repetitivoem comum, mas com grande abundéancia
dessas repeti¢cGes no genoma das espécies competitivas (i.e., O. tetraspis, p). Barra = 20um.
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Deteccdo de homologias cromossémicas através de experimentos de Zoo-FISH

Hibridizaces realizadas com a sonda CSI-1 pintaram o maior par cromossémico metacéntrico
(par 1) em todas as espécies de Crocodylus e em O. osborni. Entretanto, foram pintados quatro pares
cromossomicos acrocéntricos (pares 2 e 3) em O. tetraspis (Figura 15). O maior par metacéntrico
(par 1) de O. tetraspis, assim como o par 3 metacéntrico (em C. mindorensis e em C. moreletii) e 0
par 4 (em C. siamensis, C. rhombifer e O. osborni) que foram completamente pintados pela sonda
OST-1 (Figura 16). De forma similar, OST-4 pintou completamente o segundo maior par
cromossdmico metacéntrico (par 4) em O. tetraspis, assim como o0s pares metacéntricos 4 (de C.
mindorensis e C. moreletii) e os pares 5 (de C. siamensis, C. rhombifer e O. osborni) (Figura 17).
Além disso, a sonda OST-19 pintou completamente o menor par cromossémicoem O. tetraspis (par
19) e os bracgos curtos do par 6 em todas as espéciesde Crocodylus e em O. osborni (Figura 18). Os
resultados das pinturas entre as espécies estdo sumarizados nos ideogramas de cada forma cariotipica
(Figura 19).

Figura 15 — Resultados de Zoo-FISH onde utilizamos a sonda CSI-1 em placas metafasicas de Crocodylus mindorensis
(a), Crocodylus moreletii (b), Crocodylus rhombifer (c), Crocodylus siamensis (d), Osteolaemus osborni (e) e O. tetraspis
(f) demonstrando homologia cromossdmica. Note que o primeiro par metacéntrico, compartilhado por todas as espécies,
parece estar dividido em quatro pares acrocéntricos em O. tetraspis (f). Barra =20um.
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Figura 16— Resultados de Zoo-FISH apés a utilizagdo dasonda OST-1 nasplacasmetafasicas de Crocodylus mindorensis
(a), Crocodylus moreletii (b), Crocodylus rhombifer (c), Crocodylus siamensis (d), Osteolaemus osborni (e) e O. tetraspis

(f). Barra = 20pum.

Figura 17 -Resultadosde Zoo-FISHapdsautilizagdoda sonda OST-4 nas placas metafasicas de Crocodylus mindorensis
(a), Crocodylus moreletii (b), Crocodylus rhombifer (c), Crocodylus siamensis (d), Osteolaemus osborni (e) e O. tetraspis

(f). Barra = 20pum.
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Figura 18 - Resultados de Zoo-FISH apés a utilizagdo da sonda OST-19 nas placas metafasicas de Crocodylus
mindorensis (a), Crocodylus moreletii (b), Crocodylus rhombifer (c), Crocodylus siamensis (d), Osteolaemus osborni (e)
e O. tetraspis (f). Barra = 20um.

Reconstrucao do estado ancestral

A reconstrucdo do estado ancestral identificou como o numero diploide ancestral como 2n =
32 ndo somente para a familia Crocodylidae, assim como para a Ordem Crocodylia (Figura 19).
Baseados nas reconstrucgdes filogenéticas disponiveis (Oaks, 2011; Meredith et al., 2011; Colston et
al., 2020), a reducdo do 2n ocorreu pelo menos trés vezes de forma independente durante a evolugéo
do caridtipo dos crocodilos (todas as espécies possuindo 2n = 30) - em C. rhombifer, no ancestral em
comumde C. siamensis e C. palustris e no ancestral da subfamilia Osteolaeminae. De formaanaloga,
um aumento no nimero de cromossomos ocorreu pelo menos trés vezes de maneira independente em
— C. suchus (2n = 34), C. porosus (2n = 34) e O. tetraspis (2n = 38).
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Crocodylidae

Crocodzlinae:

