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RESUMO

ASPECTOS MORFOLOGICOS ASSOCIADOS AO DIMORFISMO SEXUAL EM
FILHOTES DE Melanosuchus niger (Spix, 1825) (CROCODYLIA: ALLIGATORIDAE)
NA RESERVA DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL MAMIRAUA,
AMAZONAS

A forma e tamanho do corpo sdo caracteristicas que diferem entre machos e fémeas adultos de
crocodilianos, entretanto, ndo existe relato do dimorfismo sexual para filhotes de Melanosuchus
niger. O presente estudo teve como objetivo analisar a existéncia de dimorfismo sexual em
filhotes de M. niger com base em dados morfoldgicos. Os espécimes analisados foram oriundos
de um experimento de incubacdo artificial. Os ovos foram coletados no Lago Tracaja da
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua. As gbnadas foram analisadas quanto aos
parametros macroscopicos (forma, textura, coloracdo e presenca/auséncia de ducto de Miller)
para verificar se havia dimorfismo sexual. A identificacdo sexual dos filhotes foi confirmada a
partir da analise histolégica do complexo-Gonada-Adrenal-Mesonefro (GAM) conforme
procedimentos de rotina. Para a analise da variacdo da forma utilizou-se a morfologia
quantificada das placas epidérmicas da cabeca dos filhotes a partir de 13 landmarks submetidos
a uma analise de morfometria geométrica. Para isto, foram fotografadas em vista dorsal, a
cabeca dos exemplares e utilizados os softwares TPSUtil, TPSDig2 e MorphoJ para analises. A
analise histoldgica serviu para confirmar o sexo dos individuos analisados. Foram identificados
38 fémeas e 12 machos. Nos testiculos foi possivel observar a presenca da tunica albuginea
associada a medula pouco diferenciada, onde ndo foi observada a presenca de tubulos
seminiferos, apenas a presenca de células vacuolizadas. Associado ao mesonefro observou-se
a presenca de ducto de Muller remanescente. Nos ovarios observou-se a presenca de um epitélio
germinativo evidente, formado por tecido epitelial cuboide simples. Na regido medular

observou-se a presenca de foliculos ovarianos e lacunas medulares. O Ducto de Miller



apresentou-se ligado ao mesonefro pelo mesossalpinge. Foi observado que as caracteristicas
macroscopicas das gbnadas diferem entre os sexos. Os testiculos apresentaram um formato
eliptico com textura lisa e coloracdo amarela. Os ovarios apresentaram textura granulosa,
coloracdo bege clara e associada a ele observou-se a presenca de Ducto de Muller. A analise de
componentes principais (PCA) mostrou variacao na forma das placas epidérmicas da cabeca de
filhotes de M. niger, indicando a presenca de dimorfismo sexual. O Componente Principal 1
(PC1) explicou 52,6 % da variacdo da forma, enquanto o Componente Principal 2 (PC2)
explicou 14,4%, e a variacdo geral explicada por esses dois eixos principais foi de 67,0%. A
andlise de funcdo discriminante confirmou a presenca de dimorfismo sexual (p = 0,01). Foi
observado que as fémeas possuem a regido posterior da cabeca mais longa e larga, e a mandibula
mais curta e estreita. Enquanto a regido posterior da cabeca dos machos € ligeiramente mais
curta e estreita, e a mandibula mais longa e larga. As caracteristicas macroscépicas e
histologicas das gonadas foram semelhantes as encontradas em outras espécies de
crocodilianos. A anélise macroscopica demonstrou-se suficiente para identificar o sexo de
filhotes de M. niger. Em crocodilianos adultos, o dimorfismo sexual pode estar presente na
regido do cranio relacionado evolutivamente ao reconhecimento visual do género. Entretanto,
a selecdo sexual ndo seria tdo relevante para os jovens quanto para os individuos sexualmente
maduros. A varia¢do da forma tanto no crénio quanto na mandibula encontrada em filhotes de
M. niger, sugere que machos e fémeas possivelmente passaram por diferentes processos
ontogénicos. A falta de trabalhos envolvendo o estudo de dimorfismo sexual por meio da
técnica de morfometria geométrica em filhotes de outras populacdes de M. niger e/ou de outras
espécies de crocodilianos, dificulta a comparacdo direta. No entanto, fica claro a importancia
do estudo de dimorfismo sexual em crias de crocodilianos para estimativa da proporgéo sexual,
principalmente se aplicada em popula¢des naturais. Os modelos morfométricos geométricos
podem ajudar a desenvolver representacfes graficas do dimorfismo sexual da cabeca nos
crocodilianos, 0 que torna estes resultados importantes para programas de conservagdo em
condi¢Bes naturais, pois representa uma alternativa n&o-letal as técnicas utilizadas para

identificacdo sexual em M. niger.
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ABSTRACT

