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RESUMO

A familia Teiidae (Squamata) possui cerca de 120 espécies de lagartos, distribuidas em
trés subfamilias e dezesseis géneros. As espécies do género Salvator correspondem aos
maiores lagartos da familia podendo atingir até 614 mm de comprimento rostro-cloacal.
Dentre todas as espéecies do género, S. merianae possui a maior distribui¢ao, ocorrendo
desde o Brasil até a Argentina, Uruguai e Paraguai, ocupando uma diversidade de
biomas. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo, descrever e analisar o cariotipo
de lagartos da espécie S. merianae capturados na regido do Vale do Rio Guaribas,
semiarido piauiense. Para isto foram instaladas armadilhas de gaiolas com iscas que
foram revistadas uma vez ao dia. Os animais capturados foram transportados ao
laboratorio de Biologia do Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia do Piaui,
campus Picos, onde foram realizados os procedimentos de coleta de material
citogenético, catalogacdo, registro, fixacdo e preservacdo. Ja 0s experimentos de
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) foram realizados no Laboratério de
Citogenética e Cultura de Tecidos do Instituto Evandro Chagas em Belém, Pard. As
preparacGes cromossomicas foram obtidas a partir de células da medula 6ssea e pulmao.
Para deteccdo da heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica de bandamento C e
para localizar as NORs utilizou-se a impregnacgéo por nitrato de prata. Os experimentos
com FISH foram realizados com sondas de rDNA 18S, sondas teloméricas e de
microssatélites. A morfologia cromossémica foi determinada com base na razao entre os
bracos cromossdmicos. Os exemplares de S. merianae analisados apresentaram um
namero diploide de 2n=38, compostos por 10 macrocromossomos do tipo metacéntricos
e submetacéntricos e 28 microcromossomos. Ndo foram observados cromossomos
sexuais heteromorficos. Segmentos heterocromaticos discretos foram visualizados
principalmente proximos a regido centromérica dos cromossomos. A NOR localiza-se
na porcdo terminal de um dnico par cromossomico do tipo metacéntrico coincidente
com a FISH rDNA 18S. Foi possivel observar também uma constricdo secundéria a
qual a NOR esta associada. Com sondas telomérica, além de regides tipicas, houve
sinais de hibridizacdo em regides pericentroméricas. As sondas de microssatélites
hibridizaram de forma uniforme em todos os cromossomos, além de sinais especificos
mais evidentes em regides telomérica e pericentroméricas de alguns cromossomos.
Estudos citogenéticos envolvendo individuos de S. merianae oriundos de outras regides
do pais, e também da Argentina, ja haviam mostrados resultados semelhantes ao
observados para individuos do Vale do Rio Guaribas. O nimero dipldide encontrado em
S. merianae corrobora estudos prévios em individuos da espécie provenientes de outras
regides do pais. Esta é a primeira vez que se tem registro do uso de sondas de DNA
ribossdmicos neste grupo, e as mesmas nao revelaram marcagdes cripticas e nenhuma
evidéncia de rearranjo recente que tenha envolvido a NOR em S. merianae. Com
sequéncias de microssatélites observaram-se sinais especificos mais evidentes em
regibes teloméricas, pericentromeéricas e em alguns microcromossomos. Apesar da
ampla distribuicio da espécie, a macroestrutura cariotipica permanece sem
modificacGes evidenciando a estabilidade no nimero dipldide do grupo.
Palavras-chave: Banda C; FISH; Microssatélites; NOR.



ABSTRACT

The Teiidae family (Squamata) has about 120 species of lizards, divided into three
subfamilies and sixteen genus. The species in the genus Salvator corresponds to the
larger of the family of lizards, can reach up to 614 mm of snout-vent length. Among all
species of the genus, S. merianae has the largest distribution, occurring from Brazil to
Argentina, Uruguay and Paraguay, covering a variety of biomes. Thus, this study aimed
to describe and analyze the karyotype of S. merianae individuals caught in the region of
Vale do Rio Guaribas, Piaui semiarid. For this, cage traps were placed with baits, and,
examined once daily. Captured animals were transported to the Biology Laboratory of
the Federal Institute of Science, Education and Technology of Piaui, campus Picos,
which were carried out the procedures for collection of cytogenetic material, cataloging,
and preservation. The experiments of fluorescent in situ hybridization (FISH) were
performed in the Cytogenetics Laboratory of Tissue Culture in the Evandro Chagas
Institute, Belém, Para. The chromosome preparations were obtained from bone marrow,
liver and kidney. For detection of constitutive heterochromatin, it was used C banding
technique and to locate the nucleolar organizer regions (NOR) were used the
impregnation with silver nitrate. In the FISH experiments were used 18S rDNA,
telomeric and microsatellites probes. The chromosome morphology was determined
using the ratio of the chromosome arms. The S. merianae individuals analyzed showed
a diploid number of 2n=38, composed of 10 macrochromosomes of metacentric and
submetacentrics types and 28 microchromosomes. There were no heteromorphic sex
chromosomes. Discrete heterochromatic segments were seen mainly near the
centromeric region of chromosomes. The nucleolar organizer regions are located in the
terminal portion of a single chromosome pair of metacentric type coincident with the
FISH 18S rDNA. It was also possible to observe a secondary constriction at which the
host region of the nucleolus is associated. With the telomeric probes, in addition to
characteristic regions of hybridization signals in pericentromeric regions were observed.
The microsatellite probes hybridized uniformly in all chromosomes, and most obvious
signs in specific telomere and pericentomeric regions of some chromosomes.
Cytogenetic studies involving individuals of S. merianae from other regions of the
country, and from Argentina, had already shown results similar to those observed for
individuals from Vale do Rio Guaribas. The diploid number found in Salvator merianae
corroborates previous studies of individuals of the species from other parts of the
country. This is the first time on record the use of ribosomal DNA probes in this group,
and the results do not reveal cryptic markings and no evidence of recent rearrangement
that involved the NOR. Regarding microsatellite sequences, specific and more evident
signals were recorded to telomeric regions, and in some pericentomeric
microchromosomes. Despite the wide distribution of the species, the karyotype
macrostructure remains unchanged showing stability in diploid number of the group.

Keywords: C Band; FISH; microsatellites; NOR.
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1 INTRODUCAO

Os estudos citogenéticos permitem detectar polimorfismos e heteromorfismos tanto
em Cromossomos autossomos quanto sexuais, mecanismos cromossémicos de determinacéo
do sexo, ocorréncia de poliploidia, cromossomos supranumerarios € em casos especificos,
identificar espécies (VINA-BERTOLOTTO, 2006). Ainda segundo esse mesmo autor,
detectar essas variacdes permite fazer comparac6es entre espécies, identificando homologias e
possibilita compreender 0s mecanismos cromossémicos responsaveis pela variacdo cariotipica
existente.

Em uma revisdo de estudos citogenéticos em lagartos na década de 80, Olmo (1986)
afirma que estudos citogenéticos em lacertilios ainda eram poucos, com trabalhos limitados
principalmente a animais de algumas regies como Australia e Europa, permanecendo
subexplorada a fauna do restante do mundo. Os primeiros dados cromossdmicos obtidos em
lagartos no Brasil ocorreram na década de 60 com a descrigdo de cariétipos em coloracéo
convencional (BECAK et al., 1964; PECCININI, 1969). Na década seguinte houve um
aumento na producéo de trabalhos em espécies de varias familias de lagartos brasileiros, com
énfase na familia Teiidae e Iguanidae (PECCININI-SEALLE, 1976).