Crocodylus moreletii 2n=32
Crocodylus rhombifer 2n=30
Crocodylus acutus 2n=32
Crocodylus intermedius 2n=32
Crocodylus niloticus 2n=32
Crocodylus suchus 2n=34
Crocodylus mindorensis 2n=32
Crocodylus novaeguineae 2n=32
“--4 Crocodylus halli 2n=?
Crocodylus johnsoni 2n=32
Crocodylus siamensis 2n=30
Crocodylus palustris 2n=30
Crocodylus porosus 2n=34
Osteolaemus tetraspis 2n=38
Osteolaemus sp. West 2n=?
Osteolaemus osborni 2n=30
Mecistops cataphractus* 2n=30*
Mecistops leptorhynchus 2n=?

2n=32

(O Gavialidae 2n=32

O Alligatorinae 2n=32

@ Caimaninae 2n=42

Tl
2n=32 )
B O :
Y  Osteolaeminae
2n=30
Crocodylia 5
—
2n=32
Alligatoridae
2n=32
110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

0 Mya

Figura 19 — A) Ideogramas representativos dos trés cariétipos principais (2n = 30/32/38) observados entre as espécies de
crocodilos analisadas neste estudo demonstrando os resultados da Zoo-FISH apés utilizagdo das sondas CSI-1, OST-1,
OST-4,0ST-19 e adistribuicdo da sondade DNAr 18S. As setas indicam 0s quatro principais rearranjos cromossomicos
envolvidosnadiferenciagdo do cariétipode umprovavel 2n =32 ancestral. B) Reconstrucdo do nimero diploide ancestral
usando maxima parcimdnia. As relaces filogenéticas sao adaptadas de Oaks (2011) e Colston et al. (2020), inserimos
manualmente C. halli, e sua posicéo requer confirmagdo. Os dados cariotipicos foram obtidos de Cohen & Gans (1970),
Kawagoshi etal. (2008), Hekkalaet al. (2011), Srikuntah et al. (2015), Oliveiraetal. (2021), Olmo & Signorino (2022)
e no desenvolvimento deste estudo (em negrito). Circulos coloridos representam diferentes nimeros diploides, enquanto
0s losangos pretos indicam espécies com 2n ainda desconhecido. Dados ambiguos (em asterisco) sdo tratados na secdo

Discussao.
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Discussao

Dados citogenéticos de crocodilos estavam limitados as pesquisas da década de 70, onde
definiram 2n e a composicdo cariotipica usando bandeamento e coloragdo convencional. Estes
estudos mostraram que os cariotipos dos crocodilos tem um baixo namero diploide (2n = 30-38),
cromossomos grandes que diminuem seu tamanho de forma gradual, onde o menor par possui
tamanho similar a microcromossomo e com pouca variagdo interespecifica (Cohen & Clark, 1967;
Cohen & Gans, 1970; King et al., 1986). Aqui, nés combinamos as metodologias convencionais e
moleculares para revisar 0s cariotipos de seis espécies de crocodilos que representam ndmeros
diploide distintos. Consequentemente, nds descobrimos a maioria dos rearranjos cromossomais
envolvidos na reorganizacao do cariétipo que ocorreram de uma suposta condi¢cdo ancestral durante
0 seu caminho evolutivo cariotipico, em complemento a elucidacdo das principais caracteristicas

deles.
Caracteristicas gerais dos cromossomos dos crocodilos

Quatro principais niumero diploide (i.e., 2n = 30/32/34/38) sdo observados em crocodilos, nds
examinamos espécies representantes de todos os tipos, exceto pelo 2n = 34 (observado apenas em C.
porosus e em C. suchus) (Cohen & Gans, 1970; Hekkala et al., 2011).

Nossos dados corroboram a primeira informacdo carioldgica para estas espécies, descritas por
Cohen & Gans (1970), exceto por O. osborni e C. siamensis, onde ao observar nossos dados, todos
eles inequivocamente, apontaram para o estabelecimento do 2n = 30 nestas espécies. Cohen & Gans
(1970) examinaram primeiro o cariotipode C. siamensis e determinaram que o numero diploide era
de 2n = 34, enquanto estudos citogenéticos subsequentes encontraram o mesmo 2n = 30, como
observamos neste estudo (Chavananikul et al., 1994; Kawagoshi et al., 2008).