MORPHOLOGICAL ASPECTS ASSOCIATED WITH SEXUAL DIMORPHISM IN
HATCHLING OF Melanosuchus niger (Spix, 1825) (CROCODYLIA:
ALLIGATORIDAE) IN THE RESERVE OF SUSTAINABLE DEVELOPMENT
MAMIRAUA, AMAZONAS

The shape and size of the body are characteristics that differ between adult males and females
of crocodilians; however, there is no report about sexual dimorphism for Melanosuchus niger
hatchling. The present study had as objective to analyze the existence of sexual dimorphism in
of M. niger hatchling based on morphological data. The specimens analyzed in this study came
from an artificial incubation experimente. The eggs were collected at Lake Tracaja on
Mamiraua Sustainable Development Reserve. The gonads were analyzed with macroscopic
parameters (shape, texture, color and presence / absence of Miller duct) to verify if there was
sexual dimorphism. The sexual identification of the hatchling was confirmed by the histological
analysis of Gonad-Adrenal-Mesonefro (GAM) complex according to routine procedures. For
the analysis of the variation of the form the quantified morphology of the epidermal plates of
the hatchling' head was used from 13 landmarks submitted to a geometric morphometry
analysis. For this, the heads of the specimens were photographed in dorsal view and the
TPSULil, TPSDig2 and MorphoJ software were used for analysis. Histological analysis served
to confirm the animal’s sex of this study. There were identified, 38 females and 12 males. In
the testes it was possible to observe the presence of the tunica albuginea associated with a little
differentiated marrow, where the presence of seminiferous tubules was not observed, only the
presence of vacuolated cells. Associated with the mesonephro we observed the presence of the
remaining Mduller duct. In the ovaries, the presence of an evident germinative epithelium,
formed by simple cuboid epithelial tissue was observed. In the medullary region the presence

of ovarian follicles and marrow gaps were observed. The Mdiller Duct was connected to the



mesonephro by the mesosalpinge. It was observed that the macroscopic characteristics of the
gonads differ between the sexes. They showed elliptical, smoothly, yellow testes. The ovary
presents granular structure with light beige coloration and associated with the presence of
Muiller's Duct. Principal component analysis (PCA) showed variation in the shape of epidermal
scales of M. niger hatchling, indicating the presence of sexual dimorphism. The Principal
Component 1 (PC1) explained 52.6% of the shape variation, as the Principal Component 2
(PC2) explained for 14.4%, and the overall variation explained by these two main axes was
67.0%. The analysis of discriminant function confirmed the presence of sexual dimorphism (p
=0.01). It was observed that the females have the posterior region of the head longer and wider,
and the jaw shorter and narrower. While the posterior region of the males head is slightly shorter
and narrower, and the jaw longer and wider. The macroscopic and histological characteristics
of the gonads were similar to those found in other species of crocodilians. Macroscopic analysis
was sufficient to identify the sex of M. niger hatchling. In adult crocodilians, sexual dimorphism
may be present in the region of the skull related evolutionarily to visual recognition of the
genus. However, sexual selection would not be as relevant to young people as to sexually
mature individuals. The variation of the shape in both the skull and mandible found in M. niger
hatchling suggests that males and females may have undergone different ontogenic processes.
The lack of work involving the study of sexual dimorphism using a geometric morphometry
technique in hatchling of other populations of M. niger and/or other species of crocodilians
makes difficult direct comparison. However, it is clear the importance of the study of sexual
dimorphism in gilts of crocodilians to estimate the sexual proportion, especially if applied in
natural populations. Geometric morphometric models can help to develop graphic
representations of sexual dimorphism of the head in crocodilians, which makes these results
important for conservation programs under natural conditions, since it represents a non-lethal

alternative to the techniques used for sexual identification in M. niger.

Keys-Word: Amazonia, geometric morphometry, alligator, morphohistology, gonads
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1 INTRODUCAO

Entre as seis espécies de crocodilianos pertencentes a familia Alligatoridae, na
Amazonia brasileira ocorrem quatro espécies, Paleosuchus palpebrosus (Cuvier, 1807) (jacaré-
pagud), Paleosuchus trigonatus Schneider, 1801 (jacaré-coroa), Caiman crocodilus (Linnaeus,
1758) (jacaretinga) e Melanosuchus niger (Spix, 1825) (jacaré-acu) (Thorbjarnarson, 1992;
Ross, 1998). Se considerar como um s sistema, a Amazonia possui a maior biodiversidade de
jacarés do mundo (Da Silveira, 2003).

A espécie M. niger é a maior representante da familia Alligatoridae, sendo que os
machos medem mais de 5 m de comprimento e o0 tamanho médio de uma fémea adulta é de 2,8
m (Thorbjarnarson, 2010). Encontra-se distribuida ao longo da Bacia Amazénica e nas bacias
dos rios Rupununi e Essequibo na Guiana, e na Regido Kaw da Guiana Francesa (Vasquez,
1991). Ocorre em altas densidades, principalmente em ambientes de varzea amazonica
(Villamarin-Jurado, 2009).