Os lagartos estdo distribuidos em seis infraordens nas seguintes proporcées: Iguania,
com quatorze familias; Gekkota, com sete familias; Scincomorpha, com sete familias;
Diploglossa com quatro familias; Dibamia, com uma familia; e Platynota (\VVaranoidea), com
trés familias (THE REPTILE DATABASE, 2015). Essas seis infraordens reunidas constituem
0 grupamento parafilético Lacertilia ou Sauria composto por cerca de 4100 espécies, e
juntamente com as serpentes, anfisbenas e dibamideos formam a ordem monofilética
Squamata (POUGH et al., 2001).

Dados ndo atualizados sobre aspectos citogenéticos de lagartos indicam que cerca de
20% das 4.100 espécies tém seus caridtipos descritos (SANTOS et al., 2003). Nestas espécies,
0 numero diploide varia desde 2n=16 no geconideo Gonatodes taeniae Roze, 1963 a 2n=64
no gimnofiftalmideo Nothobachia ablephara Rodrigues, 1984. Contudo, o cariétipo com
2n=36 cromossomos contendo 12 macros e 24 microcromossomos € muito conservado em
varias familias, principalmente dentre aquelas espécies pertencentes a Iguania. Por esse
motivo muitos autores o consideram o cari6tipo ancestral do grupo (BICKHAM, 1984).

Registros sobre diversidade da fauna de lagartos realizado no municipio de Picos, em
regido de Caatinga arbustiva e arbdrea do Piaui, demonstram a presenca de 12 espécies

pertencentes as familias Gekkonidae, Hemidactylus mabouia (Moreau De Jonnes, 1818),
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Lygodactylus klugei (Smith, Martin & Swain, 1977), Gymnophthalmidae, Vanzosaura
rubricauda (Boulenger, 1902), Iguanidae, Iguana iguana (Linnaeus, 1758), Phyllodactylidae,
Gymnodactylus geckoides Spix, 1825, Phyllopezus pollicaris (Spix, 1825), Polychrotidae,
Polychrus acutirostris Spix, 1825, Scincidae, Mabuya heathi Schmidt & Inger, 1951,
Teiidae, Ameiva ameiva (Linnaeus, 1758), Ameivula ocellifera (Spix, 1825) e Salvator
merianae, Tropiduridae, Tropidurus hispidus (Spix, 1825) (BENICIO; FONSECA, 2011).
Ainda de acordo com estes autores, a herpetofauna estudada na regido de Picos é constituida,
principalmente, por espécies tipicas das formacdes abertas e espécies de ampla distribuicéo
geogréfica.

Estudos mais recentes em uma regido ecotonal entre Caatinga, Cerrado, Cocais,
Floresta Estacional Semidecidual e Mata Ciliar no estado do Piaui registraram-se 25 espécies
de répteis, sendo 22 Squamata (11 serpentes, 10 lagartos e uma anfisbena), dois Testudines e
um Crocodiliano. As espécies de lagartos I. iguana, A. ocellifera, T. hispidus e S. merianae
foram as mais frequentes nas areas amostradas (BENICIO et al. 2015).

Diversos trabalhos tem demonstrado a necessidade de estudos citogenéticos mais
detalhados sobre a ampla distribuicdo geografica observada em muitas espécies de lagartos,
em especial as Neotropicais que permanecem pouco conhecidas. Dessa forma, informacdes
sobre a constituicdo cariotipica em nivel celular e molecular de individuos da espécie S.
merianae, bem como a investigacdo da existéncia de algum marcador citogenético que defina
a espécie, permitird elevar o conhecimento sobre a biologia do grupo, auxiliando no
reconhecimento dos fatores que influenciam na determinacéo e diferenciacdo cromossémica

dos mesmos em relacdo as espécies de outras regides ja estudadas.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Descrever o caridtipo de individuos de S. merianae coletados na regido de Picos — PlI,

procurando marcadores citol0gicos que possam caracterizar a espécie.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar o padréo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva;
- Investigar a existéncia de influéncia dos segmentos heterocrométicos na diversificacdo dos
sistemas de cromossomos sexuais;

- Verificar o padrdo de distribuicdo das regides organizadoras de nucléolos.
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- Verificar o padrdo de distribuicdo de sequencias repetitivas microssatélites no cariétipo da
espeécie;

- Investigar o modo de distribuicdo de sequencias teloméricas em individuos de S. merianae.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 A familia Teiidae

A classe Reptilia é representada pelos lagartos, serpentes, jacarés, crocodilos e
tartarugas. S&o animais descendentes de um grande grupo de vertebrados, predominantes
durante a Era Mesozoica, com 6000 espécies estimadas (ORR, 1986). Compreende animais
ectotérmicos, com desenvolvimento sem estagio larval, possuindo cranio ossificado e pele
seca recoberta por escamas epidérmicas (ORR, 1986).

A ordem Squamata constitui o maior e mais diversificado grupo de répteis,
apresentando uma alta diversidade ecoldgica, com espécies terrestres, fossoriais, arboricolas e
aquaticas, que ocorrem em uma extensa variedade de habitats, como desertos, florestas, rios e
oceanos, podendo ser encontrado em todos 0s continentes, com exce¢do da Antartida
(SANTOS, 2007). A familia Teiidae anteriormente conhecidos como macroteideos, pertence a
infra-ordem Scincomorpha e possui cerca de 120 espécies (GIUGLIANO; COLLEVATTI;
COLLI, 2007; HARVEY; UGUETO; GUTBERLET, 2012). Suas espécies estdo restritas ao
continente americano, sendo encontrada desde o nordeste dos Estados Unidos até a Argentina,
em uma ampla variedade de ecossistemas (SANTOS, 2007).

Diversos trabalhos foram feitos para esclarecer as relacdes filogenéticas do grupo,
sobretudo com relacdo a subfamilia Tupinambinae, que recebeu consideravel interesse nas
Gltimas décadas, contudo a sistemética da familia ainda é bastante conflitante (HARVEY;
UGUETO; GUTBERLET, 2012).

Gorman (1970) propos inicialmente a divisdo dos teiideos atuais em dois grupamentos
a partir de caracteres citogenéticos. No primeiro, conhecido como grupo Dracaena, 0S
individuos de suas espécies possuem cariotipo apresentando de 34 a 38 cromossomos com
uma clara distin¢do entre macro e microcromossomos. Atualmente, Dracaena corresponde a
atual subfamilia Tupinambinae. O segundo grupo denominado Ameiva apresenta espécies
com um numero diploide mais elevado (de 46 a 56 cromossomos) e sem distin¢do entre macro
e microcromossomos, este grupo atualmente corresponde a subfamilia Teiinae.

Pough et al. (2001) dividiu as espécies de Teiidae em duas subfamilias e dez géneros:

a subfamilia Teinae, agrupando os géneros Ameiva (Meyer, 1795), Aspidoscelis (Fitzinger,
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1843), Cnemidophorus (Wagler, 1830), Dicrodon (Duméril e Bibron, 1839), Kentropix (Spix,
1825) e Teius (Merrem, 1820), e a subfamilia Tupinambinae, com os géneros Callopistes
(Gravenhorst, 1837), Crocodilurus (Spix, 1825), Dracaena (Daudin, 1801) e Tupinambis
(Daudin, 1802).

