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RESUMO  

     Os crocodilianos são animais de importância para o equilíbrio ecossistêmico, 

desempenhando diversos papeis chave nos ambientes aquáticos. Esse grupo 

enfrenta ameaças devido à perda de habitat e fragmentação, levando ao isolamento 

de suas populações e diminuição do fluxo gênico, aumentando o risco de extinção das 

espécies. Logo, estudos de diversidade genética em crocodilianos são essenciais 

para a compreensão de sua estrutura populacional, fluxo gênico e adaptação a 

ambientes em mudança, proporcionando estratégias de conservação e manejo. Com 

esse intuito, o presente estudo realizou uma revisão sistemática para elencar os 

métodos moleculares usados na avaliação da diversidade genética em crocodilianos. 

As plataformas utilizadas na pesquisa foram: PubMed, SciELO, Capes e newsletter 

do Crocodile Specialist Group (CSG). De cada documento foram extraídos: tipo de 

publicação, país de origem das amostras estudadas, espécies alvo do estudo, tipo de 

amostra biológica, método de extração de DNA e o método usado para avaliar a 

detecção da diversidade genética molecular. A série temporal das publicações ocorreu 

entre os anos de 1994 e 2024. Foram selecionadas 139 publicações, incluindo: cinco 

dissertações de mestrado (3,6%), duas teses de doutorado (1,4%), duas publicações 

do newsletter CSG (1,4%) e 130 artigos científicos (93,5%). Os tipos de amostras 

(n=12) mais utilizados nas publicações foram sangue (32,4%) e escama (30,9%), por 

ser um método menos invasivo e pela facilidade de obtenção. As amostras foram 

procedentes de 59 países, com destaque para Brasil, 19 publicações, China (n= 18) 

e Estados Unidos (n= 17). Foram alvos dos estudos, 25 espécies de crocodilianos, 

com destaque para Crocodylus acutus (n= 30), Crocodylus porosus (n= 19) e 

Crocodylus moreletii (n=18). Além disso, foram elencados os dez métodos de extração 

de DNA mais frequentes, com seus princípios e tipo de amostra, destacando-se o 

Protocolo Sambrook et al. (1989) (n=21) e o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) 

(n=17). Os métodos moleculares utilizados a base de sequenciamento foram: 

sequenciamento Sanger ou NGS e sequenciamento ddRAD-seq/DArTseq/sRAD-seq, 

sendo o sequenciamento Sanger ou NGS o mais utilizado nos estudos, (n=79; 56,8%). 

Entre os métodos a base de sequenciamento o marcador molecular mais utilizado foi 

o CytB, (n=36; 40,4%), seguido de COI (n=22; 24,7%) e microssatélites (n=18; 20,2%). 

Já os métodos utilizados a base de PCR foram: PCR, ISSR-PCR, PCR-RFLP, RAPD-

PCR e AFLP-PCR, sendo PCR o segundo método mais utilizado, em 39 publicações 

(28,1%). O presente estudo de revisão mostrou que a combinação de técnicas 

moleculares se mostrou a melhor alternativa, pois aumenta a amplitude, eficiência e 

confiabilidade na detecção da variabilidade genética em crocodilianos. 

 

Palavras-chave: Crocodylia, Variação Genética, Variabilidade Genética, Métodos 

Moleculares.  



ABSTRACT  

       Crocodilians are animals of utmost importance for maintaining ecological balance, playing 

various key roles in aquatic environments. This group faces threats due to habitat loss and 

fragmentation, leading to the isolation of their populations and the reduction of gene flow, 

which increases the risk of species extinction. Therefore, genetic diversity studies in 

crocodilians are essential for understanding their population structure, gene flow, and 

adaptation to changing environments, providing conservation and management strategies. 

With this aim, the present study conducted a systematic review to identify the molecular 

methods used to assess genetic diversity in crocodilians. The research was conducted on 

the following platforms: PubMed, Scielo, Capes, and the Crocodile Specialist Group (CSG) 

newsletter. From each document, the following data were extracted: type of publication, 

country of origin of the studied samples, target species, biological sample type, DNA 

extraction method, and the molecular method used to evaluate genetic diversity. The 

publication period covered the years 1994 to 2024, with a total of 139 publications 

selected, including five master’s dissertations (3.6%), two doctoral theses (1.4%), two 

publications from the CSG newsletter (1.4%), and 130 scientific articles (93.5%). The most 

frequently used biological samples (n=12) were blood (32.4%) and scales (30.9%), likely 

due to their minimally invasive nature and ease of collection. The most commonly used 

sample types (n=12) in the publications were blood (32.4%) and scales (30.9%), due to 

their less invasive nature and ease of collection. Samples originated from 59 countries, 

with Brazil (19 publications), China (18), and the United States (17) standing out. Twenty-

five crocodilian species were the focus of the studies, with emphasis on Crocodylus acutus 

(30 studies), Crocodylus porosus (19 studies), and Crocodylus moreletii (18 studies). 

Furthermore, the ten most frequently used DNA extraction methods were identified, along 

with their principles and sample types, with notable mentions to the protocol by Sambrook 

et al. (1989), used 21 times, and the DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen), used 17 

times. The molecular methods based on sequencing employed in the studies included 

Sanger sequencing or next-generation sequencing (NGS), as well as ddRAD-seq, 

DArTseq, and sRAD-seq. Among these, Sanger sequencing or NGS was the most 

frequently used, appearing in 79 studies (56.8%). Within sequencing-based approaches, 

the most commonly utilized molecular marker was CytB, reported in 36 publications 

(40.4%), followed by COI in 22 publications (24.7%) and microsatellites in 18 (20.2%). 

PCR-based techniques included conventional PCR, ISSR-PCR, PCR-RFLP, RAPD-PCR, 

and AFLP-PCR, with conventional PCR being the second most frequently applied method, 

used in 39 studies (28.1%). This systematic review indicates that the combined use of 

molecular techniques represents the most effective approach, as it enhances the scope, 

efficiency, and reliability of detecting genetic variability in crocodilians. 

 

        Keywords: Crocodylia, Genetic Variation, Genetic Variability, Molecular Methods. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os crocodilianos pertencem à ordem Crocodylia, um grupo de répteis ectotérmicos e 

semiaquáticos amplamente distribuídos pelo mundo. São animais longevos, que podem 

passar dos 60 anos de vida (GRIGG e KIRSHNER, 2015). Esses animais desempenham 

um papel ecológico fundamental nos ecossistemas aquáticos, atuando no controle de 

populações, influenciando diretamente a dinâmica das cadeias alimentares e o equilíbrio 

ambiental, além de seu papel fundamental como engenheiro de ecossistema, moldando o 

ambiente de inúmeras formas ao seu redor e induzindo a ciclagem de nutrientes 

(MAZZOTTI et al., 2009; SOMAWEERA et al., 2020; STRICKLAND et al., 2023).  

Segundo Somaweera et al. (2020) são animais que respondem de forma clara a 

mudanças no ambiente – como variações na reprodução, na condição corporal e na 

abundância – refletem transformações no ecossistema de maneira integrada, são 

relativamente fáceis de monitorar e frequentemente são prioritários em iniciativas de gestão 

e conservação. Mazzotti et al. (2009) descreveram os aligatores e crocodilos como 

indicadores de restauração ecossistêmica, e Dos Santos et al. (2021,2024) revelaram poder 

bioacumulativo de metais nesses animais, mostrando o poder bioindicativo desse grupo. 

A diversidade genética dentro do grupo Crocodylia tem sido um campo de estudo de 

crescente interesse e com o avanço das técnicas moleculares, pesquisadores têm 

conseguido compreender melhor as variações genéticas entre diferentes populações e 

espécies, o que auxilia na identificação de linhagens distintas e na formulação de 

estratégias de manejo e preservação (CAMPOS et al. 2018; BITTENCOURT et al., 2019; 

ROBERTO et al., 2020, AMAVET et al., 2023). Neste contexto, a genética da conservação 

tem se mostrado uma ferramenta essencial para investigar a estrutura genética dessas 

populações, contribuindo para a manutenção da variabilidade biológica e reduzindo os 

riscos de extinção. 

Atualmente, são reconhecidas 26 espécies de crocodilianos (EATON 2010; HEKKALA 

et al. 2011; SHIRLEY et al. 2014, 2018; VLIET et al. 2024) podendo ser encontrados em 

quase todos os continentes, com exceção da Europa e da Antártica, sendo a América do 

Sul a responsável por abrigar a maior diversidade do mundo de indivíduos desse grupo, 

sendo, ao todo, habitat para 8 espécies (RIFF et al. 2012; FIGUEIREDO, 2019). Apesar da 

relativa estabilidade da sistemática do grupo, revisões taxonômicas ainda são necessárias, 

visto que algumas populações podem apresentar linhagens crípticas não detectadas por 
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métodos tradicionais. Essa questão reforça a necessidade de estudos aprofundados sobre 

a genética desses animais, principalmente para garantir a precisão da classificação e das 

medidas de conservação adotadas (BALAGUERA-REINA et al., 2020; ROBERTO et al., 

2020). 

Além da relevância ecológica e científica, os crocodilianos têm importância para 

comunidades humanas em diferentes regiões, sendo utilizados de maneira tradicional como 

recurso alimentar e econômico. Contudo, a exploração inadequada, aliada à degradação 

ambiental, representa desafios para a preservação das espécies. A compreensão da 

diversidade genética, portanto, não apenas enriquece o conhecimento sobre a biologia do 

grupo, mas também subsidia estratégias eficazes para a manutenção dos estoques 

populacionais e a sustentabilidade do uso desses animais (SIROSKI et al., 2021). 

Os avanços na genética molecular vêm permitindo o desenvolvimento de novos 

métodos de análise que auxiliam na tomada de decisões para a conservação das espécies. 

Esses métodos utilizam do DNA (completo ou de regiões) para inferir a diversidade genética 

intra ou interespecífica (FARIAS et al., 2021). A combinação de estudos genéticos e 

ecológicos tem sido essencial para estabelecer medidas adequadas de manejo, garantindo 

que as populações de crocodilianos permaneçam viáveis a longo prazo e desempenhem 

suas funções ecológicas nos ecossistemas onde estão inseridas (VALE; DOS SANTOS 

MARTINS, 2023). Diante deste contexto, o presente estudo visou realizar uma revisão dos 

métodos usados para avaliar a diversidade genética em crocodilianos, ressaltando sua 

importância para a conservação e os desafios existentes na delimitação taxonômica do 

grupo.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Importância da Diversidade Genética nos Crocodilianos 

 

A diversidade genética é um dos pilares fundamentais para a adaptação e evolução 

das espécies, sendo crucial para a manutenção da resiliência populacional diante das 

mudanças ambientais e da pressão seletiva (MUKHOPADHYAY & BHATTACHARJEE, 

2016). No caso dos crocodilianos, a variação genética permite que diferentes populações 

desenvolvam mecanismos adaptativos para lidar com os desafios ecológicos, como a 

disponibilidade de recursos, alterações climáticas e interações com outras espécies 

(AMAVET et al., 2021).  

A presença da variabilidade genética é essencial para evitar problemas como a 

endogamia, que pode levar ao acúmulo de mutações deletérias e reduzir a viabilidade das 

populações. Além disso, a perda da diversidade genética pode comprometer a resposta 

imunológica dos crocodilianos a patógenos emergentes, tornando-os mais vulneráveis a 

doenças e outros estresses ambientais (SIROSKI et al., 2021). 

A conservação da diversidade genética de uma espécie depende do conhecimento 

sobre sua história evolutiva recente, bem como das mudanças que influenciam sua 

variabilidade genética de forma integrada. Além disso, compreender as características 

demográficas fundamentais das populações é essencial para a formulação de estratégias 

eficazes de manejo e preservação (FARIAS et al., 2021). 

A fragmentação dos habitats, causada pela degradação ambiental e pela interferência 

humana, tem sido um dos principais fatores de redução do fluxo gênico entre populações 

de crocodilianos. Esse isolamento pode resultar na diminuição da diversidade genética 

dentro das populações, aumentando o risco de extinção local e comprometendo a 

estabilidade das espécies ao longo do tempo (SAUNDERS, 1991; VALE; DOS SANTOS 

MARTINS, 2023). 

 

2.2 Métodos utilizados para Análise da Variabilidade Genética 

 

  Os avanços nas técnicas de biologia molecular proporcionaram ferramentas cada vez 

mais precisas para o estudo da diversidade genética dos crocodilianos. Essas metodologias 

possibilitam a compreensão da estrutura genética das populações, a identificação de 

linhagens distintas e o desenvolvimento de estratégias eficazes de conservação. A 
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aplicação desses métodos tem sido fundamental para detectar padrões de fluxo gênico, 

estrutura populacional e impactos das mudanças ambientais na variabilidade genética das 

espécies (FARIAS et al., 2021; ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021).  