Tais diferencas podem ser consequéncia dos avangos dos métodos citogenéticos que
superaram as limitacdes técnicas previas. De fato, outros problemas como a identificacao correta das
espécies ou uma origem hibrida também ndo podem ser descartados, especialmente quando
consideramos que algumas espécies de crocodilo sdo comumente hibridizados em fazendas na Asia
(Ariyaraphong et al., 2023). A espécie endémica do Congo, Osteolaemus osborni foi recentemente
proposta como uma espécie, em vez do status anterior de subespécie de O. tetraspis, como discutido
por varios autores (Brochu, 2006, 2007; McAliley et al., 2006; Eaton et al., 2009; Shirleyet al., 2014;
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Grigg & Kirshner, 2015). Cohen & Gans (1970) mencionam que incluiram O. tetraspis osborni entre
os individuos cariotipados (todos os individuos eram provenientes de zoos americanos), mas nao
encontraram diferencas entre as subespécies. Em nosso estudo, nés encontramos, em concordancia
com Cohen & Gans (1970) 2n = 38 em O. tetraspis, porém, um cariotipo distintoem O. osborni com
2n =30 (Figura 11). No6s assumimos que o espécime usado por Cohen & Gans de “O. osborni” foi
provavelmente identificada erroneamente como O. tetraspis sensu stricto ou possivelmente a espécie
de Osteolaemus do Oeste africano, que anda ndo foi formalmente identificada (Shirley et al., 2014;
Grigg & Kirshner, 2015). Osteolaemus osborni € a primeira espécie divergente dentro da diversidade
existente em Osteolaemus (Eaton et al., 2009; Shirley et al., 2014). Seu nimero cromossémico de 2n
= 30 corresponde ao encontrado em Mecistops (género irmdo), sugerindo que o numero diploide do
ancestral em comum ou potencialmente toda a subfamilia Osteolaeminae teve 2n = 30 (Figura 19
B). Vale a pena mencionar que, ndo esta claro qual das duas espécies recentemente distinguidas do
género Mecistops (Shirley et al., 2014; 2018) foi analisada citogeneticamente no passado — mesmo
que sejade fato M. cataphractus sensu stricto, ou M. leptorhynchus, ou ambos e eles tenham o mesmo
numero de cromossomos. Esclarecer essaambiguidade deve ser uma prioridade em pesquisas futuras,
examinar se as duas espécies de Mecistops possuem cariétipo similar ou ndo. Equivalentemente, o
género Osteolaemus com a espécie ainda sem nome do Oeste Africano, irméd de O. tetraspis sensu
stricto (Eaton et al., 2009; Shirley et al., 2018), ainda precisa ser avaliado citogeneticamente. O
conhecimento do cariotipo dessas espécies permitird a interpretacdo da evolucdo cariotipica em

Osteolaemus assim como na subfamilia Osteolaeminae.

Na subfamilia Crocodylinae, as quatro espécies de Crocodylus que analisamos, reforgcam: i) a
preponderancia de cromossomos com dois bracos; ii) blocos heterocromaticos na regido centromerica
de todos os cromossomos e iii) cluster de DNAr presentes apenas em um par cromossémico nas
regides centroméricas ricas em GC em apenas um par cromossémico, com sinais fortes visiveis nos
bracos curtos dos dois pares cromossdmicos (Figuras 11 e 12). A Unica diferencaentre os cariotipos
é de um evento unico de fusdo entre dois cromossomaos no cariétipo 2n = 32, originando um cariotipo
2n = 30 (como sera discutido adiante). Assim, seus cari6tipos ndo exibem rearranjos macroestruturais
significantes. Em seguida, os resultados do CGH corroboraram estas descobertas pois, pouca variagéo
no padréo de hibridizacdo de uma maneira geral sugere um alto grau de similaridade de sequencias
repetitivas entre as espécies de Crocodylus estudadas. A Unica excecao ocorreu quando o genoma de

duas espécies 2n = 32 (C. mindorensis e C. moreletii) foram comparados ao genoma de C. siamensis
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e a regido centromerica do par numero 2 demonstrou possuir uma composicdo de DNA divergentee

espécie-especifica (Figura 13).