Recentemente em uma ampla revisdo da familia Teiidae, Harvey; Ugueto; Gutberlet
(2012) dividiram-na em trés subfamilias: (1) Teiinae, incluindo os géneros Ameiva, Ameivula
(Spix, 1825), Aurivela (Bell, 1843), Aspidoscelis, Contomastix (Dumeésil e Bibron, 1839),
Cnemidophorus, Dicrodon, Holcosus (Cope, 1862), Kentropyx, Medopheos (Bocourt, 1874) e
Teils; (2) Tupinambinae, incluindo os géneros Crocodilurus, Dracaena, Salvator (Dumésil &
Bibron, 1839) e Tupinambis; e (3) Callopistinae, que contém o Gnico género Callopistes.

Nas analises de Harvey; Ugueto; Gutberlet (2012), Tupinambinae é consistentemente
parafilético, enquanto Teiinae é monofilético. Os géneros Tupinambis e Crocodilurus
parecem ser tdxons irmaos, enquanto Dracaena e Salvator ocupam posi¢Ges mais basais na
filogenia. No trabalho, os autores reconheceram Tupinambinae para Crocodilurus, Dracaena,
Salvator e Tupinambis.

Peters; Donoso-Barros (1970) reconheceram quatro espécies para 0 género
Tupinambis: T. duseni, T. nigropunctatus, T. rufescens e T. teguixin. Mais tarde, Presch
(1973) analisando sinbnimos mais antigos, reconheceu apenas T. rufescens e T. teguixim
como valido. Este mesmo autor refere-se a maioria das espécies de T. merianae como sendo
T. rufescens. Em uma revisdo Avila-Pires (1995) fez comparagdes morfoldgicas detalhadas e
rejeitou os resultados de Presch (1973) reconhecendo as quatro espécies mencionadas por
Peters; Donoso-Barros (1970) além de redescreverem T. merianae. Porém, muitos problemas
com a taxonomia de espécies do género Tupinambis ainda persistiam. A partir de 1995, novas
espécies foram descritas: T. longilineus Avila- Pires, 1995, T. palustris Manzani & Abe, 2002
e T. quadrilineatus Manzani & Abe, 1997.

Harvey; Ugueto; Gutberlet (2012) realocaram trés espécies do género Tupinambis para
0 género Salvator. As espécies T. merianae, T, duseni e T. rufescens foram alocadas ao
género, no qual passaram a ser chamadas Salvator merianae, S. duseni Lénnberg, 1910 e S.
rufescens (Gunther, 1871). A partir de entdo, o género Tupinambis passou a possuir apenas
quatro espécies: T. quadrilineatus, T. longelineus, T. palustris e T. teguixin (Linnaeus, 1758).

Quanto aos aspectos morfologicos o0 género Salvator € o Unico de Teiidae com a
combinacdo de duas loreais, ventrais lisas, e uma cauda subcilindrica alternada com anéis. Ao
contrario do género superficialmente semelhante Tupinambis, Salvator também tem uma

pupila redonda (reniforme), linha completa de granulos supraocular laterais (ausentes), um
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sulco intertimpanico incompleto ou ausente, e subcaudal proximais (liso) (HARVEY;
UGUETO; GUTBERLET, 2012). Sao lagartos grandes alcancando até 614 milimetros de
comprimento rostro-cloacal (HARVEY; UGUETO; GUTBERLET, 2012). As espécies do
género Salvator estdo distribuidas no Sopé dos Andes orientais e planicies ao sul do rio
Amazonas, na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai (HARVEY; UGUETO;
GUTBERLET, 2012) (FIG. 1).

FIGURA 1 — Distribuicdo geogréafica das espécies do género Salvator

/\, Nenezuela

[ Argentina h
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Fonte: Adaptado de THE REPTILE DATABASE (2016).

Ja as espécies do género Tupinambis podem ser distinguidas de todos 0s outros teideos
pela combinacdo de dorsais lisas, uma loreal, uma diferenca de escalas granulares que
separam femoral de poros abdominais e uma cauda cilindrica alternando anéis com anéis
divididos em dorsal e os lados laterais da cauda. As espécies do género sdo encontradas do
noroeste da Colémbia para o leste e para o norte da Venezuela, Trinidad-Tobago, e as terras
baixas Umidas da Amazonia e as Guianas. Outras espécies ocorrem sul da Amazodnia nos
Cerrados da Bolivia e sul do Brasil (HARVEY; UGUETO; GUTBERLET, 2012).

3.2 Citogenética de Teiidae

As espécies da subfamilia Tupinambinae apresentam cariétipo que varia de 2n=34 a
38 compostos por 10 ou 12 macrocromossomos metacéntricos e submetacéntricos e por 22 a
26 microcromossomos (GORMAN, 1973). Para diversas espécies da subfamilia, é descrita
também uma constricdo secundaria na regido subtelomérica do braco longo do par 2.

Diferentemente de Tupinambinae, os individuos da subfamilia Teiinae apresentam uma
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constituicdo cariotipica maior, com um numero diploide variando de 2n=46 a 56
cromossomos, geralmente acrocéntricos e sem distincdo clara entre macro e
microcromossomos (GORMAN, 1973).

O emprego de coloracdo diferencial em cromossomos mitéticos possibilitou
estabelecer diferencas entre os cariétipos que apresentavam o mesmo padrdo em coloracdo
convencional (BERTOLOTTO et al., 1996; KASAHARA et al., 1996). Varias espécies da
familia Teiidae foram analisadas citogeneticamente, por técnicas de coloracdo convencional e
diferencial como a deteccdo de regides organizadoras de nucléolos (NOR) e distribuicdo da
heterocromatina constitutiva, bem como mapeamento cromossémico fisico de sequéncias de
DNA (BICKHAM; MCKINNEY; MICHAEL, 1976; PECCININI-SEALE; ALMEIDA 1986;
PORTER et al., 1991; ROCHA; BERGALLO; PECCININI-SEALLE, 1997; VERONESE;
FREITAS; KRAUSE, 2003; PECCININI-SEALE et al., 2004; SANTOS et al., 2007;
SANTOS et al., 2008; CARVALHO et al., 2015).

Com relagdo a dados citogenéticos moleculares envolvendo hibridizagdo fluorescente
in situ (FISH) em Teiidae, as espécies Ameiva ameiva, Cnemidophorus sp.1 Wagler, 1830,
Kentropyx calcarata Spix, 1825, Kentropyx pelviceps (Cope, 1868) e Tupinambis teguixin
coletados no estado do Amazonas, Brasil, foram analisadas por Carvalho et al. (2015), no qual
utilizaram sequéncias rDNA 18S, que revelou um par de cromossomos portadores deste sitio,
coincidente com os sitios NOR em todas as cinco espécies analisadas. Para Salvator

merianae, o presente trabalho € o primeiro a utilizar FISH com sonda rDNA 18S.