Entre os principais métodos utilizados na análise das variações genéticas podemos 

destacar: 

 

2.2.1 Métodos a base de polymerase chain reaction (PCR) 

 

2.2.1.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

A técnica da PCR, do inglês Polymerase Chain Reaction, descrita por Kary Mullis 

(MULLIS et al. 1986), consiste na replicação in vitro de uma sequência específica de uma 

molécula de DNA, permitindo formação de bilhões de cópias desta sequência em 

aproximadamente 2 horas de reação. A técnica tem como princípio a replicação do DNA 

catalisada pela enzima DNA polimerase. Para realizar o processo de replicação pela DNA 

polimerase é necessário:  adição de um par de iniciadores ou primers com um grupo 3′-OH 

terminal, ao qual podem ser adicionados novos nucleotídeos na cadeia em crescimento; os 

quatro trifosfatos de desoxirribonucleotídio (dNTPs, os substratos para a DNA polimerase), 

íons magnésio; e outros sais necessários para a reação (JOSHI & DESHPANDE, 2010; 

PIERCE, 2016). 

Neste processo, as duas fitas de DNA servem como molde, durante a replicação do 

DNA, e a quantidade será dobrada em cada evento da replicação. Os primers usados na 

PCR para replicar os moldes são fragmentos curtos de DNA, em geral, de 17 a 25 

nucleotídeos, que são complementares a sequências alvo a serem replicadas (PIERCE, 

2016). 

Um ciclo da reação da PCR, ocorre em três etapas: na primeira , a mistura da reação 

contendo DNA molde, DNA polimerase, tampão da DNA polimerase, dNTP e primers é 

aquecida entre 90° e 100 °C, num aparelho  termociclador, para romper as pontes de 

hidrogênio entre as fitas e produzir os moldes de fita única. A mistura reacional é mantida 

nesta temperatura por apenas um minuto ou dois. Na etapa 2, a reação de PCR é resfriada 

rapidamente entre 30° e 65 °C e mantida a esta temperatura por um minuto ou menos. 

Durante este curto intervalo, as fitas de DNA não têm chance de renaturar, e assim os 

primers serão capazes de se fixar às fitas molde por complementariedade de bases. Na 

etapa 3, a reação é aquecida entre um e três minutos a 72 °C, a temperatura na qual a DNA 
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polimerase consegue sintetizar novas fitas de DNA. No final do ciclo, duas moléculas de 

DNA de fita dupla novas são produzidas para cada molécula original do DNA-alvo (PIERCE, 

2016; GREEN & SAMBROOK, 2019). 

O ciclo é então repetido em média 30 vezes. Em cada ciclo, a quantidade de DNA-

alvo dobra, então a quantidade de DNA-alvo aumenta geometricamente e no final de 30 

ciclos, são produzidas mais de 1 bilhão de moléculas novas de DNA. Cada ciclo é 

completado dentro de alguns minutos, então pode ser obtida uma grande amplificação de 

DNA dentro de algumas horas (JOSHI & DESHPANDE, 2010; PIERCE, 2016; GREEN & 

SAMBROOK, 2019). 

Em crocodilianos esta técnica é empregada na genotipagem, na identificação de 

mutações e na caracterização de polimorfismos genéticos (ZUCOLOTO, FARIAS & 

AMAVET, 2021). Além disso, quando associada a outros métodos, como a PCR quantitativa 

em tempo real (qPCR), permite a quantificação da expressão gênica, auxiliando na 

avaliação de respostas fisiológicas e ecológicas das populações de crocodilianos a 

diferentes pressões ambientais (ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021). 

Outras variações dessa técnica vêm sendo amplamente utilizadas para análises 

genéticas mais específicas. A PCR multiplex, por exemplo, permite a amplificação 

simultânea de diferentes loci, otimizando o tempo e os recursos laboratoriais. Outra 

variação importante é a PCR digital, que melhora a sensibilidade da detecção ao dividir a 

amostra em milhares de reações individuais, tornando a quantificação mais precisa. Essas 

inovações ampliam o uso da PCR na genotipagem, análise de diversidade genética e 

identificação de variantes genéticas que podem estar associadas à adaptação de 

crocodilianos a diferentes ambientes (ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021). 

 

2.2.1.2 Amplificação randômica de dna polimórfico (RAPD) 

 

A técnica de Amplificação Randômica de DNA Polimórfico, do inglês Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD), é uma metodologia baseada na PCR que permite a 

amplificação aleatória de fragmentos de DNA genômico, gerando perfis de bandas 

polimórficas sem a necessidade de conhecimento prévio da sequência do DNA.  É 

amplamente utilizada em estudos de diversidade genética, identificação de marcadores 

moleculares e taxonomia. Essa técnica é rápida e de baixo custo, permitindo a obtenção de 

dados sobre a diversidade genética intra e interespecífica (HADRYS, BALICK & 

SCHIERWATER 1992; TINGEY, RAFALSKI & HANAFEY 1994; SIROSKI et al., 2021). As 
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principais etapas da técnicas são: 1- Extração do DNA Genômico (O DNA genômico é 

extraído da amostra biológica e purificado para garantir a qualidade da amplificação); 2- 

Amplificação por PCR com primers randômicos (A RAPD utiliza primers curtos (geralmente 

de 10 bases) de sequência arbitrária, que se ligam a regiões complementares dispersas ao 

longo do genoma). 3- Amplificação de Fragmentos Polimórficos (O padrão de amplificação 

depende da sequência do primer e sua distribuição no genoma, resultando em fragmentos 

de tamanhos variados). Como a amplificação é aleatória, mesmo pequenas diferenças 

genômicas podem levar à ausência ou presença de determinadas bandas; 4- Separação e 

Análise dos Fragmentos por Eletroforese (Os produtos de PCR são separados por 

eletroforese em gel de agarose e corados com brometo de etídio ou corantes 

fluorescentes). O padrão de bandas obtido reflete variações genéticas entre as amostras 

analisadas. (HADRYS, BALICK & SCHIERWATER 1992; TINGEY, RAFALSKI & HANAFEY 

1994). 

Embora seja um método útil para investigações preliminares, o RAPD apresenta 

limitações, como baixa reprodutibilidade e dificuldade na padronização dos resultados. No 

entanto, quando combinado com outras abordagens moleculares, pode fornecer insights 

valiosos sobre a estrutura genética de crocodilianos e contribuir para estratégias de manejo 

e conservação (SIROSKI et al., 2021; ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021). 

O uso do RAPD em estudos genéticos também enfrenta desafios relacionados à sua 

reprodutibilidade e ao risco de amplificação inespecífica. Pequenas mudanças nos 

reagentes ou nas condições da PCR podem resultar em perfis genéticos diferentes, 

tornando sua aplicação menos confiável para análises comparativas de longo prazo. Para 

minimizar essas limitações, o RAPD costuma ser combinado com outros métodos, como os 

microssatélites e os SNPs, que fornecem dados mais robustos (SIROSKI et al., 2021; 

ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021). Ainda assim, seu baixo custo e simplicidade 

fazem com que essa técnica continue sendo empregada em estudos exploratórios de 

diversidade genética. 

 

2.2.1.3 Polimorfismo no tamanho dos fragmentos amplificados (AFLP)  

 

A técnica de Polimorfismo no tamanho dos fragmentos amplificados, do inglês 

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), é uma metodologia baseada na PCR e 

utilizada para a análise de polimorfismos no DNA genômico, sendo amplamente aplicada 

em estudos de genética, evolução, taxonomia e melhoramento genético. O método AFLP 
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combina a digestão enzimática do DNA com a amplificação seletiva de fragmentos 

específicos, permitindo a detecção de variações genéticas entre indivíduos sem a 

necessidade de conhecimento prévio da sequência do DNA (VOS et al.1995; BLEARS et 

al., 1998). É altamente sensível e reprodutível, sendo utilizada para estudos de diversidade 

genética, identificação de marcadores genéticos e análise de variações genômicas em 

plantas, animais e microrganismos (VOS et al.1995). 

O procedimento pode ser dividido em três etapas principais: 1- O DNA genômico é 

digerido com duas enzimas de restrição: uma de corte frequente (por exemplo, MseI) e 

outra de corte raro (por exemplo, EcoRI). Isso gera fragmentos de tamanhos variados e 

Adaptadores sintéticos de sequência conhecida são ligados às extremidades dos 

fragmentos de DNA digeridos. Esses adaptadores servem como locais de ancoragem para 

os primers na amplificação subsequente; 2- Uma primeira PCR pré-seletiva é realizada 

utilizando primers complementares às sequências dos adaptadores. 3- Em seguida, uma 

segunda PCR seletiva é conduzida com primers mais seletivas, reduzindo ainda mais o 

número de fragmentos amplificados. Esse processo permite a obtenção de padrões 

distintos de bandas, que podem ser analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida ou 

em sequenciadores automáticos. A separação dos fragmentos amplificados ocorre por 

eletroforese em gel de poliacrilamida ou sequenciamento capilar, resultando em um padrão 

de bandas característico para cada indivíduo ou população analisada (VOS et al.1995; 

WANG et al. 2006; YAN et al. 2006).  

Entre as principais vantagens do AFLP, destaca-se a sua alta capacidade de detectar 

variações genômicas sem a necessidade de informações prévias sobre o genoma do 

organismo estudado. No caso dos crocodilianos, o AFLP tem se mostrado uma ferramenta 

eficaz para identificar polimorfismos ao longo do genoma, permitindo inferências detalhadas 

sobre variabilidade intra e interespecífica (BLEARS et al., 1998; SHEEJA et al., 2021). Além 

disso, essa metodologia permite o rastreamento da conectividade genética entre 

populações isoladas geograficamente, auxiliando na definição de unidades de conservação 

prioritárias para crocodilianos ameaçados de extinção (VOS et al.1995; WANG et al. 2006; 

YAN et al. 2006).  

O AFLP também tem sido amplamente utilizado para diferenciar populações e 

identificar híbridos naturais entre espécies de crocodilianos, auxiliando na definição de 

estratégias de manejo e conservação. Além disso, sua aplicabilidade em análises de 

diversidade genética tem possibilitado a identificação de padrões de variabilidade dentro e 



21 

 

entre populações, sendo uma ferramenta essencial para embasar ações de preservação 

de crocodilianos ameaçados (WANG et al. 2006; YAN et al. 2006). 

Apesar de ser uma ferramenta poderosa para a análise da diversidade genética, o 

AFLP apresenta algumas limitações. A necessidade de equipamentos específicos para a 

visualização das bandas, além do potencial para baixa reprodutibilidade entre laboratórios, 

pode dificultar a comparação de resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa. No 

entanto, quando combinada com outras técnicas moleculares, como microssatélites e 

sequenciamento de DNA de nova geração (NGS), essa metodologia fornece uma 

abordagem robusta para o estudo da biologia e evolução dos crocodilianos, contribuindo 

para estudos filogenéticos e evolutivos (SHEEJA et al., 2021). 

 

2.2.1.4 PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

 

A técnica PCR-RFLP (Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos de Restrição 

associado à PCR) é uma metodologia utilizada para detectar variações genéticas em 

sequências de DNA, como polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) ou mutações 

específicas. Essa técnica combina a amplificação do DNA por PCR com a digestão 

enzimática por endonucleases de restrição, permitindo a diferenciação de variantes alélicas 

com base no tamanho dos fragmentos gerados (BOTSTEIN et al. 1980; WOLF, RENTSCH 

& HÜBNER, 1999). 

Etapas Principais da Técnica PCR-RFLP: 

1. Extração e Purificação do DNA: O DNA genômico é extraído da amostra e 

purificado para garantir a qualidade da amplificação. 

2. Amplificação da Região de Interesse por PCR: Um par de primers específicos 

é utilizado para amplificar uma região alvo do DNA que contém o polimorfismo ou 

mutação de interesse. A PCR gera um fragmento de DNA de tamanho conhecido. 

3. Digestão Enzimática com Endonucleases de Restrição: A sequência 

amplificada é incubada com uma enzima de restrição específica que reconhece e 

corta um sítio particular dentro do fragmento de DNA. Caso a sequência contenha 

uma mutação ou variação genética, o sítio de restrição pode estar presente ou 

ausente, resultando em padrões de fragmentação distintos. 
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4. Separação dos Fragmentos por Eletroforese: Os fragmentos de DNA gerados 

pela digestão enzimática são separados em um gel de agarose ou poliacrilamida e 

visualizados por coloração (brometo de etídio, SYBR Green, etc.). A análise do 

padrão de fragmentos permite a identificação dos diferentes genótipos. 