As fémeas alcangcam maturidade sexual em torno de dois metros de comprimento, e
produzem em media uma ninhada com 39,3 ovos (Thorbjarnarson, 2010). Assim como 0s
demais membros da familia Alligatoridae, M. niger é uma espécie que constroi monticulos para
nidificar (Greer, 1970). Os ninhos sdo construidos proximos a margem d’agua, a uma distancia
média 2,0 m = 3,3 m (Villamarin-Jurado, 2009). O periodo de incubacédo dos ovos dura de dois
a trés meses (Medem, 1963).

Em crocodilianos a determinagdo sexual ndo é um fator genético, mas sim fenotipico,
pois é dependente da temperatura (DST) (Bull, 1980). Fémeas sdo produzidas em ambas as
temperaturas, altas e baixas, com machos predominando em temperaturas intermediarias, um
padrdo Fémea-Macho-Fémea (FMF) (Lang e Andrews, 1994). A determinacdo sexual em
crocodilianos ocorre durante o0s estagios embrionarios 21 e 24, o que para M. niger equivale a
cerca de 51 a 66 dias de incubacao natural (Coriat e Sharpe, 1996; Vieira, 2011).

A identificacdo sexual de crocodilianos adultos é realizada por inspecdo direta da cloaca
(Chabreck, 1963; Brazaitis, 1969; Verdade, 2003). Para avaliar o tamanho e a estrutura do 6rgao
copulatorio, o pénis ou o clitoris de um crocodiliano previamente imobilizado, é projetado por
inser¢do de um dedo na cloaca (Chabreck 1963, Brazaitis, 1969, Honegger, 1978).

No entanto, como as estruturas genitais externas sdo muito similares entre machos e

fémeas, principalmente em espécimes juvenis, a sexagem por estruturas genitais pode ser
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bastante dificil. A palpacdo com o dedo indicador esticado sé funciona com espécimes de
tamanho total minimo de 75 cm. Para identificar o sexo em crocodilianos juvenis, indica-se um
espéeculo vaginal veterinario, que serve para obter uma melhor percepcao detalhada da cloaca e
das estruturas (Honegger, 1978). Outra possibilidade proposta por Whitacker et al. (1980) é a
protrusdo do 6rgao copulatorio por compressao lateral da regido cloacal, juntamente com uma
flex&o cautelosa da cauda em direcdo ao ventre do crocodiliano.

Contudo, Ziegler e Olbort (2007) relatam que para uma identificacdo bem-sucedida de
sexo em crocodilianos juvenis, 0os meétodos mencionados anteriormente necessitam de
habilidade no reconhecimento das diferengas, relativo a tamanho e as diferentes
particularidades das estruturas genitais masculinos e femininas. Portanto, a identificacdo sexual
de filhotes pode ser bastante dificil devido a similaridades das estruturas genitais entre machos
e fémeas, podendo levar a uma alta taxa de erro de classificacdo (Joanen e Mcnease, 1978).

Apesar dos individuos adultos da espécie M. niger apresentarem dimorfismo sexual
quanto ao seu tamanho corporal, nada se sabe sobre esse aspecto para os filhotes desta espécie.
Segundo Ziegler e Olbort (2007), o dimorfismo sexual, na maioria das espécies de
crocodilianos, somente é visivel ap6s alguns anos de vida, sendo que em embrides e filhotes
recém-eclodidos 0 meio mais seguro para se aferir o sexo sdo estudos histoldgicos das gonadas.
Desta forma, é importante encontrar meios menos invasivos para identificar o sexo em filhotes
de crocodilianos.

A evolucdo do dimorfismo sexual pode resultar, principalmente, de selecdo sexual e/ou
divergéncia de nicho intraespecifica (Hedrick e Temeles, 1989; Shine, 1989). Alguns répteis
sdo sexualmente dimorficos em tamanho total (Fitch, 1981; Smith et al., 1997; Andrews et al.,
2000) ou em relagcdo ao tamanho de certas estruturas corporais (Doughty e Shine, 1995;
Verdade, 2001).

Crocodilianos jovens e adultos, de 40 a 120 cm de comprimento rostro-cloacal,
apresentam a cabeca sexualmente dimdrficas (Webb e Messel, 1978; Hall e Potier, 1994;
Verdade, 2003). Apesar disso, sdo poucos os estudos sobre dimorfismo sexual com filhotes de
crocodiliano e o0s que existem estdo relacionados a analise de morfometria linear. Pifia et al.
(2007) verificaram a presenca de dimorfismo sexual na forma e tamanho do cranio de neonatos
de Caiman latirostris (Daudin, 1802) a partir de medidas de distancias lineares entre pontos de
referéncia.