3.3 Marcadores citogenéticos
3.3.1 Regides Organizadoras de Nucléolos (NORS)

Santos (2007) caracteriza as NORs como sequéncias de DNA dispostas in tandem com
genes ribossomais. Estas regifes de sintese de rRNA apresentam proteinas nao histonicas
relacionadas a sintese destas sequéncias ribossomais que possuem afinidade com o nitrato de
prata. Desta forma, ao colocé-las em contato com uma solugdo dessa substancia, as regifes
cromossémicas com rDNA ativo durante a intérfase sdo evidenciadas. De acordo com esse
mesmo autor, as NORs em lagartos geralmente estdo presentes em um Unico par, sendo que
em espécies portadoras do caridtipo 2n = 36 as NORs sdo encontradas associadas as
constri¢des secundarias localizadas na regido distal do brago longo do par 2. Porém, variacbes
na localizacdo e no ndmero foram relatadas fornecendo caracteres importantes para

diagnosticos em diversas espécies.
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Kasahara; Yonenaga-Yassuda; Rodrigues (1987) relatam que a relevancia do
marcador Ag-RON ndo se restringe em diferenciar caridtipos, mas é também muito Util para
comprovar, a ocorréncia de um rearranjo estrutural, como por exemplo, uma inversdo
pericéntrica presumida em cromossomos que, além de apresentarem morfologia alterada,

exibem NOR em posicdo invertida, como em alguns lagartos.

3.3.2 Identificacdo de regides de heterocromatina pelas Bandas C

As regiGes heterocromaticas dos cromossomos podem ser visualizadas de maneira
relativamente facil utilizando uma técnica simples denominada Banda C, na qual os
cromossomos sdo tratados com uma solucdo alcalina e corados com Giemsa (KASAHARA,
2009). Segundo a autora, com este método, sdo coradas regides especificas em que o
cromossomo apresenta DNA altamente repetitivo, como nas regides dos centrdmeros e em
outras regides cromossomicas. Os trabalhos que envolvem discussbes sobre a origem e
diferenciacdo de cromossomos sexuais tém partido de pesquisas envolvendo a relagdo destes
cromossomos com regides cromossdémicas heterocromaticas, ricas em sequéncias de DNA
repetitivo (PARISE-MALTEMPI et al., 2007; SILVA; BUSSO; PARISE-MALTEMPI,
2012). Em muitos grupos de peixes, por exemplo, grande parte da diversidade de sistemas
sexuais existentes se deve a processos de ganhos de segmentos heterocromaticos em partes de
seus cromossomos. Dessa forma, os estudos de regides heterocromaticas em sistemas de
cromossomos sexuais podem fornecer importantes dados para entendermos 0s processos que
levaram a diversificacao destes sistemas (ANANIAS et al., 2007).

A coloracdo por fluorocromos base especificos pode se tornar ainda mais eficiente na
busca de marcadores citoldgicos nos cromossomos, complementando a identificacdo de
regibes de heterocromatina pelo bandamento C, por ser empregada em conjunto com essa
técnica (GAZONI, 2011). Além disso, possibilita a caracterizacdo citologica da constituicdo
molecular das sequéncias repetitivas nos cromossomos por meio de FISH, se rica em bases
AT ou GC, pois, quando os fluorocromos sdo excitados pela radiagdo UV, emitem
fluorescéncia brilhante de diferentes intensidades, de acordo com a composi¢do das bases
nitrogenadas das regides (GAZONI, 2011).

3.3.3 Hibridizac&o fluorescente in situ (FISH) na investigacéo de sequéncias repetitivas

DNA:s satélites sdo sequéncias ndo codificadoras arranjadas em cadeia que geralmente

estdo localizadas proximas a regides heterocromaticas dos cromossomos, nos centrdmeros e
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telomeros (CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN, 1994). Os DNAs repetitivos
sdo constituidos por sequéncias de diferentes comprimentos e composi¢Ges que aparecem
muitas vezes no genoma. Estdo incluidos neste grupo os elementos arranjados em cadeia,
compostos pelo DNA satélite (DNA altamente repetitivo), as sequéncias de mini e
microssatélites (DNA moderadamente repetitivo) e as sequéncias repetitivas dispersas no
genoma compostas por transposons e retrotransposons (DNA moderadamente repetitivo)
(CHARSLESWORTH et al., 1994).

Os microssatélites, também conhecidos como repeti¢des de sequéncias simples (SSR)
ou repeticdes curtas in tandem (STR) acumulam-se em regides tipicas tais como
heterocromatina, teldmeros, centrdmeros e cromossomos sexuais (MARTINS, 2007; CIOFFI
et al., 2012). Sdo regibes de DNA repetitivos ndo-codificantes compostos de 1 a 6
nucleotideos repetidos em conjunto, comuns em genomas tanto de procariotos como em
eucariotos, (FIELD; WILLS, 1998; TOTH; GASPARIZ; JURKA, 2000).

Esses marcadores de tamanho relativamente pequeno podem ser facilmente
amplificados em reacdo em cadeia da polimerase (PCR), podendo ser aplicados com sucesso
numa gama de campos da biologia e da medicina, incluindo genética forense, epidemiologia
molecular, parasitologia, genética de populagdes e de conservagdo, mapeamento geneético e
andlise genética de caracteristicas complexas (CHISTIAKQOV et al., 2006).

As sondas de DNA ribossomal 18S tém sido usadas para se complementar as
informacdes obtidas pela técnica de impregnacdo por nitrato de prata coloidal (Ag-RON),
uma vez que a hibridizacdo se da na propria sequéncia, independentemente de sua atividade
génica (SILVA et al., 2006). Portanto, com essa marcacdo € mais seguro decidir sobre a
ocorréncia de NORs multiplas e NORs inativas e esclarecer se os heteromorfismos de NOR
sdo decorrentes de atividade diferencial ou resultado de um nimero maior de unidades de
repeticdo (ANANIAS et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2009).

O marcador 5S, embora seja também um gene ribossémico, sua localizagdo nos
cromossomos nao é possivel pela técnica de Ag-RON. Dessa forma sua identificacdo fica
restrita ao uso da técnica de hibridizacdo in situ com os primeiros trabalhos realizados ainda
na década de 1980, porém, com sondas marcadas por radioisotopos (VITELLI et al., 1982;
SCHMID; VITELLI; BATISTONI, 1987). Atualmente sdo poucos os trabalhos relacionados a
citogenética de lagartos utilizando rDNA 5S. A construgdo de sondas do gene ribossomico 5S
para uso rotineiro em experimentos de FISH tem sido utilizado com frequéncia em pesquisas
de citogenética de peixes (MARTINS; WASKO, 2004) e anfibios (NASCIMENTO, 2010)
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mostrando a localizacdo eventual em sitios distintos nos cromossomos de espécies que
mostram cariotipos altamente similares.

Com relacdo as sequéncias teloméricas, as marcacGes sdo bastante relevantes. Os
telomeros sdo complexos nucleoproteicos que protegem as extremidades dos cromossomos
eucariontes, ajudando a garantir a sua estabilidade e integridade (BLACKBURN; GREIDER,
1995). Eventualmente, sequéncias teloméricas podem ser localizadas em regifes nao-
terminais dos cromossomos, formando sequéncias teloméricas intersticiais chamados de STI.
Sequéncias teloméricas intersticiais sdo tradicionalmente consideradas reliquias de rearranjos
cromossdémicos e, portanto, muito informativas na reconstrucdo da histéria evolutiva do
caridtipo (FAGUNDES et al., 1997; VENTURA et al., 2006).