Exceto pela existénciade clusters de DNAr em apenas um par de cromossomos, O. tetraspis
demonstrou diferentes padrdes para a maioria dos ja mencionados tracos gerais que compartilhacom
sua espécie-irma 0. osborni e com as outras espécies de Crocodylus (Figura 12). O. tetraspis possuli
um cariétipo bem distinto, com o maior nimero diploide (2n = 38) entre os crocodilos, mas sem
grandes cromossomos metacéntricos e com a presenca de pequenos pares acrocéntricos (Figura 11).
Todavia, apenas 9 pares cromossdmicos incluiram blocos de heterocromatina C-positiva (a aparente
tendencia acerca de perda de heterocromatina pelos grandes cromossomos de O. osborni) e 0s
menores pares possuem um actmulo substancial de blocos GC-ricos (Figura 12). O CGH realizado
entre as espécies revelou que O. tetraspis e C. siamensis estavam em um estagio avangado de
divergéncia das sequencias. Isto ja era de certa forma esperado, levando em consideragdo a cisdo
evolutivaentre estas linhagens (~35M.a) (Colstonet al., 2020). Apenas alguns sinais de hibridizacéo
estavam sobrepostos, a maioria em blocos heterocromaticos nos centrbmeros, varios pares
cromossdmicos demonstraram sequencias espécie-especificas com sinais substanciais de

hibridizacdo nas regiGes centroméricas e na por¢ao terminal do maior par cromossémico (Figura 13).

Crocodilianos possuem um padrdo cariotipico tipicamente conservado, diferindo
significativamente dos outros taxa de répteis. Com excecdo de Sphenodontia, que detém apenas uma
espécie vivente (S. punctatus conhecido popularmente como tuatara) (Hay et al. 2010; Sim®es et al.
2022; Uetz et al. 2023), Testudine e Squamata contam com uma ampla gama de 2n, variando de 26 a
68 e 20 a 62, respectivamente (revisado em Deakin & Ezaz, 2019). Trabalhos recentes com anfibios,
aves e mamiferos suportam a nocdo de que linhagens antigas sao responsaveis pela diversidade de
espécies contemporaneas (mais até do que a taxa de diversificacdo) (McPeek & Brown 2007; Marin
& Hedges 2016). Crocodilianos, com apenas aproximadamente 30 espécies viventes (representando
0.20% da atual biodiversidade de répteis ndo-aviarios (Uetz et al. 2023), pde em ddvida o ponto de
vistada cléssica “Hipotese do Tempo”. De acordo com este conceito, tempo e histdria sao fatores que
contam na riqueza de espécies, desde que estas tenham tido mais tempo para evoluir (e.g., Axelrod,
1952; Cronquist, 1968; Willis, 1922; Jablonski et al. 2006).

Por esta razdo, a coloracdo CMA3/DAPI demonstrou que os genomas de crocodilos sdo

claramente compartimentalizados como em mamiferos, resultados similares foram observados em
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aves (revisado em Bernardi, 2007). Uma analise multipla dos genomas de mamiferos, repteis aviarios
e ndo-aviarios revelou uma forte ligacdo entre a existéncia de microcromossomos e alto contetido em
GC em varios taxa (Janes et al. 2010). Crocodilianos sdo tradicionalmente apresentados como 0s
repteis que ndo possuem microcromossomos — caracterizados por tamanhos que variam de 0.5 — 2.5
um (Rodionov, 1996) ou mais precisamente maior que 1.5 pm (Srikulnath et al. 2021). Nossos
resultados mostram que 0 menor par cromossOmico Se encaixa nessa variagdo e em conjunto com
(algumas partes de) varios cromossomos, eles sdo GC-ricos. Essa descoberta pode implicar que os
cromossomos corados mais intensamente em crocodilianos sdo homélogos aos microcromossomos
aviarios originais e que eles retiveram algumas regides intactas apos eventos de fusdo. De fato, isto
tem sido encontrado em vérias espécies de aves onde fusGes de microcromossomos sdo comuns,
falcoes e papagaios demonstraram que estes cromossomos ndo sao propensos a quebra (O’Connor et
al. 2019).