Aplicações da Técnica PCR-RFLP: genotipagem de SNPs e mutações, estudos de 

diversidade genética e evolução molecular, diagnóstico de doenças genéticas e 

infecciosas, identificação de espécies e diferenciação de linhagens microbianas 

(BOTSTEIN et al. 1980; WOLF, RENTSCH & HÜBNER, 1999). 

Uma das principais vantagens da PCR-RFLP é seu custo relativamente baixo em 

comparação com outras técnicas moleculares mais avançadas. Além disso, essa 

metodologia não requer equipamentos sofisticados, sendo acessível para laboratórios com 

recursos limitados. No entanto, sua aplicabilidade pode ser restrita pela necessidade de 

conhecimento prévio das sequências alvo, além da limitação na quantidade de 

polimorfismos detectáveis (WOLF, RENTSCH & HÜBNER, 1999; BROWN, 2001; FARIAS 

et al., 2021). 

  A PCR-RFLP é amplamente utilizada para identificação de haplótipos, análise de 

variação genética em genes específicos e estudos de filogeografia. Embora seja 

considerada uma técnica de menor resolução quando comparada a sequenciamento ou 

PCR em tempo real, ainda é uma ferramenta útil para investigações genéticas em espécies 

pouco estudadas ou em projetos de menor escala (WILLIAMS, 1989; WILLIAMS et al. 1990; 

WOLF, RENTSCH & HÜBNER, 1999).  

Os métodos de análise da variação genética desempenham um papel fundamental na 

compreensão da diversidade biológica dos crocodilianos e na formulação de estratégias 

eficazes de conservação. O aprimoramento dessas técnicas tem permitido investigações 

mais detalhadas sobre a estrutura genética das populações, contribuindo para a 

manutenção da variabilidade genética e a mitigação dos impactos ambientais sobre essas 

espécies (MEGANATHAN et al., 2009; FARIAS et al., 2021). 

 

2.2.1.5 Repetição de sequências simples internas (ISSR) 

 

A técnica Repetição de sequências simples internas (ISSR), do inglês Inter Simple 

Sequence Repeat, é um método baseado em PCR que amplifica regiões do DNA situadas 



23 

 

entre microssatélites (Simple Sequence Repeats – SSRs), utilizando primers ancorados 

nessas sequências repetitivas. É amplamente empregada em estudos de diversidade 

genética, filogenia e melhoramento genético, pois permite detectar variações genéticas sem 

a necessidade de conhecimento prévio da sequência do genoma. Esse método é eficaz 

para detectar variabilidade genética e padrões de estrutura populacional entre crocodilianos 

(SHAFIEI-ASTANI et al. 2015).  

Etapas Principais da Técnica ISSR: 

1. Extração e Purificação do DNA: O DNA genômico é extraído e purificado para 

garantir qualidade e integridade na amplificação. 

2. Seleção de Primers Específicos para Microssatélites: Os primers utilizados na 

ISSR são desenhados com base em sequências de repetições simples (como di-, 

tri- ou tetranucleotídeos), podendo estar completamente dentro da repetição ou 

ancorados na região adjacente ao final da repetição. 

3. Amplificação por PCR: O DNA é amplificado por PCR utilizando primers 

complementares às regiões de microssatélites dispersas no genoma. Dependendo 

do arranjo dessas repetições e do número de cópias no genoma, diferentes padrões 

de amplificação são gerados. 

4. Separação dos Fragmentos por Eletroforese: Os fragmentos amplificados são 

separados por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida e visualizados por 

coloração (brometo de etídio, SYBR Green, entre outros). O padrão de bandas obtido 

reflete variações no número e disposição das sequências repetitivas no genoma. 

Aplicações da Técnica ISSR: estudos de diversidade genética e estrutura 

populacional, filogenia e taxonomia molecular, genotipagem de organismos sem genoma 

de referência (ZIETKIEWICZ, RAFALSKI &  LABUDA, 1994)  

Os marcadores ISSR são altamente polimórficos e não requerem conhecimento prévio 

do genoma da espécie estudada, tornando-se uma ferramenta acessível para investigações 

populacionais. Essa abordagem é útil para distinguir linhagens geneticamente 

diferenciadas e para monitorar a conectividade genética entre populações fragmentadas 

(SHAFIEI-ASTANI et al. 2015). 

Apesar das vantagens do ISSR, como sua facilidade de aplicação e alta taxa de 

polimorfismo, essa técnica apresenta algumas limitações que devem ser consideradas. A 

principal dificuldade está na sua baixa reprodutibilidade, uma vez que pequenas variações 

nas condições experimentais podem gerar perfis distintos. Além disso, por ser um método 

baseado na amplificação aleatória, ele pode não fornecer um panorama genético tão 
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detalhado quanto os SNPs ou os microssatélites (SHAFIEI-ASTANI et al. 2015). No entanto, 

devido à sua eficiência na detecção de variabilidade genética sem a necessidade de 

informações genômicas prévias, o ISSR continua sendo uma ferramenta relevante para 

investigações genéticas em crocodilianos, desde estudos sobre a diversidade genética do 

grupo, estudos relacionados com os efeitos genéticos da perda da habita (MACHKOUR-

M’RABET et al. 2009; NIE et al. 2012) 

 

2.2.2 Métodos a base de sequenciamento de DNA 

 

2.2.2.1 Sequenciamento sanger 

 

O método de sequenciamento de DNA desenvolvido por Frederick Sanger e seus 

colegas, em meados dos anos 1970, é um método baseado na replicação do DNA por 

terminação de cadeia (SANGER, NICKLEN & COULSON, 1977). No processo de 

replicação do DNA pela técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), o DNA é 

sintetizado a partir de trifosfatos de desoxirribonucleotídeo (dNTPs), que têm um grupo OH 

no átomo do carbono 3′. No método de Sanger, um nucleotídeo modificado, chamado de 

trifosfato de didesoxirribonucleotídeo (ddNTP) é usado como um dos substratos. Os 

ddNTPs são idênticos aos dNTPs, exceto que eles não têm um grupo 3′-OH (VALENCIA, 

et al., 2013) 

Durante a síntese do DNA, os ddNTPs são incorporados à fita de DNA crescente. 

Entretanto, após um ddNTP ser incorporado à fita de DNA não podem ser mais adicionados 

nucleotídeos, porque não existe um grupo 3′-OH para formar uma ligação fosfodiéster com 

um nucleotídeo seguinte. Assim, os ddNTPs encerram a síntese de DNA. Desta forma, 

durante a síntese do DNA enquanto não for adicionada a base modificada a replicação 

continua produzindo fitas de DNA de diferentes comprimentos, cada qual termina num 

ddNTP específico. O sequenciamento utiliza corantes fluorescentes que se ligam a um 

ddNTP específico de forma que cada corante emite fluorescência de um comprimento de 

onda característico, o qual é lido por um sistema de escâner óptico e é detectado por um 

sistema detector de fluorescência. A informação é armazenada em um computador para 

interpretação e os resultados serão visualizados como um conjunto de picos em um gráfico, 

chamado de eletroferograma. As máquinas de sequenciamento automáticas podem ter 96 
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ou mais tubos capilares, permitindo que 50.000 a 60.000 pb de sequência sejam lidos em 

algumas horas (VALENCIA, et al., 2013; PIERCE, 2016).  

O sequenciamento de DNA é uma metodologia que permite a leitura precisa das bases 

nitrogenadas que compõem o genoma dos crocodilianos, possibilitando a identificação de 

polimorfismos nucleotídicos em genes e regiões regulatórias do DNA. Essa técnica é 

essencial para inferir relações evolutivas, delimitar unidades populacionais e identificar 

variações genéticas intra e interespecíficas (PAREEK, SMOCZYNSKI & TRETYN, 2011; 

BALAGUERA-REINA et al., 2020).  

A utilização do sequenciamento genômico também tem auxiliado na identificação de 

regiões conservadas e variáveis dentro do DNA mitocondrial e nuclear, fornecendo dados 

para revisões taxonômicas e melhor compreensão da filogenia dos crocodilianos (FARIAS 

et al., 2021). Além disso, por meio da comparação de sequências de diferentes populações, 

é possível detectar padrões de diferenciação genética e avaliar impactos ambientais na 

variabilidade genética das espécies (BALAGUERA-REINA et al., 2020, FARIAS et al., 

2021).  

 

2.2.2.2 Sequenciamento de nova geração 

 

Com o avanço da tecnologia, o sequenciamento de nova geração (NGS - Next 

Generation Sequencing) tem permitido análises mais detalhadas, gerando um grande 

volume de dados genômicos e tornando-se uma ferramenta valiosa para estudos de 

conservação (OLIVEIRA, 2015; ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021). Apesar dos 

avanços proporcionados pelo sequenciamento de DNA, alguns desafios ainda persistem, 

especialmente no que diz respeito à análise e interpretação dos dados. A necessidade de 

um genoma de referência bem estabelecido pode ser uma limitação para espécies pouco 

estudadas, como alguns crocodilianos. Além disso, os altos custos envolvidos nas análises 

de larga escala tornam essa abordagem mais restrita a projetos de pesquisa bem 

financiados (OLIVEIRA, 2015). No entanto, o desenvolvimento de técnicas como o 

sequenciamento de leitura curta e longa tem possibilitado um monitoramento genético das 

populações cada vez mais refinado, permitindo inferências detalhadas sobre evolução e 

adaptação das espécies ao ambiente (BALAGUERA-REINA et al. 2020; ZUCOLOTO, 

FARIAS & AMAVET, 2021) 
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2.2.2.2.1 RADseq (Restriction site Associated DNA sequencing) 

 

A técnica de Sítio de Restrição Associado ao Sequenciamento de DNA (RADseq) é 

uma abordagem baseada em sequenciamento de nova geração (NGS) que permite a 

análise de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em genomas sem a necessidade de 

informações prévias sobre a sequência do organismo. RADseq é amplamente utilizada em 

estudos de diversidade genética, mapeamento genético, filogenômica e genômica 

populacional. 

Etapas Principais da Técnica RADseq: 

1. Digestão do DNA com Enzimas de Restrição: O DNA genômico é digerido com 

uma enzima de restrição específica (por exemplo, SbfI, EcoRI ou PstI), que 

reconhece e corta sequências específicas no genoma. Esse passo gera fragmentos 

de tamanhos variados que contêm sítios de restrição conservados. 

2. Ligação de Adaptadores Específicos, dois tipos de adaptadores são ligados aos 

fragmentos de DNA: 

Um adaptador contendo um código de barras molecular (barcode), que permite a 

identificação de diferentes amostras dentro de uma mesma corrida de sequenciamento; 

Um adaptador compatível com a plataforma de sequenciamento utilizada (por exemplo, 

Illumina). 

3. Fragmentação e Seleção de Tamanho: Após a ligação dos adaptadores, os 

fragmentos de DNA podem ser fragmentados ainda mais para garantir que apenas 

um intervalo específico de tamanhos seja amplificado e sequenciado. Esse processo 

evita a geração de fragmentos excessivamente grandes ou pequenos. 

4. Amplificação por PCR: Os fragmentos contendo adaptadores são amplificados 

por PCR para enriquecer as regiões de interesse. Esse passo reduz a complexidade 

do genoma e foca no sequenciamento de regiões específicas, aumentando a 

eficiência da técnica. 

5. Sequenciamento de Alta Performance (NGS): Os fragmentos amplificados são 

sequenciados utilizando plataformas de sequenciamento de nova geração (NGS), 

como Illumina. O sequenciamento fornece dados de SNPs e padrões de variação 

genética entre indivíduos ou populações (BAIRD et al., 2008; CHATTOPADHYAY et 

al. 2019). 

A técnica de RADseq permite a análise de milhares de marcadores genéticos 

distribuídos ao longo do genoma. É particularmente útil para reconstruções filogenéticas e 
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identificação de estrutura populacional em crocodilianos, sendo uma alternativa eficiente ao 

AFLP devido à sua maior capacidade de resolução e confiabilidade na identificação de 

variações genômicas (CHATTOPADHYAY et al. 2019; FUKUDA et al. 2019). Estudos 

recentes demonstraram que o RADseq é especialmente útil para populações de 

crocodilianos com baixa diversidade genética, permitindo a identificação de padrões de 

fluxo gênico entre populações isoladas (MUNIZ et al., 2018; AVILA-CERVANTES et al. 

2020).  

Pesquisas utilizando RADseq para análises de seleção natural sugerem que variações 

em genes específicos podem estar diretamente ligadas a características morfológicas e 

fisiológicas adaptativas em crocodilianos, auxiliando na diferenciação entre linhagens 

evolutivas e fornecendo dados importantes para estratégias de conservação (MUNIZ et al. 