Sé@o especialmente ilustrativos dessa situacdo os trabalhos em roedores em que
sequéncias teloméricas intersticiais (STI) foram observadas nas regides onde houve quebra e
fusdo de bragos cromossomicos em reordenamentos dos tipos fusdo céntrica ou fusdo in
tandem (FAGUNDES; VIANNA-MORGANTE; YONENAGA-YASSUDA, 1997,

VENTURA et al., 2006), correspondendo a remanescentes de telémeros.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O Territdrio do Vale do Rio Guaribas esté localizado no sudoeste do Estado do Piaui
constituido por 36 municipios. Situado entre 06°49°00” ¢ 08°34°46” de latitude sul e
40°34°45"" e 41°31°07"" na regido semiarida, caracterizado pela baixa precipitacdo. A area
total média corresponde a 20.938 Km? significando 8% da area do Estado. A populacdo do
territério totaliza 288.915 habitantes, constituido por pequenos municipios sendo que 29
(81%) possuem populacdo de até 10.000 habitantes o que revela ser o territorio
essencialmente rural. Esta inserido na regido quente e Umida, com alternancia dos indices
pluviométricos que vao de 500 a 800mm (BRASIL, 2006).

O Bioma predominante é a Caatinga, dominado por tipos de vegetacdo xerofiticas
(formac0es vegetais secas, que compdem uma paisagem calida e espinhosa), com extratos
compostos por gramineas, arbustos e arvores de porte baixo ou médio (3 a 7 m), caducifolias
(folhas que caem no periodo seco), com grande quantidade de plantas espinhosas,
entremeadas de outras espécies como as cactaceas e as bromeliadceas. A fauna é constituida

por uma variedade de espécies como lagartos, anfibios, serpentes, queldnios, anfibios, aves,



23

além de outras espécies de animais, como o tatu-peba, o gato-do-mato e 0 macaco prego
(BRASIL, 2006).

4.2 Procedimentos em campo

A coleta dos espécimes se deu no periodo de fevereiro a dezembro de 2015. Os
exemplares foram coletados utilizando armadilhas de gaiolas, colocadas aleatoriamente em
locais onde se detectou a presenca de lagartos da espécie (FIG. 2). As armadilhas foram
revistadas uma vez ao dia e 0s animais capturados foram coletados para evitar que morressem
devido ao calor excessivo.

Os animais foram transportados para o laboratério de Biologia do Instituto Federal de
Educacéo Ciéncia e Tecnologia do Piaui, campus Picos, e mantidos em caixas de criagdo, até
a realizacdo dos procedimentos de registro, coleta de material citogenético, catalogacao,
fixacdo e preservacdo dos espécimes. Os procedimentos de coleta foram devidamente
autorizados pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade- ICMBIio/SISBIO
sob nimero 47710-1.

Figura 2 — A: Individuo de Salvator merianae; B: Armadilha de gaiola para captura dos animais

Fonte: Elaborado pelo autor (2016)

4.3 Procedimentos em laboratorio
4.3.1 Obtencao de cromossomos mitéticos

A obtengdo de cromossomos mitéticos foi realizada no Laboratorio de Biologia do
IFPI, utilizando as técnicas de air-drying descrita por Bertollo; Takahashi; Moreira-Filho
(1978) com algumas modificacbes para lagartos. Foram injetadas, intraperitonealmente, a
solucdo de colchicina na concentracdo entre 0,01% a 0,1%, na proporcdo aproximada de

0,1mL/10g de peso do animal. Esperou-se 24 horas antes do sacrificio, mantendo o animal em
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caixas de criacdo sob temperatura ambiente. Logo em seguida o animal foi sacrificado com
substancia anestésica e seus fémures retirados, com dissecacao da musculatura e retirada das
epifises. Em seguida, com auxilio de uma seringa, foram feitas lavagens sucessivas dos
fémures com solucao hipotdnica de cloreto de potassio 0,075M, até a retirada total da medula
6ssea, recolhida em uma placa de Petri. Como a quantidade de material era grande, o
tratamento hipotonico foi feito com 5 ou até 10mL de solucdo. A suspensédo foi transferida
para um tubo de centrifuga e incubada a 37°C, durante 45 minutos.

Decorrido esse tempo, procedeu-se a pré-fixacdo adicionando a suspensdo cerca de
seis gotas de fixador Carnoy (metanol e &cido acético, na proporcdo 3:1), gelado, e preparado
no momento do uso, com agitacdo leve e espera de 5 minutos. Continuou-se a pré-fixacao
adicionando mais seis gotas de fixador, com pipetacdo leve e espera de mais cinco minutos.
Em seguida a suspensdo foi centrifugada entre 900 a 1000 rpm, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi desmanchado com a pipeta Pasteur e
adicionado vagarosamente 3 mL ou mais de fixador. O pelet foi dissolvido, lavando bem as
células. O procedimento de fixacdo foi repetido com mais duas lavagens de fixador.

Apos a ultima centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e adicionado quantidade
de fixador suficiente para o preparo das laminas. A suspensdo foi pingada sobre laminas
limpas e secas, mantida horizontalmente sobre um suporte de arame colocado em banho-
maria a 60°C, a 0,5cm do nivel de agua, pingando duas ou mais gotas. Logo em seguida, a
lamina foi retirada do banho-maria e secas ao ar. As laminas foram coradas com solucéo de

Giemsa, por um periodo de 10 minutos e em seguida lavadas com agua destilada e secas ao ar.

4.3.2 Deteccdo da heterocromatina constitutiva

O estudo da heterocromatina constitutiva foi realizado no Laboratério de Biologia do
IFPI utilizando-se a técnica de Bandamento C, descrita por Sumner (1972), com algumas
modificacBes no tempo de exposicdo de acordo com a qualidade do material citolégico. O
material preparado foi tratado segundo a técnica descrita para cromossomos mitdticos, com
HCI 0.2 N a temperatura ambiente por 15 minutos, seguida de lavagem da lamina em agua
corrente e seca ao ar. Em seguida a lamina foi colocada em solucgéo salina 2xSSC, a 60° C,
por 15 minutos, com posterior lavagem em agua corrente e secagem ao ar.

A lamina foi tratada em solugéo aquosa em hidroxido de béario (Ba(OH),8H,0) 5%,
recém preparada e filtrada, a 42° C, durante 15 segundos precisos. Transcorrido esse tempo,
imediatamente, interrompeu-se a acdo da solucdo de hidroxido de bario, submergindo

rapidamente a ldmina em solucdo de HCI 0,2 N, com posterior lavagem em &gua corrente
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secagem ao ar. Em seguida a lamina foi colocada em solucdo 2xSSC a 60° C durante 45
minutos. A lamina tratada foi lavada em agua corrente, seca ao ar e corada em solucdo de

Giemsa diluida a 3% em agua destilada durante 15 minutos.

4.3.3 Deteccao das NORs

Para a visualizacdo das NORs, foi empregada a técnica de impregnacao pelo nitrato de
prata coloidal, descrita por Howell & Black (1980), com algumas adaptac@es, realizadas no
Laboratério de Biologia do IFPI. Foram colocadas duas gotas de solucdo de gelatina a 2%
(acrescida de &cido férmico na proporcdo de 1 mL para cada 100 mL de solugdo) em duas
regides diferentes da lamina com preparagdes cromossomicas. Em seguida foi acrescentada
uma gota de solugdo aquosa de nitrato de prata 50% sobre cada gota de gelatina.

Na sequéncia, a lamina foi coberta com uma laminula e incubada em camara umida a
60°C até que os cromossomos adquirissem uma coloragdo amarelo escuro e 0s nucléolos uma
coloragéo quase preta; em geral este tempo variou de 3 a 5 minutos.