Clusters de DNAr unicos foram identificados em todas as especies investigadas, como ja e
tipicona maioriados repteise aves (Porteret al., 1994; Sochorova et al., 2018; Degrandi et al., 2020)
(Figura 12). Com excecdo das duas espécies de Paleosuchus (Alligatoridae) que tiveram trés pares
cromossdmicos carregando essas sequencias, esse padrao geral foi observado em todas as espécies
de Alligatoridae (Oliveiraet al. 2021). Devido a isso sugere-se que um Unico cromossomo contendo
um DNAr 18S foi preservado desde a separacdo de crocodilianos e aves ha cerca de 220-250 Ma
(Kawagoshi et al. 2008). Todavia em aves estas sequencias estdo localizadas em um
microcromossomo, mas em crocodilianos eles sdo encontrados no cromossomo menor, refor¢cando a

hipdtese de fusdes cromossémicas nas espécies de crocodilianos.

Reorganizacdo cromossémica em Crocodilianos: bastante tempo para poucas

mudancas.

A Pintura Cromossémica (WCP) forneceu insights na evolucdo cromossémicaem répteis,
mas ndo revelou rearranjos de forma precisa ou forneceu informagdo da existéncia ou ndo de
microcromossomos (revisado em Deakin & Ezaz, 2019). Aqui, n0s criamos quatro sondas de pinturas
cromossdmicas e usamos em estudos de Zoo-FISH em diferentes espécies de crocodilianos. NOs
descobrimos quatro rearranjos cromossomicos (RCs) principais que ocorreram durante o processo de
diversificagdo do cariotipo. Nosso mapeamento combinado de DNAr, CMA3+ e Zoo-FISH nos

permitiu identificar precisamente os cromossomos implicados na maioria dos RCs que surgiram de

62



1504

1505

1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514
1515
1516
1517
1518
1519

1520
1521
1522
1523
1524
1525
1526
1527
1528

1529
1530
1531
1532
1533

um provavel caridtipo ancestral 2n = 32, levando as formas derivadas de 2n = 30 e 2n = 38 (Figura
19).

Como mostrado na Figura 19a, n6s propomos dois possiveis caminhos: 1) fusdo simples entre
dois cromossomos acrocéntricos médios presentes no cariotipo 2n = 32, reduzindo o 2n ao originar
um par submetacéntrico grande que e encontrado em 2n = 30; 2) uma série de trés fissdes
cromossomicas (envolvendo os pares 1, 6 e 9 no cariétipo 2n = 32) aumenta 0 2n, mais inversoes e
rearranjos ocorrem, originando o 2n = 38 de composic¢do similar ao atual. Apesar de ndo examina-lo
aqui, é provavel que um evento de fissdo cromossdémica no cariétipo 2n = 32 tenha resultado no
cariotipo 2n = 34, que é encontrado em C. porosus e C. niloticus. Da mesma forma, ndo testamos
rigorosamente aqui e pode ser interessante investigar a sintenia do cromossomo formado por fusao
(cariotipo similar a 30 cromossomos) nas linhagens de Crocodylidae. De acordo com a atual hipbtese
filogenética, essa fusdo provavelmente evoluiu independentemente trés vezes (em C. rhombifer, no
ancestral em comum de C. siamensis e C. palustris e no ancestral em comum da subfamilia
Osteolaeminae). Mas, ndo esta claro se sempre ocorre 0 mesmo tipo de RC (e.g., fusdo céntrica) ou
se este produto formado, deve-se a diferentes mecanismos que ocorreram em diferentes linhagens e

pesquisas futuras poderdo testar uma provavel predisposi¢do a determinado tipo de RC.