2018; LLOYD-JONES et al. 2023). Além disso, essa abordagem tem sido fundamental para 

a compreensão da estrutura genética populacional, permitindo inferências mais precisas 

sobre os impactos da fragmentação de habitats e do isolamento geográfico (MUNIZ et al. 

2018). A crescente acessibilidade das tecnologias de sequenciamento tornou o RADseq 

uma ferramenta ainda mais relevante para estudos com crocodilianos. Uma das vantagens 

dessa técnica é a possibilidade de identificar padrões históricos de migração e expansão 

populacional, auxiliando na reconstrução da biogeografia das espécies ao longo do tempo 

(CHATTOPADHYAY et al. 2019; AVILA-CERVANTES et al. 2020). 

Além disso, o RADseq tem sido aplicado para avaliar o impacto da fragmentação de 

habitats, permitindo inferências sobre a redução da conectividade genética entre 

populações devido à ação antrópica (AVILA-CERVANTES et al. 2020). Em crocodilianos 

que habitam regiões com diferentes regimes hidrológicos, como alagados sazonais e rios 

permanentes, essa técnica tem sido essencial para compreender adaptações genéticas 

associadas à variação no fluxo hídrico e à disponibilidade de recursos alimentares (AVILA-

CERVANTES et al. 2020; LLOYD-JONES et al. 2023). 

A combinação de metodologias como sequenciamento de DNA, PCR, ISSR, RAPD e 

microssatélites, aliada ao uso de SNPs e PCR-RFLP, proporciona uma abordagem 

abrangente para a identificação de linhagens evolutivas e para o monitoramento genético 

das populações de crocodilianos. Essas informações são essenciais para subsidiar 

programas de manejo sustentável e conservação, garantindo a preservação da 

biodiversidade ao longo do tempo (FARIAS et al., 2021; ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 

2021). 



28 

 

O aprimoramento contínuo das ferramentas genéticas tem permitido não apenas uma 

análise mais precisa da diversidade genética dos crocodilianos, mas também uma melhor 

compreensão dos fatores que influenciam sua distribuição e dinâmica populacional. A 

integração dessas metodologias ao monitoramento das populações selvagens pode 

fornecer insights valiosos para a conservação, permitindo a identificação de grupos 

geneticamente distintos que requerem atenção especial (FARIAS et al., 2021). Além disso, 

novas abordagens, como o uso de sequenciamento de nova geração e estudos de 

transcriptômica, poderão expandir ainda mais nosso conhecimento sobre a adaptação 

desses animais ao ambiente. Para que tais avanços se traduzam em benefícios concretos, 

é essencial que os dados genéticos sejam incorporados a programas de manejo e 

conservação, garantindo a proteção das populações em longo prazo (VERDADE et al. 

2021).  

Essas metodologias, em conjunto, fornecem uma visão abrangente sobre a estrutura 

genética das populações de crocodilianos, permitindo a identificação de linhagens 

evolutivas distintas e auxiliando na formulação de estratégias de conservação (FARIAS et 

al., 2021; VERDADE et al. 2021). 

 

2.3 Marcadores moleculares 

 

 Marcadores moleculares, como o nome infere, são regiões dentro do DNA (genoma) 

como marcas digitais que podem ser localizadas em partes do DNA de qualquer organismo 

vivo, podem apresentar variação (polimorfismos) entre dois indivíduos da mesma espécie 

ou espécies diferentes e, portanto, pode ser usado para responder a várias perguntas 

dentro da área da genética da conservação, que abrange desde o estudo da variação entre 

indivíduos e populações para estudos sobre relações filogenéticas (STRAKOVÁ, 2013; 

FARIAS et al., 2021; ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021). 

 

2.3.1  Microssatélites (SSR – Simple Sequence Repeats)  

 

Os microssatélites, também conhecidos como SSRs - repetições de sequências 

simples, são repetições curtas e altamente polimórficas de nucleotídeos encontradas ao 

longo do genoma. Eles são amplamente utilizados na genética da conservação devido ao 

seu alto nível de variabilidade, tornando-os ideais para análises de parentesco, estrutura 
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populacional e diferenciação genética entre grupos. A técnica baseia-se na amplificação de 

loci específicos por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR), seguida de 

eletroforese para a separação e identificação dos alelos (PATWARDHAN, RAY & ROY, 

2014; SIROSKI et al. 2021).  

Além de serem altamente informativos, os microssatélites apresentam herança 

codominante, permitindo a distinção entre homozigotos e heterozigotos. Essa característica 

possibilita a obtenção de perfis genéticos detalhados, úteis para investigações sobre 

parentesco e fluxo gênico. Contudo, a necessidade de primers específicos para cada 

espécie e a complexidade na análise dos resultados podem representar desafios na 

utilização dessa técnica (VASHISTHA et al. 2020). 

Outra limitação dos microssatélites é o seu custo relativamente elevado, 

especialmente no desenvolvimento inicial dos primers e na padronização dos protocolos. 

Além disso, os SSRs podem sofrer mutações por eventos de slippage (Deslizamento) 

durante a replicação do DNA, o que pode gerar variações no número de repetições e 

impactar a precisão das análises. Apesar disso, sua alta variabilidade continua sendo uma 

das maiores vantagens, tornando-os indispensáveis em estudos de conservação e manejo 

populacional (PATWARDHAN, RAY & ROY, 2014; VASHISTHA et al. 2020).  

Considerando que a compreensão dos padrões de variação genética das espécies é 

essencial para sua conservação, os marcadores microssatélites surgem como uma 

ferramenta valiosa. Esses marcadores permitem analisar a estrutura populacional em 

escalas mais detalhadas e identificar as forças evolutivas em atuação. Dessa forma, 

possibilitam um conhecimento aprofundado sobre a dinâmica das populações e podem ser 

empregados no desenvolvimento de estratégias de manejo e conservação 

(ARIYARAPHONG et al. 2023; VASHISTHA et al. 2020). 

 

2.3.2 Marcadores Mitocondriais 

 

Os marcadores mitocondriais são amplamente utilizados para análises filogenéticas, 

investigações de dispersão geográfica e identificação de linhagens maternas. O DNA 

mitocondrial (DNAmt) possui características que o tornam valioso para estudos 

populacionais, como herança exclusivamente materna, ausência de recombinação e alta 

taxa de mutação em algumas regiões. Genes como COI (citocromo oxidase subunidade I), 

CytB (citocromo B) e 16S rRNA são frequentemente analisados para inferências sobre 
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história evolutiva e conectividade entre populações (BALAGUERA-REINA et al., 2020; 

FARIAS et al., 2021; PATWARDHAN, RAY & ROY, 2014). 

Uma das principais vantagens do uso de marcadores mitocondriais é sua abundância 

e facilidade de extração, o que permite análises rápidas e eficientes. Além disso, a ausência 

de recombinação facilita a interpretação dos dados, pois as variações genéticas observadas 

refletem diretamente as relações maternas. No entanto, por ser herdado apenas da 

linhagem materna, o mtDNA fornece uma visão limitada da diversidade genética total de 

uma população, tornando essencial a complementação com marcadores nucleares 

(BALAGUERA-REINA et al., 2020; FARIAS et al., 2021). Outro ponto a ser considerado é 

que a taxa de evolução do DNAmt pode variar entre diferentes espécies, impactando a 

resolução dos estudos populacionais. Além disso, em algumas espécies, pode haver 

introgressão mitocondrial, onde indivíduos de uma população adquirem mitocôndrias de 

outra por meio de hibridização. Esses fatores devem ser levados em conta ao interpretar 

os resultados obtidos a partir de marcadores mitocondriais (BALAGUERA-REINA et al., 

2020; FARIAS et al., 2021; ROBERTO et al. 2021). 

 

2.3.3 SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) 

 

Os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) representam variações de um único 

nucleotídeo no DNA e são amplamente utilizados em estudos genéticos devido à sua 

abundância e distribuição uniforme pelo genoma. Essa metodologia permite análises de 

estrutura populacional, adaptação genética e identificação de loci associados a 

características fenotípicas. Os SNPs oferecem uma abordagem precisa e escalável, 

tornando-se uma escolha valiosa para estudos de biodiversidade (CAO et al. 2020; 

GVOŽDÍK et al. 2024; YANG et al. 2023). 

A identificação e genotipagem de SNPs podem ser realizadas por diferentes técnicas, 

incluindo sequenciamento de nova geração (NGS), microarranjos de DNA e PCR em tempo 

real. A principal vantagem dos SNPs é sua alta reprodutibilidade e confiabilidade, 

permitindo a análise de milhares de loci simultaneamente. Isso torna possível detectar 

padrões de seleção natural, estimar taxas de migração entre populações e avaliar a 

resposta genética a fatores ambientais (CAO et al. 2020; GVOŽDÍK et al. 2024; YANG et 

al. 2023). 

Apesar das vantagens, o uso de SNPs pode apresentar desafios, como a necessidade 

de um genoma de referência bem caracterizado para a identificação dos loci polimórficos. 
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Além disso, a obtenção de um número adequado de SNPs informativos requer uma 

amostragem populacional robusta e metodologias computacionais avançadas para a 

análise de grandes volumes de dados (CAO et al. 2020; GVOŽDÍK et al. 2024; YANG et al. 

2023). 

 

2.4 Variação Genética Intra e Interespecífica 

 

A variabilidade genética refere-se à diversidade de indivíduos geneticamente distintos 

numa mesma espécie, resultante de fatores herdáveis e/ou ambientais (GREGORIUS, 

1978). Quando as informações genéticas entre os indivíduos são muito semelhantes e há 

poucas variações alélicas, considera-se que a espécie apresenta baixa diversidade 

genética. Já a alta diversidade genética ocorre quando há grande variabilidade nos alelos 

de diferentes genes (PAIVA et al., 2019; VERDADE et al. 2021).  O estudo da diversidade 

genética desempenha um papel essencial na conservação das espécies, pois possibilita a 

identificação de genótipos distintos com características de interesse, como resistência a 

doenças e maior adaptabilidade ao ambiente. A análise dessa variabilidade pode ser 

realizada por meio de diferentes descritores, incluindo características morfológicas, 

citológicas, bioquímicas, fisiológicas e moleculares (FALEIRO et al., 2019; VERDADE et al. 

2021). 

A diversidade genética pode ser avaliada em dois níveis principais. A diversidade 

interespecífica refere-se à variabilidade genética existente entre diferentes espécies num 

mesmo ambiente ou região, sendo um fator importante para a compreensão da 

biodiversidade. Frequentemente, esse conceito é confundido com o de riqueza de espécies, 

que se limita ao número total de espécies em uma determinada área (PAIVA et al., 2019; 

VERDADE et al. 2021). Já a diversidade intraespecífica corresponde à variação genética 

numa mesma espécie, resultante da recombinação genética e das mutações ao longo das 

gerações. A análise desses dois níveis é fundamental para o entendimento das relações 

evolutivas e para o desenvolvimento de estratégias eficazes de conservação (FALEIRO et 

al., 2019; VERDADE et al. 2021). 

A análise da variação genética intraespecífica (numa mesma espécie) é fundamental 

para entender a dinâmica das populações e a conectividade entre diferentes grupos. Em 

crocodilianos, essa variação pode ser influenciada por fatores ambientais, barreiras 

geográficas e histórico evolutivo. Populações isoladas geograficamente tendem a 

apresentar menor variabilidade genética, o que pode comprometer sua capacidade de 
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adaptação a mudanças ambientais (ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021; VERDADE et 

al. 2021) Por outro lado, a variação interespecífica (entre diferentes espécies) é essencial 

para a definição das relações evolutivas e da taxonomia dos crocodilianos. Estudos 

genéticos têm revelado que algumas espécies anteriormente consideradas como 

populações distintas podem, na verdade, representar linhagens evolutivas separadas. Da 

mesma forma, espécies morfologicamente similares podem apresentar diferenças 

genéticas significativas, justificando revisões taxonômicas e reforçando a necessidade de 

conservação de linhagens geneticamente diferenciadas (BALAGUERA-REINA et al., 2020; 

ROBERTO et al. 2021). 

A identificação e preservação da variação genética intra e interespecífica são 

essenciais para garantir a sobrevivência das populações de crocodilianos no longo prazo. 

A aplicação de técnicas genéticas avançadas permite monitorar o fluxo gênico, detectar 

possíveis riscos de hibridização e avaliar o impacto das atividades humanas sobre a 

diversidade genética do grupo (BALAGUERA-REINA et al., 2020; VERDADE et al. 2021). 