Decorrido este tempo, removeu-se a laminula com jatos de dgua destilada. As laminas
foram secas ao ar e eventualmente coradas com solucdo de Giemsa a 5%, durante 20 a 30

segundos, lavadas em agua destilada e secas ao ar.

4.3.4 Hibridizacéo fluorescente in situ (FISH)
4.3.4.1 Sondas Telomérica e rDNA

Os experimentos de FISH foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos e
Citogenética, do Instituto Evandro Chagas (IEC) — Belém — PA. Todas as sondas utilizadas
foram obtidas e disponibilizadas pelo laboratorio.

A sonda de rDNR 18S foi obtida por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
a partir do DNA gendmico de Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) (Pisces: Erythrinidae),
utilizando o seguinte conjunto de primers: 18SF: CCGAGGACCTCACTAAACCA e 18SR:
CCGCTTTGGTGACTCTTGAT. Para a sonda telomérica foram usados o0s primers
(TTAGGG)® e (CCCTAA)® obtidas por PCR sem DNA molde.

O processo de hibridizacdo e deteccdo foi conduzido seguindo-se o protocolo de
Oliveira et al. (2010), com algumas modifica¢des nos tempos de desnaturagéo e lavagens pos
hibridizacdo. Ao término das preparacfes foi adicionado o fluorocromo 4’6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) acrescido de Antifading (Vectashield).
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4.3.4.1.1 Tratamento das laminas

As preparagdes cromossdmicas foram colocadas sobre laminas previamente limpas, as
quais foram mantidas em estufa a 60° C por uma hora para total fixacdo do material. Para dar
prosseguimento as técnicas de hibridizacéo fluorescente in situ as laminas foram tratadas com
solucéo de pepsina e RNAse com o intuito de proporcionar um meio adequado para a reacéo.

Para o tratamento com pepsina incubou-se as laminas por 10 minutos em uma solucéo
contendo 99 mL de dgua destilada, 1 mL de HCI 1M e 50 pl de pepsina 10%. Em seguida, as
laminas foram lavadas duas vezes, por 2 minutos cada lavagem, em 2xSSC e incubadas em
100 pl de RNAse (5 ul de solugdo aquosa de RNAse 10 mg/mL acrescida de 995 mL de
2xSSC) a 37° C por 1 hora em cdmara Umida. Apos a incubagdo, outras trés lavagens, de 5
minutos cada, em 2xSSC foram efetuadas. As ldminas foram desidratadas em série etilica 70,

90 e 100% por 5 minutos respectivamente.

4.3.4.1.2 Hibridizacéo

Apols pernoitarem em estufa a 37°C, as laminas previamente tratadas foram
submetidas ao processo de desnaturacdo dos cromossomaos que consistiu em submergi-las em
solucdo de formamida 70%, a 72°C (70 mL de formamida PA em 30mL de 2xSSC). As
laminas foram mantidas nessa solucdo por 1 minuto e 20 segundos, variando de acordo com a
qualidade das preparacdes citogenéticas.

Em seguida, o material foi desidratado em série etilica gelada (-20° C) com diferentes
concentragcBes (70, 90 e 100%) por cinco minutos cada. Apds esse procedimento o material
foi mantido em temperatura ambiente para secagem. Enquanto as laminas eram submetidas a
série etilica, as sondas foram desnaturadas.

Para a preparacdo das sondas, 2 uL da sonda marcada foram adicionados a 10 puL do
tampé&o de hibridizacdo (formamida 50% em 2xSSC e sulfato dextrano 10%) por lamina em
um microtubo. A solucéo de hibridizacdo foi desnaturada em bloco aquecedor a 75° C por 15
minutos. Ao final da desnaturacdo, os tubos foram colocados imediatamente em gelo
enguanto as laminas secavam. A solucdo de hibridizacdo de cada tubo foi colocada sobre a
lamina com os cromossomos desnaturados, coberta com laminula, impermeabilizada com cola

de PVC e mantida overnight a 37° C em cdmara Umida.

4.3.4.1.3 Lavagens e deteccéo
Decorrido o tempo de hibridizacdo, as laminas montadas com a solucdo de
hibridizacdo e mantidas umidas a temperatura constante foram submetidas aos processos de

lavagem e deteccdo dos sinais de hibridizacdo utilizando anticorpos e haptenos especificos.
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Para isso as laminulas foram retiradas com cuidado e o material lavado duas vezes, cinco
minutos cada, com solucdo de estringéncia (50 mL de formamida acrescida de 50 mL de
2xSSC) a 45° C. Em seguida as laminas foram lavadas duas vezes com 1xSSC a 45° C por
também cinco minutos cada. Outra lavagem de cinco minutos foi realizada com 4xT (20 mL
de 20xSSC, 5 uL de Triton e 75 mL de 4gua) em temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas por 40 minutos com anticorpos (0,2 ul AVID/CY3, Alexa
em 200 pl em 4xSST), 100 ul por lamina. Em seguida foi despejado sobre a lamina, coberta
com parafilme e colocada em estufa 37°C em cdmara Umida. As laminas foram coradas com
DAPI, mais solucdo de antifading (Vectashield), montadas com laminulas e guardadas em

caixas ao abrigo da luz.

4.3.4.2 Microssatélites

Os experimentos de FISH com sondas de microssatélites seguiram o protocolo de
Kubat et al. (2008) com adequagOes. As sondas foram marcadas diretamente com Avidina-
CY3. As sequéncias utilizadas foram: CA, CAA, GAG, GA, CAC e GAA disponiveis no
Instituto Evandro Chagas.

As sondas foram previamente marcadas por PCR e/ou nick translation, utilizando o
composto biotina-14-dATP (Invitrogen).

No primeiro dia dos experimentos, as laminas com material fixado foram colocadas
por uma hora em estufa a 37° C. Em seguida foram colocadas por mais 25 minutos na estufa a
60° C e foi aspergido sobre as laminas 200 uL de ribonuclease 10 ug/mL e colocado o
parafilme.

Em seguida incubou-se em camara Umida por uma hora na estufa a 37° C. Apos retirar
as laminas da cdmara Umida, incubou-se trés vezes em 2xSSC por cinco minutos. Em seguida
incubou-se as laminas por 10 minutos na pepsina 0,005% e trés vezes em 2xSSC por cinco
minutos cada, em temperatura ambiente. Logo apds, incubou em formaldeido a 1% por 10
minutos e trés vezes em 2xSSC por cinco minutos cada, em temperatura ambiente. Apos isso,
as laminas foram desidratadas em etanol 50%, 70% e 100% por dois minutos cada, em
temperatura ambiente.

Em seguida, esperou-se que as laminas secassem em temperatura ambiente e depois
foram desnaturadas em formamida 70% por trés minutos a 72° C e desidratadas em etanol
70%, 90% e 100% por dois minutos cada (a0 mesmo tempo as sondas foram desnaturadas a

80° C por 10 minutos e transferidas imediatamente para o gelo). Logo apos, foi aspergido a
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sonda sobre as laminas, colocou-se as laminulas, vedou-se com cola e foram colocadas em
camera umida na estufa a 37° C overnight por 16 horas.