Em contraste, tartarugas demonstram altas taxas de evolu¢do genémica, um numero diploide
e um sistema sexual diversificado (XX/XY, ZZ/ZW e determinacdo sexual dependente de
temperatura (TSD) como resultado de diversos RCs (inversdes e translocagfes) juntamente com uma
das maiores taxas de evolucdo em répteis. Todas essas caracteristicas combinadas parecem estar
conectadas com mudangas ambientais globais, especialmente porque aumentos anteriores de
temperatura se mostraram criticos (Valenzuela & Adams, 2011; Bista & Valenzuela, 2020). Pelo que
sabemos até entdo, crocodilianos percorreram caminho evolutivo similar, porem demonstram
respostas completamente diferentes aos mesmos gatilhos, como demonstramos neste estudo e a razéo

ainda permanece desconhecida.

Kasai et al. (2012) usaram citometria de fluxo para criar sondas de WCP de todos os
macrocromossomos de C. niloticus e realizaram testes com Zoo-FISH para demonstrar a homologia
existente entre estes cromossomos com o0s cromossomos de galinha (Gallus gallus domesticus, 2n =
78) e com a tartaruga-de-orelhas-vermelhas (Trachemys scripta elegans, 2n = 50). De fato, ja vem

sendo proposto que o caridtipo ancestral dos Diapsida era um caridtipo tipicamente parecido com de
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aves (com 40 pares cromossdmicos, incluindo 30 microcromossomos) e o numero diploide reduzido
no grupo coronal Crocodylia, considerando que o estado ancestral da ordem e de 2n = 32 (Srikulnath
et al., 2015). Da mesma forma, as espécies de Alligator possuem 2n = 32 e cariotipos constituidos
primariamente de cromossomos com dois bracos (A. mississippiensis e A. sinensis). Apds a separagdo
de Alligatorinae e Caimaninae, eventos de fissdo ocorreram, resultando em cariotipos 2n = 42 que
sdo observados em todas as especies de Caimaninae atualmente. Nosso estudo prévio com Zoo-FISH
demonstrou a homologia entre o maior par metacéntrico de ambas as espécies de Alligator com 0s
quatro menores pares acrocéntricos das espécies de Caimaninae, mostrando alguns dos cromossomos

implicados em tais RCs (Oliveira et al., 2021).

Ao longo dos anos, a aplicacdo da técnica de WCP vem revelando a quantidade de
reorganizacdo cromossémica em varios taxa de vertebrados. Varios trabalhos aplicaram diferentes
conjuntos de sondas de WCP e mostraram que extensivas reorganizagdes cromossomicas como fuséo
em tandem e céntrica, fissdo, inversdes paracéntricas e pericéntricas e mudancas na posi¢ao do
centrdmero, fatores responsaveis pelas diferencas cariotipicas observadas em espécies intimamente
relacionadas (Ferguson-Smith & Trifonov, 2007; Noronha et al., 2009; Lemskaya et al., 2010;
Romanenko et al., 2012; Cioffi et al., 2013; entre outros). A maioria das descobertas em aves séo
baseadas em comparacdes feitas com as sondas de Gallus gallus, indicando que o0s
macrocromossomaos ancestrais foram rearranjados em diferentes padrdes. Os resultados mostram que
0 cariotipo das aves e na maioria das vezes preservado, com um numero diploide que gira em torno
de 80, formado por 10 pares de macrocromossomos e 30 pares de microcromossomos (revisado em
Kretschmer et al. 2018). Todavia, uma reorganizagdo consideravel do genoma tem sido encontrada
em algumas ordens de Aves, incluindo Falconiformes (Nishida et al., 2008), Pelecaniformes (Wang
et al., 2022), Psittaciformes (Nanda et al., 2007; Furo et al., 2020), e Piciformes (Kretschmer et al.,
2020). Curiosamente, essas ordens possuem um baixo nimero de espécies: Falconiformes (65),
Pelecaniformes (118), Psittaciformes (403) e Piciformes (449). Passeriformes por outro lado (6533
espécies) (Gill et al., 2022), tem o nimero diploide tipico de aves, com minimos rearranjos

intercromossdmicos (Kretschmer et al., 2018).

Como resultado, especula-se que a preservacdo do padrdo cariotipico original em
Passeriformes foi critico paraa bem-sucedida diversificacdo do clado (Kretschmer etal. 2021). Além
disso, as taxas de mudangas cromossomicas em macro- e microcromossomos varia.