 

2.5 Aplicações dos Estudos de Diversidade Genética na Conservação dos 

Crocodilianos 

 

Os crocodilianos desempenham um papel ecológico fundamental nos ecossistemas 

onde estão inseridos, sendo reconhecidos como indicadores de saúde ambiental, 

engenheiros ecossistêmicos e controladores de populações. Como espécies-chave, sua 

presença influencia diretamente o fluxo de energia e o ciclo de nutrientes nos ecossistemas 

aquáticos e terrestres, contribuindo para a manutenção do equilíbrio ecológico 

(SOMAWEERA et al., 2020; FARIAS et al., 2021; ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021). 

Além da relevância ecológica e científica, os crocodilianos têm importância para 

comunidades humanas em diferentes regiões, sendo utilizados de maneira tradicional como 

recurso alimentar e econômico. Contudo, a exploração inadequada, aliada à degradação 

ambiental, representa desafios para a preservação das espécies. A compreensão da 

diversidade genética, portanto, não apenas enriquece o conhecimento sobre a biologia do 

grupo, mas também subsidia estratégias eficazes para a manutenção dos estoques 

populacionais e a sustentabilidade do uso desses animais (FARIAS et al., 2021; SIROSKI 

et al., 2021; VERDADE et al. 2021; ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021). Dessa forma, 

os estudos sobre sua diversidade genética, aliados à compreensão de seu comportamento 

e dinâmica populacional, são essenciais para a formulação de estratégias eficazes de 
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conservação. A análise da variabilidade genética dentro das populações permite identificar 

possíveis ameaças à sua sobrevivência, possibilitando a adoção de medidas que garantam 

a manutenção da biodiversidade e o avanço de teorias ecológicas e evolutivas voltadas 

para esse grupo (FARIAS et al., 2021; SOMAWEERA et al., 2020; ZUCOLOTO, FARIAS & 

AMAVET, 2021). A integração dos estudos de diversidade genética com programas de 

conservação é fundamental para garantir a preservação das populações de crocodilianos, 

e a análise da estrutura genética das populações permite a identificação de áreas 

prioritárias para conservação, possibilitando a formulação de estratégias eficazes para o 

manejo das espécies (FARIAS et al., 2021; SIROSKI et al., 2021; ZUCOLOTO, FARIAS & 

AMAVET, 2021). 

Além disso, a genética da conservação possibilita a detecção de populações 

geneticamente isoladas e a identificação de unidades de manejo distintas, garantindo que 

os esforços de conservação sejam direcionados de maneira eficiente. A avaliação da 

diversidade genética também pode contribuir para o desenvolvimento de programas de 

reprodução em cativeiro, evitando a perda de variabilidade e promovendo a reintrodução 

de indivíduos em habitats naturais (FARIAS et al., 2021; VERDADE et al. 2021; 

ZUCOLOTO, FARIAS & AMAVET, 2021; VALE & DOS SANTOS MARTINS, 2023). 

Dessa forma, a aplicação de métodos genéticos para a conservação dos crocodilianos 

é essencial para a mitigação dos impactos ambientais e para a sustentabilidade ecológica 

das populações (SOMAWEERA et al., 2020; FARIAS et al., 2021; VERDADE et al. 2021). 

O uso combinado de diferentes ferramentas genéticas possibilita um monitoramento mais 

preciso das espécies e fornece subsídios científicos para a formulação de políticas de 

preservação. Neste sentido, o presente estudo visou realizar um levantamento das 

principais metodologias utilizadas na avaliação da diversidade genética em crocodilianos, 

no período de 1994 a 2024, avaliando as vantagens e desvantagens de cada método 

utilizado e os principais tipos de amostras biológicas utilizadas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

Realizar um levantamento das principais técnicas utilizadas para avaliar a 

diversidade genética molecular em crocodilianos. 

3.2 ESPECÍFICOS 

3.2.1  Identificar as principais técnicas moleculares envolvidas no estudo de 

diversidade genética em crocodilianos na escala temporal de 1994 a 2024.  

3.2.2 Realizar um levantamento das espécies de crocodilianos que foram alvo de 

estudos de diversidade genética molecular.  

3.2.3 Realizar um levantamento da origem das amostras biológicas utilizadas. 

3.2.4 Identificar os tipos de amostras biológicas mais utilizadas entre os estudos. 

3.2.5 Levantar os métodos de extração de DNA mais utilizados. 

3.2.6 Levantar os marcadores moleculares utilizados nos estudos. 

3.2.7 Comparar as técnicas moleculares mais utilizadas e apontar suas vantagens e 

desvantagens. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

4.1 Revisão Sistemática de Literatura 

De dezembro de 2024 a fevereiro de 2025 foi conduzida uma revisão sistemática de 

literatura minuciosa nas plataformas online de pesquisa PubMed, Scielo, Capes utilizando 

os seguintes termos descritores Diversidade Genética - Variabilidade Genética - Variação 

Genética combinando com os termos - Gavial - Crocodilo - Jacaré - Caiman - Alligator - 

Melanosuchus - Crocodylus - Osteolaemus - Mecistops - Gavialis - Tomistoma a partir da 

utilização dos operadores booleanos “AND” e/ou “OR”,  as buscas foram feitas nos idiomas, 

português, inglês e espanhol, excluindo os documentos encontrados em qualquer outro 

idioma. Além das três plataformas de pesquisa já citadas, foi feito um levantamento 

bibliográfico detalhado dentro do site IUCN’s Crocodile Specialist Group’s (CSG— 

http://www.iucncsg.org/), na aba do CSG newsletter, utilizando os seguintes termos 

diversidade genética - variabilidade genética - variação genética - genética, dentro de cada 

edição publicada. A inclusão do CSG newsletter se fez por ser um dos, se não o principal 

site que aborda sobre os crocodilianos em todo o mundo. 

Como critérios de inclusão foram usados os documentos que abordassem qualquer 

metodologia molecular para avaliar a diversidade genética intraespecífica e interespecífica 

entre crocodilianos. Foram excluídos estudos realizados especificamente em zoológicos 

europeus, estudos que tiveram foco em desenvolvimento de marcadores moleculares ou 

análises restritas a bioinformática, sem isolamento de material genético e que não 

avaliaram a diversidade genética molecular dentro de crocodilianos. Estudos que tiveram 

abordagem especificamente paleontológica, de múltipla paternidade, sistemas de 

acasalamento/parentesco e filogenética, na qual não apresentaram o estudo da diversidade 

genética entre crocodilianos, através de técnicas moleculares, como um dos objetivos da 

pesquisa, foram também excluídos. Na condução dessa pesquisa foram incluídas 

dissertações de mestrado, doutorado e artigos que estivessem disponíveis em uma das 

bases descritas anteriormente, livros e capítulos de livro, foram excluídas. Para os 

documentos que apareceram em mais de uma das bases, foi selecionado somente um e 

triado, para evitar duplicações. Publicações que não eram de acesso aberto na plataforma, 

foram obtidas através do Sci-Hub ou ResearchGate, para evitar dependência do tempo de 

resposta dos autores os documentos que precisavam ser solicitados diretamente ao autor 

também foram excluídos.  

 

http://www.iucncsg.org/
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 4.2 Levantamento e organização dos Dados 

 

Para organizar e facilitar a extração de dados dos documentos selecionados, foi criada 

uma planilha online no Google Sheets. As informações foram estruturadas em colunas com 

os seguintes parâmetros: 1 Ano de Publicação: Registra o ano em que cada documento foi 

publicado. A partir desses dados, foi gerado um gráfico ilustrando a distribuição temporal 

das publicações (Figura 1 e 2). 2 Autor(es): Inclui o(s) autor(es) de cada publicação. 3 Título: 

Apresenta o título completo do documento. 4 Idioma: Especifica o idioma em que o 

documento foi publicado. 5 Tipo de Publicação: Classifica os documentos em categorias 

como artigo, tese, dissertação ou publicação no CSG. As colunas 2 e 3 foram inseridas com 

a finalidade de organização e identificação dos documentos, não sendo utilizadas para a 

análise quantitativa de dados. 6 Localização da Amostragem: Indica a origem geográfica 

das amostras analisadas nos estudos, considerando o nível de país, mesmo que mais de 

uma amostra veio de tal país, ele foi considerado somente uma vez por estudo, mantendo 

esse padrão para todos os estudos. Com base nesses dados, foi elaborado um mapa para 

visualizar a distribuição geográfica das amostras (Figura 4). 7 Espécie: Lista as espécies-

alvo da pesquisa, cujos DNAs foram efetivamente extraídos e analisados em cada estudo. 

Não foram consideradas as espécies utilizadas como grupos externos ou comparativos de 

outros estudos. 8 Método Molecular Utilizado: Descreve o(s) método(s) molecular(es) 

empregado(s) e qual marcador molecular utilizado em cada publicação para a análise da 

diversidade genética. Com essas informações, foi elaborada uma tabela comparativa 

destacando as vantagens, desvantagens e os respectivos autores que utilizaram cada 

método (Tabela 2). 9 Tipo de Amostra Biológica: Especifica o tipo de material biológico 

utilizado para a extração de DNA em cada estudo. A partir dessas informações, foi gerado 

um gráfico para visualizar a frequência e a diversidade das amostras biológicas utilizadas 

ao longo das publicações (Figura 5). 10 Método de Extração de DNA: Apresenta os 

métodos de extração de DNA empregados em cada estudo. Com base nessas informações, 

foi criada uma tabela que destaca os métodos mais frequentemente utilizados ao longo das 

publicações (Tabela 1). Os estudos que abordaram mais de um método de extração, foram 

organizados como um método específico, não entrando na soma dos estudos que 

abordaram somente um método, mesmo que um dos protocolos tenha sido comum. Essa 

estruturação permitiu a organização sistemática dos dados, facilitando a análise 

comparativa e a visualização dos principais métodos e características relacionadas aos 

estudos sobre a diversidade genética em crocodilianos. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Escala temporal da diversidade genética em crocodilianos  

Foram selecionados 194 documentos para a triagem inicial, encontrados na escala 

temporal de 1989 até 2024. Após a lida minuciosa dos documentos e a partir dos critérios 

de exclusão citados acima, 55 documentos foram excluídos, tendo um retorno de 139 

publicações, incluindo: 5 dissertações de mestrado (3,6%), 2 teses de doutorado (1,4%), 2 

publicações no site CSG newsletter (1,4%) e 130 artigos científicos (93,5%). O idioma mais 

utilizado foi o inglês, sendo o idioma de 133 (95,7%) publicações, seguido por português e 

espanhol, ambos com 3 (2,2%) documentos cada. Os documentos selecionados se 

estenderam do ano de 1994 a 2024. Analisando-se o intervalo de 5 anos, a partir de 1994, 

e estendendo-se até o ano de 2024, observa-se aumento progressivo no número de 

publicações (Figura 1).  

Figura 1 – Quantidade de estudos publicados a cada 5 anos com objetivo de 
avaliar diversidade genética em crocodilianos. 
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5.2 Espécies de crocodilianos em estudos de diversidade genética  

No presente estudo de revisão, foram identificadas 25 espécies de crocodilianos. Elas 

foram organizadas conforme a frequência em que apareceram como foco dos estudos, 

sendo distribuídas nas famílias: Alligatoridae (89 estudos), nos seguintes gêneros: Alligator 

(n= 21), Caiman (n= 41), Melanosuchus (n= 7), Paleosuchus (n= 20); Crocodylidae (n= 164 

estudos) representada pelos gêneros Crocodylus (n=145), Osteolaemus (n=14), Mecistops 

(n=5), e Gavialidae (n= 16 estudos) com os gêneros Gavialis (n= 9), Tomistoma (n= 7) 

(Figura 2). 

O gênero Mecistops foi o único que não teve todas as suas espécies analisadas, 

sendo Mecistops leptorhynchus (Bennett, 1835) a única espécie que não foi alvo de 

nenhuma das publicações levantadas. As quatro espécies mais frequentes estudadas 

foram Crocodylus acutus (Cuvier, 1807), que apareceu em 30 publicações, em seguida 

Crocodylus porosus (Schneider, 1801) com 19, Crocodylus moreletii (Duméril & Bibron, 

1851) com 18, e então o primeiro representante da família alligatoridae, o Caiman latirostris 

(Daudin, 1802) com 17 estudos. No nível de subespécie, foram identificadas quatro: três do 

gênero Caiman (C. c. crocodilus, C. c. fuscus e C. c. apaporiensis) e uma do gênero 

Osteolaemus (O. t. tetraspis) (Figura 3).  

 

Figura 2 - Quantidade de estudos de diversidade genética representado por família de 

crocodilianos no período de 1994 a 2024. 
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Figura 3 - Espécies de crocodilianos identificadas nos estudos de diversidade genética no período de 1994 a 2024. 
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5.3 Origem geográfica das amostras 

 

No total, foram identificadas amostras de espécies provenientes de 59 países 

diferentes. Para visualizar a frequência na qual se deu a origem de cada amostra, foi gerado 

um mapa de calor (Figura 5). Os países mais citados foram Brasil, com 19 ocorrências, 

seguido por China, com 18, pelos Estados Unidos, com 17, e pelo México e Colômbia, com 

13 ocorrências cada. Além disso, em sete publicações, a localização das amostras não foi 

informada. 