Em queldnios, uma ferramenta que tem se mostrado bastante eficiente para estimar o

sexo de neonatos € a morfometria geométrica (MG) (Valenzuela et al. 2004; Lubiana e Ferreira-
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Junior, 2009). Este fato sugere que a MG é uma ferramenta interessante para ser testada em
filhotes de outras espécies de répteis, como em crocodilianos.

Uma das principais vantagens da MG sobre os métodos tradicionais € 0 processo atraves
do qual se quantifica a variacdo entre formas, a distancia de procrustes (Rohlf, 1999). A
informacdo da forma € extraida por um procedimento chamado sobreposicao de Procrustes, que
remove a variacdo de tamanho, posicao e orientagdo dos dados em coordenadas de referéncia e
que esta no cerne da morfometria geométrica (Goodall, 1991; Bookstein, 1996; Dryden e
Mardia, 1998; Zelditch et al., 2004). Os dados de forma gerados pela MG possuem maior
poténcia, menor viés e menor erro quadratico médio quando comparados a variaveis geradas a
partir de conjuntos de distancias lineares (Rohlf, 1999, 2000a, b, 2003). Segundo Rohlf e
Marcus (1993), em relacdo a morfometria tradicional a morfometria geométrica é mais eficiente
em capturar a informacéo relacionada a forma dos organismos e apresenta uma maior robustez
estatistica.

Em crocodilianos, a MG tem sido utilizada em estudos sobre as alteracfes ontogenéticas
em espécies de Caimans (Monteiro et al., 1997), em investigacdes de padrdes de variacdo
morfoldgica dos cranios e sua correlacdo com a morfologia funcional (Pierce et al., 2008), no
estudo da influéncia de fatores filogenéticos e ecoldgicos na forma do cranio de Alligatoroidea
e Crocodyloidea (Piras et al. (2009), em estudos de trajetdrias alométricas em diferentes taxons
de Crocodylia para testar hipéteses filogenéticas (Piras et al., 2010), e em estudos de variaces
intraespecifica (ontogenética e de dimorfismo sexual) em individuos juvenis e adultos da
espéecie M. niger (Foth et al., 2013).

Se a andlise de morfometria geométrica na determinacdo sexual de filhotes de
crocodilianos se tornar tdo efetiva quanto para neonatos de queldnios, ela pode substituir as
técnicas atualmente disponiveis, como a do exame cirargico das génadas (Magnusson et al.,
1990) e a eutanasia dos animais para necropsia 0 que ndo é recomendado, principalmente para
espécies ameacadas de extincdo (Pifia et al., 2007). Além de permitir estimar o sexo, este
método, aplicado em populacdes naturais, podera fornecer estimativas mais precisas sobre as
relacfes sexuais de populacfes desta espécie. Esta informacdo é importante para subsidiar
planos de manejo e conservagdo, pois trata-se de uma espécie de grande interesse comercial na
Amazonia.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a presenca de dimorfismo
sexual em filhotes da espécie M. niger com base em dados morfoldgicos a partir da analise de

morfometria geométrica e histomorfologia para confirmag&o do sexo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

A coleta das amostras foi realizada ao longo do Lago Tracajia, na Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua (RDSM), localizada entre a confluéncia dos rios
Solimdes e Japura, préxima a cidade de Tefé, e o canal do Auati-Parana, estado do Amazonas
(Figura 1). A RDSM possui uma érea total de 1.124.000 ha, coberta por florestas e outras
formacdes vegetais sazonalmente alagadas. Mamiraua é a maior unidade de conservacdo em
areas alagadas do Brasil e a Gnica do pais completamente inserida em area de varzea amazdnica
(MCTI/IDSM, 2010).

Legenda
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Figura 1. Area de coleta. Lago Tracaja, Setor Jaraud, Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua,
Amazonas, Brasil. Os pontos pretos representam o local de coleta dos ninhos. Fonte: Instituto de Desenvolvimento
Sustentavel Mamiraud (2018).
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2.2 Coleta e analise dos dados

Todas as amostras de M. niger utilizadas neste estudo (N=48) foram oriundas de um
experimento de incubacdo artificial para estudo de determinagdo sexual, da temporada
reprodutiva de 2013-2014. Para realizagédo desta pesquisa, foi concedida a licenga do Sistema
de Autorizacdo e Informacéo de Biodiversidade — SISBIO/IBAMA sob o nimero 41792-1.

Os ovos foram coletados de trés ninhos de M. niger em outubro de 2013, transferidos
para o laboratério do Instituto de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraua —IDSM e
distribuidos uniformemente em 10 incubadoras com temperaturas diferentes. Cada incubadora
foi preenchida com vermiculita umedecida e a temperatura foi monitorada por um termégrafo
digital. A incubacdo dos ovos durou em média 93 dias.