Macrocromossomos estédo mais envolvidos em rearranjos, particularmente os cinco primeiros pares
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autossomicos (GGA1-5) (Nishida et al., 2007; Kretschmer et al., 2018). Estes pontos de quebra para
rearranjos estao tipicamente associados a caracteristicas gen6micas como elementos transponiveis e
sequencias ndo-codantes conservadas e que sao comumente localizadas em macrocromossomaos
(Skinner & Griffin, 2012; Farré et al., 2016). Por outro lado, microcromossomos como blocos
gendmicos ricos em genes, tem sido preservado de forma substancial através da evolugdo em aves,
com apenas algumas ordens de aves sofrendo rearranjos nestes pequenos cromossomos (O’Connor
etal., 2019).

Conclusoes

Crocodilianos séo criaturas intrigantes, e quanto mais nds aprendemos sobre eles, mais
complexos eles parecem. Muitas das questdes cruciais para nosso entendimento ainda ndo possuem
resposta, ndo apenas sobre seus cromossomos, mas também sobre a dindmica genémica de forma
geral. A estruturacariotipicae o 2n conservado entre crocodilianos tem sido preservado no decorrer
de um longo periodo evolutivo, com pouquissimas mudancas colineares. Porém, porque esse arranjo
cariotipico geral se manteve praticamente inalterado por milhdes de anos? Este cenario contrasta com
0s outros grupos de repteis como tartarugas, lagartos e cobras onde seus cari6tipos foram modificados
por nUMerosos rearranjos cromossdmicos, resultando em uma complexa variabilidade cariotipica,
incluindo o surgimento de diferentes sistemas sexuais heterogaméticos em machos e fémeas (Deakin
& Ezaz, 2019).

Aqui nés performamos um conjunto de técnicas citogenéticas investigativas modernas para
entender melhor quais os mecanismos evolutivos que ocorreram durante a evolugdo cromossdmica
dos atuais crocodilos. Nés obtivemos um melhor entendimento da reorganizacao cariotipica que
ocorreu em uma hipotética condicdo ancestral ao combinar as técnicas de Zoo-FISH com
mapeamento de DNA repetitivo.

Esta tendencia em conservacao citogenética nos crocodilianos pode estar relacionada com a
baixa diversidade de espécies existentes atualmente. O gavial e o falso-gavial (Gavialis e Tomistoma,
Gavialidae) exibem o mesmo padréo cariotipico 2n = 32 (Cohen & Gans 1970) estudado aqui e
permanece como 0 Unico grupo de Crocodylia ainda ndo revisitado com abordagens citogenéticas
modernas. Pesquisas futuras usando o mesmo conjunto de sondas irdo demonstrar se possuem
provaveis homologias e assim completar 0 nosso entendimento sobre a evolugdo cromossémica em

Crocodylia.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese, € o primeiro trabalho mais abrangente sobre caracterizacdo citogenémica em
crocodilianos, utilizando mais da metade das espécies atuais distribuidas ao redor do mundo.
Utilizamos técnicas citogenéticas convencionais e moleculares para descricdo da organizacéo e
composicao cariotipica das espécies, esclarecer como ocorre a evolu¢do cromossémica no grupo e
contar um pouco a sua historia evolutiva. Observamos uma certa tendéncia a conservagdo
cromossdmica numérica entre as diferentes familias, onde as mudancas que ocorreram foram
motivadas principalmente por uma série de rearranjos cromossémicos originados em condi¢des
ancestrais, influenciando nos cariétipos atuais. A aparente estase cariotipica que observamos em
Crocodylia, assim como a auséncia de cromossomos sexuais parece se refletir na baixa diversidade
atual de espécies. Principalmente ao compararmos com o registro fossil ja conhecido. Ainda assim
faz-se necessario ampliar a amostragem de espécies, e analisa-las de forma integrada com outras
abordagens como as 6micas, analises a nivel populacional, e comparativa com outros membros da
mesma Classe para termos uma visao mais ampla e completa destes individuos, qual o reflexo neles
e no ambiente em que estdo inseridos e usar como fonte para estudos de conservacédo, visto 0s

impactos causados pelo aquecimento global.
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