Figura 4 - Mapa global representando a quantidade e procedência das amostras de 

crocodilianos nos estudos sobre diversidade genética, no período de 1994 a 2024.

 

 5.4 Tipos de Amostras Biológicas 

 

O tipo de amostra biológica utilizada para extração de DNA, variou entre os estudos 

analisados. Foram utilizadas 12 tipos diferentes de amostras, sendo elas: sangue, escama, 

tecido, músculo, membrana corioalantóide, cordão umbilical, ovo, tecido ósseo, swab oral, 

escama seca, coração e fígado. Entretanto, alguns estudos, utilizaram mais de uma 

amostra biológica, sendo realizadas, no total, 20 combinações diferentes (Figura 6). As 

combinações de amostras mais utilizadas foram: somente sangue (32,4%) e somente 

escama (30,9%).
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Figura 5 - Tipos de amostras biológicas utilizadas por estudos de diversidade genética em crocodilianos avaliados no período de 1994 a 

2024. 
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5.5 Métodos de extração de DNA 

Os dez métodos de extração de DNA mais utilizados nos estudos foram organizados na tabela 1. Conforme, mostrado abaixo, o método 

mais utilizado foi o proposto por Sambrook et al. (1989), o método a base de fenol/clorofórmio, usado em 21 estudos, seguido pelo do kit 

DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) usado em 17 estudos. Contudo, sete estudos não informaram o método de extração/isolamento de DNA 

utilizado. Os métodos menos utilizados foram: Protocolo Sambrook et al. (1989) e Palumbi (1996) a base de fenol/clorofórmio, Protocolo 

Chong et al. (2000) também a base de fenol/clorofórmio e o Protocolo Doyle & Doyle (1987) com base no CTAB 2%, utilizados em 3 estudos 

cada.  

Tabela 1 - Metodologias de extração de DNA utilizadas nos estudos de diversidade genética, com os princípios de cada método, vantagem, 

desvatangem e as amostras utilizadas em cada protocolo, no período de 1994 a 2024. 

Método de extração e seu 
princípio 

Tipo de amostras 
usadas 

Vantagem Desvantagem 
Referências 

Protocolo Sambrook et al. 
(1989) - Fenol/Clorofórmio 

Sangue, Escama, 
Tecido, Músculo, 
Membrana 
Corioalantóide 

Menor custo Menos prático Balaguera-Reina et al. (2020, 2020); Díaz-Moreno et al. (2021); Farias et al. (2004); 
FitzSimmons et al. (2001); Hrbek et al. (2008); Milián-García et al. (2011); Muniz 
(2012); Sharma et al. (2021, 2021); Singh et al. (2024); Thoisy et al. (2006); 
Vasconcelos et al. (2006, 2008); Vasconcelos et al. (2024); Wang et al. (2006); Wu et 
al. (2002); Xu et al. (2005); Xu & Fang (2006); Zhai et al. (2017); Zucoloto et al. 

(2006). 

kit DNeasy Blood and Tissue 
(Qiagen) - Tecnologia de 
colunas de membrana de 
sílica 

Sangue, Escama, 
Tecido, Músculo, 
Cordão Umbilical, 
Membrana 
Corioalantóide, 
Coração 

Maior 
praticidade 

Maior custo 
Barão-Nóbrega (2021); Campos et al. (2018); Chattopadhyay et al. (2019); 
Cunningham et al. (2016); Hekkala et al. (2015); Hernandez-Rangel et al. (2023); 
Mauger et al. (2017); Moncada-Jimenez et al. (2023); Pacheco-Sierra et al. (2016); 
Pan et al. (2021); Roberto et al. (2021); Rossi et al. (2020); Sharma et al. (2024); 
Villegas et al. (2022); Wilkie. (2022, 2024); Yang et al. (2023). 
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    Continuação...  
  

 

Método de extração e seu 
princípio 

Tipo de amostras 
usadas 

Vantagem Desvantagem 
Referências 

DNEasy tissue kits 
(Qiagen,Valencia,CA) - 
Tecnologia de colunas de 
membrana de sílica 

Sangue, Escama, 
Tecido, Músculo, 
Ovo, Tecido 
Ósseo, Escama 
Seca 

Maior 
praticidade 

Maior custo 

Bishop et al. (2009); Eaton et al. (2009); Hekkala et al. (2010); Hoog et al. (2023); 
Russello et al. (2006); Ryberg et al. (2002); Smolensky et al. (2015); Yu et al. (2010). 

Protocolo Sambrook & 
Russel (2001) - 
Fenol/Clorofórmio 

Sangue, Tecido 
Menor custo Menos prático 

Meganathan et al. (2009, 2010, 2011); Li et al. (2007); Nie et al. (2012, 2012, 2013); 
Yan et al, (2006). 

Protocolo Murray & 
Thompson (1980) - CTAB 1% 

Sangue, Músculo 
Menor custo Menos prático 

Amavet et al. (2007, 2008, 2009, 2012, 2015, 2017, 2023). 

kit de extração de DNA 
PureGene (Minneapolis, MN) 
- Precipitação seletiva do 
DNA 

Sangue, Escama, 
Tecido, Músculo 

Maior 
praticidade 

Maior custo 

Balaguera-Reina et al. (2021); González-Trujillo et al. (2012); Parks et al. (2023); 
Weaver et al. (2008). 

NucleoSpin kit for DNA 
extraction (Macherey-Nagel, 
Düren, Germany) - 
Tecnologia de colunas de 
membrana de sílica 

Escama 

Maior 
praticidade 

Maior custo 

Castillo-Rodríguez et al. (2024); Milián-García et al. (2015, 2017, 2018). 

Protocolo Sambrook et al. 

(1989) e Palumbi (1996) - 
CTAB 1% e 
Fenol/Clorofórmio 

Sangue, Escama, 
Tecido 

Menor custo Menos prático 

Bashyal et al. (2012, 2014); Venegas-Anaya et al. (2008); 

Protocolo Chong et al. (2000) 
- Fenol/Clorofórmio 

Sangue 
Menor custo Menos prático 

Kaur & Ong, (2011); Kaur et al. (2013); Shafiei-Astani et al. (2015). 

Protocolo Doyle & Doyle 
(1987) - CTAB 2% 

Escama, Tecido 
Menor custo Menos prático 

Muniz et al. (2019); Nadarajan et al. (2022); Roberto et al. (2020). 
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5.6 Métodos Moleculares para Avaliar a Diversidade Genética 

Os métodos usados para a avaliação da diversidade genética, foram divididos em: 1- baseados no sequenciamento (Sanger 

ou NGS, ddRAD-seq/DArTseq/RAD-seq), e 2- baseados na PCR (ISSR-PCR, PCR-RFLP, RAPD-PCR e AFLP-PCR). Dentro de 

cada método, diferentes regiões foram utilizadas como mostrado nas tabelas 2 e 3. O método que mais foi usado nos estudos foi 

o método de sequenciamento sanger ou NGS, sendo frequente em 79 publicações (56,8%), abrangendo, tanto sequenciamento de 

genoma, de mtDNA completo ou marcadores moleculares do mtDNA, DNA nuclear e microssatélites (Tabela 2). Os marcadores 

moleculares mais utilizados para o método de sequenciamento sanger ou NGS foram: o CytB utilizado em 36 publicações (40,4%), 

COI em 22 (24,7%) publicações e então os microssatélites, em 18 publicações (20,2%). Já segundo método molecular mais utilizado 

foi a PCR com 39 estudos (28,1%) (Tabela 3). Os métodos moleculares menos utilizados foram AFLP-PCR e PCR-RFLP, cada um 

com duas publicações apenas (Tabela 3), ambas utilizaram o DNA nuclear para avaliar a diversidade genética.  

 

Tabela 2 – Dois tipos de sequenciamento usados nos estudos, com os autores que utilizaram tal método e qual região do DNA foi 

avaliada e os marcadores moleculares utilizados 

Método Molecular 
Região do DNA 

Avaliada 

Marcador 
Molecular Usado 

Referências 

Sequenciamento 
(Sanger ou NGS) 

Genoma - Gvoždík et al. (2024); Yang et al. (2023). 

mtDNA Completo Li et al, (2007); Feng et al, (2010); Meganathan et al, (2011); Man et al, (2011); Srikulnath et al, (2012), Pan 
et al, (2021). 

 

 

 

 

 

 ATP8, CR, COI, 
COII Cox1, CytB, 
CytB-CR, D-loop, 
ND3, ND4L, ND 
6-tRNAglu, 
trnP,trnF, VNTR, 
12sRNA 

Amavet et al. (2023); Balaguera-Reina et al. (2020, 2020, 2021, 2022); Bittencourt et al. (2019); Bloor et al. 
(2015); Díaz-Moreno et al. (2021); Farias et al. (2004); Glenn et al. (2002); Hernandez-Rangel et al. (2023); 
Kaur et al. (2013); Luck et al. (2012); Meganathan et al. (2013); Meredith et al. (2011); Milián-García et al. 
(2017, 2018); Moncada-Jimenez et al (2023); Mobaraki, FitzSimmons & Abtin Mugger (2014); Md Adzhar & 
Hassan (2017); Muniz (2012); Nadarajan et al. (2022); Parks et al. (2023); Posso-Peláez, Ibáñez & Bloor 
(2018); Ray et al. (2004); Ray & Densmore (2003); Roberto et al. (2020, 2021); Rochford et al. (2016); 
Schmitz et al. (2003); Serrano-Gomez et al. (2016); Sharma et al. (2021); Vasconcelos (2005, et al. 2006, et 
al. 2008); Villegas et al. (2022); Venegas-Anaya et al. (2008); Vasconcelos et al. (2024); Xu & Fang (2006). 
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Continuação …    

Método Molecular 
Região do DNA 

Avaliada 
Marcador 

Molecular Usado 
Referências 

 

mtDNA e DNA 
nuclear 

mtDNA (CytB, 

CytB-CR, COI, D-
loop, ND4, 12s 
RNA, 16sRNA) e 
DNA nuclear (C-

mos, LDH-A, 
nDNA; MYC, 
RAG-1, VNTR) 

Borges et al. (2018); Eaton et al. (2009); Hrbek et al. (2008); Kaur & Ong (2011); Meganathan et al. (2010); 
Smolensky et al. (2015); Shirley et al. (2014, 2014); Tabora et al. (2012). 

 
DNA Nuclear COX1, MHC, 

TTR intron 1 
Liu et al, (2007); Willis (2009); Jaratlerdsiri et al, (2012); Ghosh et al., (2019). 

 

mtDNA e 
microssatélites 

CR, CytB, D-loop, 
ND4, rRNA, 
tRNAThr, 
tRNAPro, 
tRNAPhe, 
12sRNA, 
16sRNA, 

Amavet et al. (2017); Ariyaraphong et al. (2023); Godshalk (2006); González-Trujillo et al. (2012); Hekkala et 
al. (2015); Lapbenjakul et al. (2017); Milián-García et al. (2015); Nguyen et al. (2018); Rossi et al. (2020); 
Russello et al. (2006); Sharma et al. (2021); van Asch et al. (2019); Velo-Antón et al. (2014); Weaver et al. 

(2008). 

 

mtDNA, DNA 
Nuclear e 

Microssatélites 

CytB, CR-D-loop, 

COI (mtDNA) e 

C-mos, LDHA, 

Rag1 (DNA 

nuclear) 

Milián-García et al. (2011); Straková (2013). 

 
DNA Nuclear e 
Microssatélites 

MHC 
Nie et al, (2012, 2013); Zhai et al, (2017). 

Sequenciamento Sanger 
e ddRAD-seq 

mtDNA CytB 
Muniz et al. (2018). 

Sequenciamento NGS 
(dRAD-seq/ 

DArTseq/sRAD-seq) 

DNA Nuclear SNP 
Avila-Cervantes et al. (2020); Barão-Nóbrega (2021); Cao et al. (2020); Chattopadhyay et al. (2019); Fukuda 
et al. (2019); Lloyd-Jones et al. (2023); Milián-García et al (2020); Wilkie (2022, et al. 2024)  
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Tabela 3 Os métodos de PCR, ISSR-PCR, PCR-RFLP, RAPD-PCR e AFLP-PCR, com 

os autores que utilizaram tal método e qual região do DNA foi avaliada, para cada 

método molecular. 