No segundo dia, as laminas foram colocadas duas vezes em 2xSSC por cinco minutos
cada, em temperatura ambiente. Depois duas vezes em 1xSSC por 5 minutos cada, em
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas uma vez em tampéo fosfato salino (PBS) e
desidratadas em etanol 70%, 90% e 100% por dois minutos cada, em temperatura ambiente.
Em seguida, adicionou-se DAPI com antifading, colocou a laminula, pressionou com papel

toalha para retirar o excesso e vedou-se com esmalte.

4.3.4.3 Deteccdo do conteudo molecular de regides repetitivas por fluorocromos base-
especificos (coloracdo DAPI)

Para a deteccdo das regides repetitivas ricas em bases GC ou AT, foi empregada a
técnica modificada de Christian et al. (1998), a qual dispensa o uso do contracorante
distamicina A. A lamina foi incubada em solugéo de formamida a 70% em 2xSSC, aquecida a
70°C, por dois minutos. Em seguida, imersa duas vezes em banhos de 2xSSC, a temperatura
ambiente, por dois minutos cada e passada em bateria de etanol gelado (70, 85 e 100%) por
dois minutos cada banho.

Depois de seca, sobre ela foram colocados 30 pL de antifading, preparado em solugéo
do fluorocromo AT-especifico 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). O material foi coberto
com laminula e a lamina permaneceu em camara escura na geladeira por cerca de 30 minutos.
Seguiram-se trés banhos de PBS, a temperatura ambiente, por dois minutos cada. Depois de,
no minimo, 10 minutos de coloracdo, o excesso de liquido foi retirado da lamina com papel-

filtro e observada ao microscépio de fluorescéncia com uso de filtros adequados.

4.4 Analises de dados

As melhores metéafases da coloragdo com Giemsa foram fotografadas ao microscépio
de luz Nikon Eclipse, acoplado a um sistema de captura de imagens e montados os cariétipos
para analises comparativas. Os cromossomos foram organizados em metacéntricos,
submetacéntricos, e subtelocéntricos, e acrocéntricos, dependendo da razdo de bracos e
arranjados em decréscimo de tamanho nos respectivos cariotipos (LEVAN et al., 1964). A
captura das imagens de FISH foi realizada utilizando-se um microscépio Zeiss-Axiophot
acoplado a um sistema de fluorescéncia e as imagens foram processadas com o auxilio do
programa Axionvision. As imagens das metafases foram posteriormente otimizadas com
brilho e contraste pelo programa Adobe Photoshop CS6, e montadas em pranchas no

programa Corel Draw X7.
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5 RESULTADOS

Dos individuos coletados e analisados foram fotografadas metafases de dois
exemplares machos e uma fémea de S. merianae. Nos exemplares analisados nao foram
observados cromossomos sexuais heteromorficos. Individuos machos e fémeas apresentaram
um namero diploide de 2n=38, compostos por 10 macrocromossomos do tipo metacéntricos e
submetacéntricos e 28 microcromossomos (FIG. 3).

A heterocromatina constitutiva visualizada a partir da técnica de bandamento C foi
detectada como blocos discretos, principalmente proximos a regido centromérica e telomérica
de macrocromossomos e alguns microcromossomos em ambos 0s sexos (FIG. 4 A e B).
Cromossomos previamente desnaturados com formamida e corados com DAPI mostraram
regides pericentroméricas de alguns cromossomos ricos em blocos AT (FIG. 4 C).

Sinais positivos de hibridizacdo com sondas telomérica foram observados nas posi¢cdes
terminais dos cromossomos, bem como sinais intersticiais em regides centroméricas de
diversos pares de cromossomos (FIG. 4 D).

As regides organizadoras de nucléolos localizam-se na porcao terminal de um Unico
par cromossdmico do tipo submetacéntrico em S. merianae. Foi possivel observar também
uma constricdo secundaria no par 2 dos exemplares a qual a regido organizadora de nucléolo
esta associada (FIG. 4 E).

A técnica de FISH com sonda ribossémica 18S revelou sinais de hibridacdo nos sitios
correspondentes aos das NOR na espécie estudada. Ndo foram observados heteromorfismos
relacionados ao tamanho e posicdo em ambos 0s sexos estudados (FIG. 4 F).

O padrdo de distribuicdo das sequéncias de microssatélites estudadas em S. merianae,
evidenciaram dois padrdes distintos: (I) sinais fracos de hibridiza¢do dispersos ao longo dos
cromossomos inteiros, e (I1) sinais especificos formando blocos mais evidentes em regifes
teloméricas e pericentromeéricas de alguns macrocromossomos e em regides pontuais em
alguns microcromossomos (FIG. 5). O padréo I de distribuicdo foi verificado principalmente
pelas sondas CA, CAA, CAC, GAA e GAG, mostrando sinais dispersos e variaveis ao longo
dos bragcos cromossémicos. Ja o padrdo Il foi observado com maior nitidez nos experimentos
envolvendo as sondas CA, CAA e CAC. MarcacBes centroméricas/pericentroméricas foram
evidenciadas pela hibridizagdo das sequéncias CAC, CAA, enquanto que sinais na porcao
terminal dos cromossomos foram quase que exclusivos das sequéncias GAA e GAG. Sinais

pontuais conspicuos em microcromossomos foram vistos somente com a sequéncia GA.
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Figura 3 — Cari6tipo de Salvator merianae com colorac¢do convencional em Giemsa mostrando 2n =38 cromossomos.
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Figura 4 — Metéfases de Salvator merianae. (A, B) evidéncia da heterocromatina constitutiva em individuo macho e
fémea respectivamente, (C) Coloracdo com fluorocromo DAPI, (D) FISH com sonda telomérica, (E) Impregnacdo com
nitrato de prata evidenciando regiGes organizadoras de nucléolos, e (F) FISH com sonda de rDNA 18S. Setas:
marcacles evidentes

A B

Fonte: Elaborado pelo autor (2016)
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Figura 5 — Metédfases de Salvator merianae evidenciando sinais de hibridizacdo com sondas de
microssatélites. Setas: marcagdes evidentes

(CA)

Fonte: Elaborado pelo autor (2016)
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6 DISCUSSAO

O numero diploide 2n=38 encontrado em S. merianae corrobora estudos prévios em
individuos da espécie provenientes de outras regides do pais (VERONESE; FREITAS;
KRAUSE, 2003; SANTOS et al., 2008; HERNANDO; ALEJANDRA, 1999). As pequenas
divergéncias existentes entre os individuos estudados no presente trabalho e aqueles
provenientes dos estados de Tocantins, S&o Paulo e Espirito Santo provavelmente estdo
relacionadas a definicdo do nimero de macrocromossomos (TAB. 1). Veronese; Freitas;
Krause, (2003) analisando espécimes provenientes do estado do Rio Grande do Sul, também
encontraram resultados semelhantes nos quais o cariétipo apresentava 10 macrocromossomos

e 28 microcromossomaos.