Os filhotes de M. niger utilizados para este estudo tinham idade entre 61 e 88 dias. A
identificacdo sexual foi confirmada pelo exame histoldgico do complexo Gonada-Adrenal-
Mesonefro (GAM) que se encontra unido ao ducto sexual. Os complexos GAM dos filhotes
também foram analisados quanto aos parametros macroscopicos: forma, textura, coloracao e
presenca/auséncia de ducto de Miiller para verificar a presenca de dimorfismo sexual conforme
Rey (2007) e Otafio et al. (2010).

Para a analise histolégica, o0 GAM foi clivado transversalmente e fixado por 24 h em
formalina a 10%. Apos a fixacdo, os tecidos foram desidratados em séries crescente de etanol,
diafanizados em xilol, e incluidos em parafina. Posteriormente, foram realizados cortes
histoldgicos em séries de 5 um de espessura, montados em laminas de vidro e corados com
Hematoxilina-Eosina (HE). A preparacéo histologica foi realizada no Laboratorio de Histologia
do Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua, conforme protocolo padronizado. A
analise das laminas e a fotodocumentacdo do material histologico foram realizadas em
microscopio de luz, modelo BA410, marca Motic, localizado no laborat6rio de Herpetologia
do Instituto de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud. A analise morfohistologica das
gbnadas foram realizadas segundo Stoker et al. (2003), Rey (2007) e Moore et al. (2010).

Apos a correta identificacdo sexual dos espécimes de M. niger, em busca de uma
ferramenta alternativa para estimar o sexo e evitar a eutandsia de filhotes em estudos
posteriores, utilizamos a morfologia quantificada das placas epidérmicas da cabeca dos filhotes
a partir de pontos anatdmicos ou landmarks repetiveis submetidos a analise de morfometria

geomeétrica.
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As landmarks sdo os pontos homdlogos nos quais as estruturas bioldgicas séo
amostradas e que permitem identificar as variagbes de forma entre as mesmas estruturas
morfologicas nos diferentes exemplares em estudo (Rohlf, 1999). Esses marcos anatdmicos
podem ser classificados como do Tipo I, que séo justaposicdes de tecidos, Tipo I, pontos de
maxima curvatura ou processos morfogenéticos locais e Tipo Il que sdo pontos extremos
definidos por distancias através de uma determinada formula (Bookstein, 1991).

Para verificar a variacdo da forma, foi fotografada em vista dorsal, a cabeca dos
exemplares, com destaque para as placas epidérmicas, utilizando-se uma camera digital Nikon
D70s Coolpix P100, padronizando distancia, angulo e zoom para todas as fotografias. As fotos
foram realizadas em uma mesa estativa com a camera fixada a 25,4 cm de distancia dos
espécimes. Para todas as imagens uma fita métrica foi utilizada para escala.

A posicao da cabeca de alguns individuos ficou fora do padrao em relacédo a posicéo das
demais e para a analise de morfometria geométrica foram analisados apenas 46 cabecas de
filhotes de M. niger.

A criacdo do arquivo de imagem para analise de morfometria foi realizada através do
software TpsUtil (Rohlf, 2006a) e as 13 landmarks (Figura 2) foram registrados no programa
TpsDig2 (Rohlf, 2006b). Neste estudo utilizou-se as landmarks do Tipo | e 1l (Tabela 1). Os
pontos de referéncia incluiram as intersec@es das linhas delineando as placas epidérmicas da
regido dorsal da cabeca dos filhotes. Para garantir a homologia espacial das estruturas, a

inser¢do dos marcos seguiu uma mesma ordem.

Figura 2. Fotografia da cabeca de filhote de Melanosuchus niger ilustrando a localizacdo das 13 landmarks usadas
neste estudo.
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Tabela 1. Definigdo das landmarks aplicadas na regido dorsal das placas epidérmicas da cabeca de filhotes de
Melanosuchus niger.

Landmark Definicéo

1 Ponto anterior do focinho

2 Ponto na lateral esquerda da abertura temporal superior, na altura do 5° dente
3 Ponto na lateral esquerda da abertura temporal superior, na altura do 9° dente.
4 Ponto na protuberancia da placa epidérmica, na lateral esquerda em frente a

abertura ocular esquerda.

5 Ponto na extremidade esquerda da placa craniana, localizada imediatamente

posterior a abertura ocular.

6 Ponto no final da linha esquerda que corta no sentido vertical a placa
craniana.

7 Ponto de curvatura méaxima na regido central posterior da placa craniana.

8 Ponto no final da linha direita que corta no sentido vertical a placa craniana.

9 Ponto na extremidade direita da placa craniana, localizada imediatamente

posterior a abertura ocular

10 Ponto na protuberancia da placa epidérmica, na lateral direita em frente a

abertura ocular direita

11 Ponto na lateral direita na altura do 9° dente.
12 Ponto na lateral direita, na altura do 5° dente.
13 Ponto na regido central da protuberancia da placa epidérmica localizada entre

as extremidades anteriores das aberturas oculares.