 

Método 
Molecular 

Região do DNA 
Avaliada 

Autores que Usaram 

PCR Microssatélites Alarcón & Montenegro (2012); Amavet et al. (2008, 
2012, 2015); Bashyal (2012, et al. 2014); Bishop et al. 
(2009); Campos et al. (2018); Castillo-Rodríguez et al. 
(2024); Chaeychomsri et al. (2008); Cunningham et al. 
(2016); Davis et al. (2002); Dever et al. (2002); Dever & 
Densmore (2001); FitzSimmons et al. (2001); Glenn et 
al. (1996); Hekkala et al. (2010); Hinlo et al. (2014); 
Hoog et al. (2023); Jogayya et al. (2013); Mauger et al. 
(2017); Muniz et al. (2019); Pacheco-Sierra et al. 
(2016); Pan et al. (2019); Quirino et al. (2023); 
Rodriguez et al. (2008); Ryberg et al. (2002); 
Saldarriaga-Gómez et al. (2023); Serna-Lagunes, 
González & Díaz-Rivera (2012); Sharma et al. (2024); 
Singh et al. (2024); Thoisy et al. (2006); Vashistha et al. 
(2021); Verdade et al. (2002); Villela et al. (2008); Xu et 
al. (2005); Yu et al. (2010); Zucoloto et al. (2006, 2021) 

ISSR-PCR Microssatélites Machkour-M’Rabet et al. (2009); Nie et al. (2012); 
Shafiei-Astani et al. (2015). 

PCR-RFLP mtDNA Meganathan et al. (2009). 

Genoma Aggarwal et al. (1994). 

RAPD-PCR DNA Nuclear Amavet et al. (2007, 2009); Murillo, et al. (2008); Wu et 
al. (2002). 

AFLP-PCR DNA Nuclear Wang et al. (2006); Yan et al. (2006). 
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6 DISCUSSÃO  

 

A análise da variação genética intraespecífica (numa mesma espécie) é 

fundamental para entender a dinâmica das populações e a conectividade entre diferentes 

grupos, influenciada por fatores ambientais, barreiras geográficas e histórico evolutivo. 

(VERDADE et al. 2021; VALE & DOS SANTOS MARTINS, 2023). Por outro lado, a 

variação interespecífica (entre diferentes espécies) é essencial para a definição das 

relações evolutivas e da taxonomia dos crocodilianos. Estudos genéticos têm revelado 

que algumas espécies anteriormente consideradas como populações distintas podem, 

na verdade, representar linhagens evolutivas separadas. Da mesma forma, espécies 

morfologicamente similares podem apresentar diferenças genéticas significativas, 

justificando revisões taxonômicas e reforçando a necessidade de conservação de 

linhagens geneticamente diferenciadas (BALAGUERA-REINA et al., 2020; ROBERTO et 

al. 2021; VERDADE et al. 2021).  

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar uma revisão 

sistemática relacionada com estudos de diversidade genética em crocodilianos, num 

intervalo temporal de 1994 a 2024.Com os dados analisados numa escala temporal de 

5 anos, verificou-se uma linha crescente de publicações, inferindo que essa área 

continua sendo de interesse para a comunidade científica, dando fortes indícios de um 

aumento progressivo sobre essas publicações para os próximos anos. 

Como descrito por Mazzotti et al. (2009), Somaweera et al. (2020) e Strickland et 

al. (2023), os crocodilianos possuem diversos papeis no ecossistema, sendo, portanto, 

de extrema importância para o equilíbrio ecossistêmico. Atualmente, são descritas  26 

espécies de crocodilianos (EATON 2010; HEKKALA et al. 2011; SHIRLEY et al. 2014, 

2018; VLIET et al. 2024) e destas, na presente revisão foram identificadas 25 espécies, 

o que mostra  a grande representatividade do grupo dentro dessa temática, ficando de 

fora apenas a espécie Mecistops leptorhynchus (Bennett, 1835), mas como abordado 

em Shirley et al. (2018), esse é um epiteto que foi elevado a espécie recentemente, então 

é necessário revisões taxonômicas para confirmar se ela foi ou não abordada nos 

estudos. O Crocodylus acutus, foi a espécie mais estudada (30 vezes) por se tratar de 

um animal que possui grande distribuição, cerca de 18 países, dentre esses países, 

sendo ela uma das duas espécies de crocodilianos que ocorre em um dos países de 

mais investimento na pesquisa, o Estados Unidos (ROSSI et al. 2020; VILLEGAS et al. 

2022 e. somado a isso, e talvez o motivo principal, essa é uma espécie que se encontra 
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em status vulnerável, segundo a IUCN Red list. Em seguida o Crocodylus porosus 

apareceu em 19 estudos, e como dito em Fukuda et al. (2019), é a espécie possui a 

maior amplitude geográfica de ocorrência entre os crocodilianos, mostrando o porquê de 

ser uma espécie bastante estudada. Logo após o Crocodylus moreletii (18 estudos), se 

mostra uma espécie importante por ocorrer em áreas de hibridização com o C. acutus, 

como mostra Pacheco-Sierra et al. (2016) e Wilkie (2022). Por fim, o primeiro 

representante da família alligatoridae, Caiman latirostris (17 estudos), mostrando sua 

importância por ser um crocodiliano de ampla distribuição geográfica e estar presente 

em grande parte da América do Sul (Roberto et al. 2020; Amavet et al. 2023). Além disso, 

4 subespécies também foram identificadas, três do gênero Caiman (C. c. crocodilus, C. 

c. fuscus e C. c. apaporiensis) e uma do gênero Osteolaemus (O. t. tetraspis). Estes 

achados são importantes para o direcionamento de planos de manejo e conservação 

específicos em crocodilianos (RAY & DENSMORE, 2003; BALAGUERA-REINA et al. 

2020, 2022; DÍAZ-MORENA et al. 2021)  

Dos 193 países distribuídos pelo globo, 59 estavam presentes nas publicações, e 

em todos os continentes, exceto nos pólos, tendo sua maior diversidade distribuída pelo 

continente americano e africano (RIFF et al. 2012; GRIGG e KIRSHNER, 2015; 

FIGUEIREDO, 2019).  

Os estudos selecionados utilizaram diversos grupos de amostras biológicas, como: 

1- métodos não invasivos (sangue, membrana corioalantóide, swab oral, ovo); 2- 

métodos pouco invasivos (escama, músculo, cordão umbilical, escama seca); e 3- 

métodos pós morte (necrópsia como tecido ósseo, coração e fígado) (YANG et al. 2023; 

SHARMA et al. 2024). Além disso, alguns artigos realizaram combinações de amostras 

biológicas como em descrito por Hekkala et al. (2015), Hoog (2023) e Schmitz et al. 

(2003). Essas combinações usadas nos documentos se mostraram efetivas, 

principalmente para um maior rendimento na obtenção de DNA dos crocodilianos. Entre 

as amostras utilizadas nos estudos selecionados, sangue e escama foram as mais 

frequentes, provavelmente porque são amostras biológicas de fácil acesso, além de 

possuírem várias formas de serem armazenadas sem que o DNA seja muito degradado 

(SEUTIN, WHITE & BOAG 1991). 

Em relação aos procedimentos utilizados para obtenção de DNA, todos se 

mostraram eficientes (VENEGAS‐ANAYA et al. 2008; ROBERTO et al. 2020; HOOG, 

2023; MONCADA-JIMENEZ et al. 2023; PARKS et al. 2023; CASTILLO-RODRÍGUEZ et 

al, 2024; VASCONCELOS et al. 2024). Contudo, o método mais utilizado foi o protocolo 
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de Sambrook et al. (1989). O método é a base de fenol/clorofórmio, e utiliza um conjunto 

de reagentes e condições que permitem a ruptura da célula, liberação do DNA e sua 

purificação, sendo utilizado por 21 estudos, para extração de amostras biológicas como 

sangue, escama, tecido, músculo, e membrana corioalantóide, demonstrando uma boa 

flexibilidade para extração de diferentes tipos de amostra (FARIAS et al. 2004; 

BALAGUERA-REINA et al. 2020; SHARMA et al. 2021). Uma das maiores vantagens da 

utilização deste método pelos estudos é o baixo custo, por ser uma técnica realizada “in 

house”.  

O método de Sambrook & Russel (2001), tem a mesma base do protocolo de 

Sambrook et al. (1989), porém inclui métodos mais rápidos e eficientes, uso de novos 

reagentes comerciais, extrai DNA em larga escala, e utiliza técnicas de purificação. O 

protocolo foi utilizado por 8 estudos, para amostras biológicas de sangue e tecido 

(MEGANATHAN et al. 2009; 2011). O método “in house” de Murray & Thompson (1980), 

descrito em 7 estudos, utilizou o detergente catiônico brometo de 

hexadeciltrimetilamônio (CTAB) a 1%, para auxiliar no rompimento das membranas 

celulares e facilitar a remoção de contaminantes, como proteínas, lipídios e 

polissacarídeos, a partir de sangue e músculo (AMAVET et al. 2015; 2023). 

Além disso, modificações no protocolo “in house,” foram realizadas em 6 das 

publicações, como adição de CTAB a 1% para extração de DNA (Sambrook et al.,1989; 

Palumbi, 1996); e as realizadas por Chong et al. (2000). E os estudos que usaram o 

protocolo de Sambrook et al. (1989) em conjunto com Palumbi (1996) usaram sangue, 

escama e tecido para a extração (BASHYAL et al. 2012; 2014). Já os estudos que 

utilizaram o protocolo de Chong et al. (2000) utilizaram apenas sangue, como amostra 

biológica (KAUR et al. 2013; SHAFIEI-ASTANI et al. 2015).  

A última técnica elencada “in house”, porém com seu princípio à base de CTAB 2%, 

foi a do protocolo de Doyle & Doyle (1987) utilizaram escama e/ou tecido como amostras 

biológicas (NADARAJAN et al. 2022; ROBERTO et al. 2020).  

Para as extrações à base de kits, podemos destacar: 1- O kit DNeasy Blood & 

Tissue da Qiagen, que se baseia  em um processo de purificação do DNA por colunas 

de membrana de sílica e com tampões específicos que facilitam a ligação do DNA à 

coluna, seguido pela lavagem e eluição do DNA puro. Este kit foi utilizado em 17 

publicações e foi o método que teve maior diversidade de amostras: sangue, escama, 

tecido, músculo, cordão umbilical, membrana corioalantóide, e coração, mostrando 

também uma grande versatilidade para diferentes tipos de amostra (QIAGEN. DNeasy 
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Blood & Tissue Handbook. 2020; SHARMA et al. 2024; YANG et al. 2023). Entretanto, a 

desvantagem da utilização dessa técnica pode ser o custo, quando comparado aos 

métodos “in house”. 

Oito estudos, envolveram o uso do kit DNEasy tissue, que também usa colunas de 

membrana de sílica (QIAGEN. DNeasy Tissue Handbook. 2020). Nestes estudos, as 

amostras biológicas utilizadas foram:  sangue, escama, tecido, músculo, ovo, tecido 

ósseo, e escama seca (BISHOP et al. 2009; HEKKALA et al. 2010; HOOG, 2023). A 

única desvantagem atribuída ao kit é o custo. 

Além disso, dois outros kits foram elencados: o kit de extração de DNA PureGene 

(Minneapolis, MN) e o NucleoSpin kit for DNA extraction (Macherey-Nagel, Düren, 

Germany), ambos utilizados em 4 publicações. O kit PureGene se utiliza da precipitação 

seletiva de proteínas no isolamento do DNA em solução, enquanto os kits baseados em 

coluna de membrana de sílica, o DNA se liga à coluna. As amostras biológicas utilizadas 

foram: sangue, escama, tecido e músculo (WEAVER et al. 2008; QIAGEN. PureGene 

DNA Purification Handbook. 2020; PARKS et al. 2023). Já o kit NucleoSpin, segue a 

mesma base dos outros dois kits já citados acima, utiliza tecnologia de colunas de 

membrana de sílica, porém só foi usado para extração de DNA de escama ( 

MACHEREY-NAGEL. NucleoSpin DNA Purification Handbook. 2021; CASTILLO-

RODRÍGUEZ et al. 2024). Contudo, pode-se notar que todos os métodos foram 

eficientes na obtenção de DNA, porém, não é possível afirmar que tais métodos que não 

utilizaram amostras variadas não sirvam para outros tipos de amostras. São necessários 

mais estudos que avaliem esses diferentes tipos de amostras. 

Várias metodologias foram utilizadas para avaliar a diversidade genética em 

crocodilianos. Sendo alguns a base de sequenciamento, e outros a base de PCR, 

podendo estar associados ou não às enzimas de restrição. Contudo, observou-se nos 

estudos que o sequenciamento foi o método mais comum, presente em 79 publicações. 