Os dados das landmarks foram importados para o programa MorphoJ (Klingenberg,
2011) onde foi realizado a sobreposicdo de Procrustes para extrair informacdo de forma,
eliminado os efeitos de translagéo, rotagéo e escala. Assim, a informagéo sobre o tamanho da
configuracdo do marco é retida no conjunto de dados e fica disponivel para anélises
subsequentes (tamanho de centro de imagem e tamanho de centroide transformado em log)
(Dryden e Mardia, 1998).
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Ainda no MorphoJ, para examinar as principais variacdes da forma e ordenar o arranjo
dos especimes (Machos X Fémeas), foi realizada a analise de componentes principais (Principal
Componentes Analysis — PCA). O objetivo da PCA ¢ verificar se alguns componentes sao
capazes de esclarecer as variagdes nos dados originais (Monteiro e Reis, 1999). Contudo, a
PCA ndo € um teste estatistico, e para verificar a existéncia de diferenca de forma entre os
grupos, no mesmo programa foi realizada a Anélise de Funcdo Discriminante. A visualizagdo
das variacdes de forma evidenciando o dimorfismo sexual foi representada por grades de

deformacéo, baseada em deslocamento de vetores.
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3 RESULTADOS

3.1 Anédlise macroscépica

Analisando macroscopicamente o complexo GAM, observou-se que se localiza anterior
ao rim e posterior ao pulmao, fixado a parede dorsal do corpo do individuo, sendo o conjunto
GAM direito mais alongado que o esquerdo.

O dimorfismo sexual macroscépico das génadas foi observado quanto a forma, textura,
coloracdo e presenca/auséncia do Ducto de Miiller. O testiculo apresenta um formato eliptico
com textura lisa e coloracdo amarela (Figura 3A). O ovario apresenta um formato semelhante
ao testiculo, porém mais enlarguecido, pois recobre horizontalmente a parte ventral da glandula
adrenal o qual esta aderido, formando como se fosse uma Unica estrutura. Apresenta uma textura

granulosa com coloracao bege clara e presenca de Ducto de Muller (Figura 3B).

Figura 3. Macrofotografia do complexo Gonada-Adrenal-Mesonefro (GAM) de filhotes da espécie Melanosuchus
niger. (A) GAM de um macho, destacando-se: adrenal (AD), testiculo (TE) e Rim (RI). (B) GAM de uma fémea,
destacando-se: adrenal (AD), ovario (OV), Ducto de Miller (DM) e rim (RI).
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3.2 Andlise histoldgica

A andlise histologica serviu para confirmar o sexo dos individuos analisados. Foram
identificados 38 fémeas e 12 machos.

Histologicamente as gbnadas encontravam-se justaposta a glandula adrenal e ao
mesonefro. No cértex dos testiculos foi observado a presenca da tdnica albuginea associada a
medula pouco diferenciada quanto ao desenvolvimento das células. Ndo foi observado a
presenca de tUbulos seminiferos, apenas corddes de células vacuolizadas (futuros tubulos
seminiferos). Associado ao mesonefro observou-se a presenca do Ducto de Miller
remanescente (Figura 4A, B e C).

No cortex ovariano foi possivel observar a presenca de um epitélio germinativo bastante
evidente que recobria o ovario, formado por tecido epitelial cuboides simples. Na regido
medular observou-se a presenca de foliculos ovarianos e lacunas medulares. O Ducto de Miiller

apresentou-se ligado ao mesonefro pelo mesossalpinge (Figura 4D, E e F).
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Figura 4. Fotomicrografia do conjunto GAM de filhotes de Melanosuchus niger. A (4x), B (10x) e C (40X)
representam o GAM de um macho, distinguindo o testiculo (TE), tanica albuginea (TA), adrenal (AD), mesonefro
(ME) e o ducto de Miiller remanescente (DMR). Setas pretas indicam os cord@es de células vacuolizadas (futuros
tibulos seminiferos). D (4x), E (10x) e F (40X) representam 0 GAM de uma fémea, distinguindo-se o ovério (OV),
epitélio germinativo (EG), foliculos ovarianos (FO), lacunas medulares (LA), mesonefro (ME), adrenal (AD),
ducto de Muller (DM) e mesossalpinge (MS). Cortes transversais corados com HE.
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3.3 Morfometria Geométrica

Foi observado dimorfismo sexual na forma das placas epidérmicas da cabeca de filhotes
de jacaré-acu. A partir da analise de deformacéo da representacdo grafica da forma das placas
epidérmicas da cabeca foi possivel avaliar as diferencas anatbmicas entre fémeas e machos.

O Componente Principal 1 (PC1) explicou 52,6 % da variacdo da forma, enquanto o
Componente Principal 2 (PC2) explicou 14,4%, e a variacdo geral explicada por esses dois
eixos principais foi de 67,0%. Os machos apresentaram-se distribuidos entre os valores
negativos do PCle do PC2, enquanto as fémeas encontraram-se distribuidas homogeneamente
entre os valores positivos e negativos (Figura 5). Apesar da sobreposi¢cdo de entre machos e
fémeas observada no grafico de dispersdo de PCA, a analise de funcdo discriminante
demonstrou diferengas estatisticamente significativas entre estes dois grupos (p = 0,01) (Figura
6).

Ao longo do PC1, para individuos no lado negativo (algumas fémeas e praticamente
todos 0os machos) as variacbes sdo, regido posterior da cabeca mais curta e estreita com
mandibula mais longa e larga, e regido posterior da cabeca mais longa e larga com mandibula
mais curta e estreita. J& para os individuos que estdo no lado positivo (maioria das fémeas), as
deformac®es sdo, regido posterior da cabecas mais longas e largas com mandibulas mais curta
e estreita, e regido posterior da cabeca mais curta e estreita com mandibulas mais longa e larga
(Figura 5).
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Figura 5. Analise de Componente Principal (PCA) da variacdo morfoldgica das placas epidérmicas da cabega de
filhotes de Melanosuchus niger. Apos a sobreposi¢do das coordenadas de procrustes, observa-se a distribuicao de

fémeas (pontos azuis) e machos (pontos vermelhos) e as grades de deformacéo em relacdo a forma da cabeca ao
longo do eixo PC1.
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Figura 6. Distribuicdo de machos e fémeas apés a analise de funcédo discriminante. Diferenga na forma das placas
epidérmicas da cabega de filhotes machos e fémeas da espécie Melanosuchus niger. Grupo 1, as fémeas (azul) e

Grupo 2, machos (vermelho).

A partir da andlise das grades de deformacdo gerada pela funcdo discriminante foi
observado que as fémeas possuem a regido posterior da cabeca mais longa e larga, e a mandibula
mais curta e estreita. Enquanto a regido posterior da cabeca dos machos € ligeiramente mais

curta e estreita e a mandibula mais longa e larga (Figura 7).
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Figura 7. Grades de deformacéo (wireframes) da cabeca de filhotes fémeas (azul claro) e machos (azul escuro) de
Melanosuchus niger, mostrando o contexto anatdmico das configuracbes com linhas retas entre as landmarks.
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4 DISCUSSAO

As caracteristicas morfo-histologicas dos ovérios dos filhotes de M. niger foram
semelhantes as observadas em C. latirostris e A. Mississippiensis (Rey, 2007; Moore et al.,
2010). Por outro lado, os testiculos apresentaram-se pouco diferenciados, ndo apresentando
tubulos seminiferos, quando comparado a outras espécies de jacarés. Em C. latirostris (Rey,
2007) e A. Mississippiensis (Moore et al. 2010), os tibulos seminiferos apresentam-se bastante
desenvolvidos para neonatos com idade inferior aos utilizados neste estudo.

A analise macroscopica das gonadas pode ser usada para identificar o sexo de filhotes
de M. niger com idade a partir de 60 dias de vida. As caracteristicas morfoldgicas das gonadas
observadas neste estudo sdo dimorficas sexualmente e semelhantes as descritas para filhotes da
espécie C. latirostris (Rey, 2007; Otafio et al., 2010). Somente a presenca de ducto deferente
na regido caudal dos testiculos ndo foi observada para esta espécie como citada por Otafio et al.
(2010) em C. latirostris. Apesar disso, as caracteristicas macroscépicas das gonadas observadas
neste estudo foram suficientes para estimar o sexo em filhotes de M. niger.

As variacbes morfoldgicas encontradas entre filhotes machos e fémeas de M. niger, a
partir da analise morfométrica das placas epidérmicas da regido dorsal da cabeca, evidenciou a
presenca de dimorfismo sexual. Desta forma, a morfometria geométrica demonstrou ser uma
ferramenta aplicavel e uma alternativa para estimar o sexo de filhotes de M. niger, uma vez que
pode substituir métodos invasivos como, a andlise histoldgica das génadas (Ziegler e Olbort,
2007) e a incisdo na cavidade abdominal (Magnusson e Hero, 1988). Além disso, pode
substituir os métodos de baixa precisdo, como o uso do espéculo varginal veterinario
(Honegger, 1978) e a protrusdo do 6rgdo copulatorio por compressao lateral da regido cloacal
(Whitacker et. al., 1980), que segundo Ziegler e Olbort (2007) sdo métodos que, para uma
identificacdo bem-sucedida do sexo, necessitam de habilidades e reconhecimentos das
diferentes particularidades das estruturas genitais masculinas e femininas.