Essa técnica possibilita avaliar diferentes regiões ou fragmentos DNA para inferir 

diversidade genética (TABORA et al. 2012; ROBERTO et al. 2020; MILIÁN-GARCÍA et 

al. 2020; AMAVET et al. 2023; GVOŽDÍK et al. 2024). 

O sequenciamento do genoma completo permite ter cobertura total do genoma, 

com alta resolução, exploração de regiões não codificantes, avalia variações genéticas 

únicas, possibilitando o rastreamento de declínios históricos e estimativa de tempos de 

divergência. Entretanto, essa técnica demanda alto custo devido à alta tecnologia, 

complexidade, demanda computacional alta, foca apenas no genoma nuclear, não leva 
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em consideração o mtDNA, e assim, não investiga de fato os eventos que ocorreram no 

passado (YANG et al. 2023; GVOŽDÍK et al. 2024). 

O sequenciamento do mtDNA completo ou de marcadores moleculares, como o 

citocromo B (CytB), é um marcador versátil, útil para pesquisas filogenéticas, no nível 

familiar ou abaixo dele, mostrando o porquê esse marcador foi o mais utilizado entre os 

as publicações que utilizaram sequenciamento para a análise da diversidade genética 

(MEYER, 1994; CASTRESANA, 2001). O uso desse tipo de DNA no sequenciamento 

fornece uma filogenia de alta resolução, e permite a identificação de possíveis espécies 

crípticas, possui simplicidade estrutural comparada ao genoma nuclear. Com ele é 

possível traçar as linhagens maternas e inferir a história evolutiva de fatos que 

aconteceram no passado, além de ser mais acessível que o sequenciamento genômico, 

e de possuir várias cópias por célula, facilitando a extração. Porém, usar apenas o 

mtDNA, sem integração com dados nucleares, limita a inferência sobre a diversidade 

genética total, pois não é possível inferir a linhagem paterna através dessa região; não 

detecta variação no DNA nuclear, que pode conter informações importantes sobre 

adaptação e evolução recente; e o mtDNA, possui baixa taxa de mutação, o que pode 

dificultar o estudo de variabilidade genética (MEGANATHAN et al. 2011; MILIÁN-

GARCÍA et al. 2018; BITTENCOURT et al. 2019; PAN et al. 2021; AMAVET et al. 2023; 

VASCONCELOS et al. 2024). 

O sequenciamento do DNA nuclear não necessariamente precisa ser completo, 

existe a possibilidade de ser por regiões como dos marcadores moleculares, por 

exemplo: o C-mos, RAG1, LDH-4, e o complexo MHC. O uso desse tipo de técnica 

possibilita uma alta resolução na identificação de variantes genéticas, informações 

relevantes para conservação e seleção genética, identificação de genes sob seleção 

adaptativa, permitindo investigar eventos que ocorreram recentemente, possui uma 

maior taxa de mutação, e maior variabilidade, pode ser herdado dos dois progenitores, 

permitindo uma relação genealógica mais completa comparada a somente ao mtDNA. 

Entretanto, sem integração com dados mitocondriais pode limitar a inferência sobre a 

diversidade genética total, não permitindo investigar eventos que ocorreram no 

poassado e possui baixo número de cópias por célula, o que pode dificultar na extração 

do DNA (JARATLERDSIRI et al. 2012; MILIÁN-GARCÍA et al. 2020; BARÃO-NÓBREGA 

2021). 

Seguindo esta linha de pensamento, outros estudos avaliaram sequenciamento de 

ambas as regiões do DNA, tanto do mtDNA, quanto do DNA nuclear. Esse uso 
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combinado concedeu uma visão mais completa da diversidade genética, incluindo as 

contribuições materna e paterna, permitindo investigar tantos eventos recentes (com 

nDNA) quanto os mais antigos (com mtDNA). A avaliação das divergências entre 

espécies ou linhagens, facilita a identificação de híbridos em crocodilianos, intercâmbio 

genético entre populações geograficamente isoladas e o entendimento de padrões de 

dispersão (via mtDNA) e reprodução local (via nDNA). Contudo, existem diferenças na 

taxa de evolução, pois a taxa de mutação dos dois é diferente, podendo subestimar ou 

superestimar as divergências evolutivas. O DNA nuclear apresenta heterozigose  de 

alelos e é possível avaliação de recombinação, exigindo análises mais complexas e 

requer um maior custo. Enquanto o mtDNA é mais direto por sua transmissão clonal, 

porém unir esses dois marcadores, demanda bastante tempo e análises minuciosas 

(HRBEK et al. 2008; MEGANATHAN et al. 2010; TABORA et al. 2012; BORGES et al. 

2018). 

Além disso, alguns estudos combinaram o sequenciamento de regiões do DNA 

mitocondrial e/ou nuclear, com o sequenciamento de regiões microssatélites do DNA. 

Quando se fala do sequenciamento das regiões do mtDNA e nDNA as vantagens e 

desvantagens são as mesmas já citadas, porém com o sequenciamento de 

microssatélites junto a elas, essas vantagens são ampliadas. Os microssatélites, quando 

específicos, são altamente polimórficos, oferecem resolução fina para identificar 

indivíduos, hibridização e gerações subsequentes, estimam o tamanho efetivo 

populacional. Contudo, demandam calibração cuidadosa para evitar erros em 

frequências alélicas; são vulneráveis a artefatos de amplificação; quando não se utiliza 

microssatélites específicos, há uma grande chance de boa parte não amplificar ou não 

ser polimórfico, demandando assim alto custo e tempo para desenvolver microssatélites 

específicos (MILIÁN-GARCÍA et al. 2011; AMAVET et al. 2017; ZHAI et al. 2017; 

VASHISTHA et al. 2020; ARIYARAPHONG et al. 2023). 

O segundo método com base no sequenciamento foi o sequenciamento ddRAD-

seq/DArTseq/sRAD-seq, colocados juntos aqui, porque o princípio é parecido, só muda 

a quantidade de enzimas de restrição utilizadas. No sRAD-seq usa-se uma única enzima, 

já o ddRAD-seq e DArTseq usa duas, mas as enzimas do primeiro são escolhidas 

“manualmente” já o segundo é feito pela empresa “Diversity Arrays Technology”, esse 

tipo de sequenciamento também se utiliza de marcadores mitocôndrias e marcadores 

nucleares. As vantagens da utilização do método em si são: alta resolução genética, 

possibilidade de identificação de milhares de SNPs; é útil para espécies sem genomas 
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bem caracterizados; versátil, pode ser usada para mapeamento genético, estudos 

populacionais e análise evolutiva; custo reduzido em comparação ao sequenciamento 

total do genoma; reprodutibilidade devido à digestão enzimática controlada. Entretanto, 

possui alto custo, alta demanda computacional; cobertura genômica parcial, apenas 

regiões próximas aos locais de corte são sequenciadas e é suscetível a viés de seleção 

de enzimas, pois a escolha das enzimas interfere diretamente na análise dos fragmentos 

(CHATTOPADHYAY et al. 2019; FUKUDA et al. 2019; AVILA-CERVANTES et al. 2020; 

LLOYD-JONES et al. 2023). 

Alguns estudos utilizaram a técnica da PCR para amplificação de microssatélites, 

proporcionando alta resolução na diferenciação populacional, alta taxa de sucesso na 

identificação da origem dos indivíduos. Além disso, o uso de microssatélites altamente 

polimórficos permitiu uma análise detalhada da diversidade genética, permite análise da 

estrutura genômica e do fluxo gênico. O uso de marcadores altamente informativos, 

possibilita a identificação de eventos genéticos recentes, podendo ser usados para 

diversidade genética entre populações, identificação de híbridos, relações de parentesco 

(paternidade/maternidade) e estrutura populacional. Porém, foca apenas no DNA 

nuclear, não confirma a pureza dos indivíduos, tem dependência de primers específicos, 

pois caso os primers não sejam específicos, pode não ser possível detectar os 

polimorfismos existentes e os processos evolutivos ( BISHOP et al. 2009; AMAVET et al. 

2012; QUIRINO et al. 2023).  

A técnica de ISSR foi utilizada para amplificação de regiões microssatélites. Essa 

técnica possibilita detectar variações em regiões intergênicas e repetitivas, sendo úteis 

para detectar polimorfismos em todo o genoma, proporcionando um panorama mais 

amplo e a genotipagem de organismos sem um genoma de referência. Contudo, 

dificultam a distinção entre heterozigotos e homozigotos; pode ser menos reprodutivo 

por ser sensível a pequenas mudanças nas condições da PCR; não são tão úteis para 

construir filogenias profundas; apesar de mais econômicos, a interpretação demanda 

mais tempo devido à complexidade do perfil multilocus. (ZIETKIEWICZ, RAFALSKI, &  

LABUDA, 1994; NIE et al. 2012; SHAFIEI-ASTANI et al. 2015;).  

A PCR-RFLP, mais uma técnica encontrada nesta revisão sistemática, também 

analisou de regiões do mtDNA ou  nDNA. Nesta técnica, foi possível obter uma alta 

especificidade, dependendo de sítios de restrição analisados; é de baixo custo; pode ser 

usada em qualquer organismo com genoma conhecido; e identifica substituições 

nucleotídicas em regiões do mtDNA e DNA nuclear por meio de cortes específicos. 
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Entretanto, a identificação de novos loci polimórficos exige pré-sequenciamento para 

mapear regiões candidatas; apenas variações dentro de regiões reconhecidas por 

endonucleases podem ser detectadas; necessita de digestão enzimática e eletroforese, 

tornando-a mais trabalhosa do que técnicas diretas de genotipagem, como PCR e 

sequenciamento e detecta apenas variações associadas a sítios de restrição específicos 

(BOTSTEIN et al. 1980; AGGARWAL et al. 1994; MEGANATHAN et al. 2009). 

Já na técnica RAPD-PCR, utilizaram-se apenas marcadores nucleares, contudo 

mostrou ser um método rápido e barato; não requer informações prévias sobre a 

sequência do DNA; é útil para análise de diversidade genética inicial em populações 

cativas; e tem a capacidade de detectar polimorfismos em genomas grandes. Apesar 

disso, pequenas variações nas condições da PCR podem alterar os padrões de bandas, 

deixando esse método com baixa reprodutibilidade, não diferencia indivíduos 

heterozigotos de homozigotos; é menos informativo do que microssatélites ou SNPs e 

possui baixa resolução. Entretanto, alguns autores sugeriram o uso de microssatélites e 

mtDNA para complementar os achados e conferir confiabilidade à pesquisa (Wu et al. 

2002; Amavet et al. 2009). 

Por fim, o último método molecular utilizado foi o AFLP-PCR, utilizado em dois 

estudos, essa técnica permitiu detectar muitos polimorfismos distribuídos ao longo do 

genoma, incluindo regiões codificantes e não codificantes; é útil para espécies de 

crocodilianos sem genoma de referência; não necessita de primers específicos; 

possibilita investigar tanto a diversidade neutra (para medir variabilidade) quanto regiões 

sob seleção (adaptações ecológicas) e é ideal para amostras históricas ou ambientais. 

Todavia, dificulta a comparação entre estudos ou laboratórios diferentes; requer bastante 

tempo laboratorial devido às várias etapas, pois pequenas variações nas condições da 

PCR podem alterar os padrões de bandas e não distinguem homozigotos de 

heterozigotos (WANG et al. 2006; YAN et al. 2006).  

  

 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Em síntese, este estudo mostrou a ampla possibilidade de métodos e amostras 

para se trabalhar com a diversidade genética em crocodilianos, além de reforçar a 

importância desse grupo e mostrar que ele está nos holofotes da ciência, na temática de 

diversidade genética. Algumas técnicas já não são tão comuns atualmente, como: AFLP-
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PCR, RAPD-PCR e PCR-RFLP, porém todos os métodos têm sua eficiência, vantagens 

e desvantagens, logo o método ideal vai ser aquele que vai conseguir responder melhor 

o objetivo de sua pesquisa, combinando quanto tempo disponível para obter os 

resultados e o tipo de financiamento disponível, unindo esses três pilares, vai ser 

possível chegar na técnica ideal para cada tipo de pesquisa.  

Com isso, a genética da conservação permite caracterizar populações 

geneticamente distintas, garantindo que os esforços de conservação sejam direcionados 

de maneira eficiente. A avaliação da diversidade genética também pode contribuir para 

o desenvolvimento de programas de reprodução em cativeiro, evitando a perda de 

variabilidade e promovendo a reintrodução de indivíduos em habitats naturais. A 

aplicação destas técnicas genéticas avançadas permite monitorar o fluxo gênico, 

detectar possíveis riscos e avaliar o impacto das atividades humanas sobre a diversidade 

genética do grupo, tornando mais eficaz os programas de manejo e conservação. 
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