A presenca de dimorfismo sexual tem sido observada em vérias espécies de répteis, com
machos adultos apresentando a cabeca maior e mais larga que as fémeas, como é o caso dos
lagartos, Xenosaurus grandis (Gray, 1856) e Xenosaurus newmanorum Taylor, 1940 (Smith et
al., 1997), o que pode estar relacionado a selecdo sexual (Anderson e Vitt, 1990; Cooper e Vitt,
199; Hall e Portier, 1994, Verdade, 2000).
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Em crocodilianos adultos, Crocodylus novaeguineae Schmidt, 1928 (Hall e Portier,
1994) e Caiman latirostris (Verdade, 2003) o dimorfismo sexual pode estar presente na regido
do cranio, relacionado evolutivamente ao reconhecimento visual do género, quando o0s
individuos exibem apenas o topo de suas cabecas acima da superficie da &gua, uma vez que séo
animais predominantemente visuais (Bellairs, 1971). Parece haver alguns componentes
comportamentais sociais neste padrdo evolutivo (Lang, 1987). Entretanto, a selegdo sexual ndo
seria tdo relevante para os jovens quanto para os individuos sexualmente maduros (Gould e
Gould, 1989; Anderson, 1994). Portanto, a variagdo na forma tanto no crénio quanto na
mandibula encontrada em filhotes de M. niger, sugere que machos e fémeas possivelmente
passaram por diferentes processos ontogénicos (Pifia et al., 2007).

Estudos que envolvem o uso de técnicas de morfometria geométrica na analise de
cranios de crocodilianos ainda sdo pouco realizados. Monteiro et al. (1997) compararam as
alteragBes ontogenéticas entre trés espécies de Caimans. Pierce et al. (2008) investigaram 0s
padrBes de variacdo morfologica dos cranios de crocodilianos existentes e sua correlagdo com
a morfologia funcional baseada na modelagem de elementos finitos (MEF). Piras et al. (2009)
estudaram a influéncia de fatores filogenéticos e ecoldgicas (mudancas climaticas) na forma do
cranio de Alligatoroidea e Crocodyloidea. Piras et al. (2010) compararam trajetorias
alométricas em diferentes taxas de Crocodylia para testar hipoteses filogenéticas sobre as
relagOes entre Gavialis gangeticus e Tomistoma schlegelii.

Em M. niger, Foth et al., (2017) realizaram o primeiro estudo de variacdo morfoldgica
intraespecifica em cranios de individuos juvenis e adultos, usando uma abordagem
morfométrica geométrica bidimensional. Os autores observaram diferentes tipos de variagdes
intraespecificas (ontogenética e dimorfismo sexual). E em relagdo ao dimorfismo sexual,
observaram que o comprimento do cranio dos machos maiores é cerca de 30% mais longo que
o das fémeas maiores. No entanto, a falta de trabalhos envolvendo o estudo de dimorfismo
sexual utilizando técnica de morfometria geométrica em filhotes de outras populacdes de M
niger e/ou de outras espécies de crocodilianos, dificulta a comparacdo direta com outras
populacbes ou espécies.

Contudo, fica claro a importancia do estudo de dimorfismo sexual em crias de
crocodilianos para estimativa da proporgédo sexual, principalmente se aplicada em populacGes
naturais. Os modelos morfométricos geométricos podem ajudar a desenvolver representacdes
gréficas do dimorfismo sexual craniano nos crocodilianos (Verdade 2003). O que torna estes

resultados importantes para programas de conservagdo em condi¢des naturais, pois representa
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uma alternativa ndo-letal as técnicas utilizadas para identificacdo sexual (Domingues, 2015)
também em filhotes de M. niger.

Os crocodilianos apresentam o0 sexo dependente da temperatura, e assim como as
tartarugas, a razdo sexual estd intimamente ligada aos programas de conservagdo, pois a
variagao na proporcao entre os sexos pode explicar as mudancgas na estrutura populacional. A
diferenca na proporcdo de machos e fémeas na natureza pode representar a diminuicdo no
tamanho efetivo da populacdo, perda de variabilidade genética e de potencial reprodutivo
(Morfin et al., 2001). Além disso, por apresentarem a diferenciacdo sexual dependente de
temperatura, estimar a proporcdo sexual dos filhotes de crocodilianos, pode auxiliar na
indicacdo de possiveis alteragdes nos sistemas bioldgicos causadas pelas mudancgas de

temperatura global (Janzen, 1994).



33

5 CONCLUSOES

O dimorfismo sexual em filhotes de M. niger poder ser observado em diferentes aspectos
morfolégicos: morfologia macroscopica das gbnadas, que demonstrou ser eficiente para correta
identificacdo sexual de filhotes; morfohistologia do complexo Génada-Adrenal-Mesonefro; e
morfologia das placas epidérmicas da cabeca através da analise de morfometria geométrica.

A técnica de morfometria geométrica foi uma ferramenta eficiente para a estimativa de
sexo dos filhotes de jacaré-acu, importante para estudos de proporcdo sexual de populacdes
naturais. Esta informacdo € importante para subsidiar planos de manejo e conservacao, pois

trata-se de uma espécie de grande interesse comercial na Amazonia.
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