TABELA 1 - Numero dipl6ide (2n), férmulas cariotipicas, posicdo da NOR, e padrdo de
bandamentos nos cromossomos de espécies dos géneros Tupinambis e Salvator. 2n= numero
diploide; C: tipo de bandamento; M : macrocromossomo; m : microcromossomo; NOR :
regido organizadora de nucléolo

Espécies Regido 2n Caridtipo Banda NOR Referéncias
S. merianae RS 38 10M+28m C Par 2 Veronese; Freitas; Krause,
2003

S. merianae TO,SPeES 38 12M+26m C Par 2 Santos et al., 2008

S. merianae Corrientes (AR) 38 10M+28m Par2  Hernando, Alejandra B., 1999
T. quadrilineatus GOeTO 38 12M+26m C Par 2 Santos et al., 2008

T. teguixim MT,GOeTO 36 12M+24m C Par 2 Santos et al., 2008

T. teguixim AM 38 10M+28m C Par 2 De Smet, 1981

T. teguixim AM 36 12M+24m C Par 2 Carvalho et al., 2015

Fonte: Elaborado pelo autor (2016)

Comparando dados citogenéticos disponiveis para espécies da subfamilia é possivel
verificar certa estabilidade no ndmero cromossdmico (TAB. 1). Carvalho et al. (2015)
analisaram exemplares de Tupinambis teguixin e verificaram a presenca de 2n = 36
cromossomos (12M + 24m) com férmula cariotipica semelhante a encontrada por outros
autores (GORMAN 1970, DE SMET, 1981, SANTOS et al., 2008). A Unica excec¢do esta em
exemplares de em T. teguixin de origem ndo informada examinados por Becak, M. L; Becak,
W; Denaro, (1972), nos quais existe um par adicional de microcromossomos, totalizando 38
cromossomos (12M + 26m).
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Apesar da diversidade de mecanismos de diferenciagdo sexual existente em lagartos
em geral, nenhum sistema tem sido documentado na subfamilia Tupinambinae (GORMAN
1970; CARVALHO et al., 2015).

O modo como a heterocromatina constitutiva esta distribuida no cariétipo de S.
merianae evidencia regies cromossomicas marcadas discretamente nas posigoes
centromérica e telomérica de alguns macromossomos e microcromossomos, sem distin¢do
entre machos e fémeas. Veronese; Freitas; Krause, (2003) obtiveram resultados semelhantes
ao observar exemplares das espécies de Cnemidophorus lacertéides Duméril & Bibron, 1839,
Teius oculatus (D’orbigny & Bibron, 1837), Ameiva ameiva e S. merianae. Nestas espécies
pequenos blocos heterocrométicos presentes nas por¢des terminais e pericentroméricas foram
observados. Semelhantemente, Santos et al. (2008) encontraram em Crocodilurus amazonicus
Spix, 1825 blocos heterocroméaticos na regido pericentromérica de todos o0s
macrocromossomos e alguns micromossomos, bem como em Tupinambis quadrilineatus e S.
merianae de diferentes regiGes do pais. Recentemente, essas mesmas observacdes foram
feitas por Carvalho et al. (2015) nos cromossomos de individuos de Ameiva ameiva,
Cnemidophorus sp. 1, Kentropyx calcarata, K. pelviceps e Tupinambis teguixim provenientes
da regido Amazonica.

Regibes heterocromaticas sdo comumente ricas em sequéncias de DNA repetitivos e
normalmente estdo localizados nas regies centroméricas ou terminal de cromossomos. Estas
sequéncias tém sido muitas vezes consideradas importantes marcadores especificos de
espécies ou populacdes (CARVALHO et al., 2012, SCHNEIDER et al., 2013). Contudo em
lagartos, a macroestrutura de segmentos heterocromaticos mostrados a partir da técnica de
Bandamento C, por si s6, ndo tem distinguido as espécies de lagartos. Dessa forma, detalhes
da composicdo molecular de tais regides precisam ser acessados, utilizando marcadores mais
precisos. I1sso se deve ao fato de que embora a heterocromatina possa ser localizada na mesma
regido cromossémica em diferentes espécies, ndo significa que ela tenha a mesma composi¢do
molecular (CHAIPRASERTSRI et al., 2013). Neste sentido, a coloracdo com o fluorocromo
DAPI em individuos de S. merianae permitiu evidenciar segmentos heterocromaticos ricos
em sequéncias AT em alguns macrocromossomos. Da mesma forma, a auséncia de sinais
brilhantes em regides como centrdmeros, telébmeros e constricbes secundarias indicaram
regides com prevaléncia de bases CG.

As NORs de individuos de S. merianae j& analisados ndo evidenciam polimorfismos
de tamanho nem posicdo cromossdmica. Essa mesma constituicdo pode ser observada em

espécies dos géneros Salvator, Tupinambis e Crocodilurus: S. merianae, T. teguixim, T.



35

quadrilineatus e C. amazonicus (VERONESE; FREITAS; KRAUSE, 2003; SANTOS et al.,
2008). Esta estabilidade parece ter sido mantida evolutivamente também em nivel molecular,
uma vez que os experimentos de hibridizacdo in situ utilizando sonda ribossomal 18S
revelaram regides organizadoras de nucléolos exatamente iguais ao observado nos
experimentos com nitrato de prata. Este padrdo observado para S. merianae no presente
trabalho, é muito semelhante as demais espécies ja estudadas tanto do género Salvator como
Tupinambis (TAB. 1). No caso do género Salvator, esta € a primeira vez que se tem registro
do uso de sondas de DNA ribossdmicos neste grupo, e as mesmas ndo revelaram marcagoes
cripticas e nenhuma evidéncia de rearranjo recente que tenha envolvido a NOR em S.
merianae.

Algumas variagdes como numero e posicdo de NOR tém sido relatadas em outras
espécies da familia Teiidae. Diferencas regionais, influenciadas principalmente por fusdes
céntricas, fissbes e inversbes pericéntricas tem ocorrido em espécies de A. ameiva
(PECCININI-SEALE; ALMEIDA, 1986). Segundo as autoras, individuos coletados em
Capanema, Para mostraram NORs nos pares cromossomos 1, 2, 7, 16, 18, 19, bem como em
um par de microcromossomos. J& no estudo citado, em individuos coletados em Santarém,
neste mesmo estado e em Urucurituba, no Amazonas, os sitios ribossomais foram verificados
nos pares 1 e 2 e em um pequeno microcromossomo. Para esta mesma espécie, provenientes
de Manacapuru, Amazonas, Sites et al. (1990) encontraram NORs localizadas nos pares
cromossémicos 1, 4 e 9 e em microcromossomos. Recentemente Carvalho et al. (2015)
observaram trés padrbes de distribuicdo das regifes organizadoras de nucléolos nas espécies
(i) A. ameiva, par 7, (ii) Cnemidophorus sp. 1, Kentropyx calcarata e K. pelviceps, par 1, (iii)
T. teguixim, par 2. Essas marcacOes foram todas confirmadas pela FISH com sondas de rDNA
18S. Tais heteromorfismos sdo provavelmente associados com mecanismos de crossing-over
desiguais, rearranjos como transposicoes, exclusdes e/ou duplicacdes ou variagdes no numero
de cdpias de rDNA presentes nestes locais e que dariam origem a algumas mudanc¢as na
localizacdo de sitios ribossomais (GROSS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2008).

A localizacdo das NORs € importante para a caracterizacdo de espécies e estudos
evolutivos entre lagartos da familia Teiidae (SANTOS et al., 2008). Salvator merianae e
Tupinambis teguixim, por exemplo, sdo géneros relacionados e possuem uma NOR simples,
evidenciadas pela constricdo secundaria do braco longo do par 2, este Gltimo, confirmado pela
hibridizacdo fluorescente in situ com sonda de DNAr 18S (CARVALHO et al., 2015).
Salvator merianae no presente trabalho evidenciou uma NOR simples e foi possivel

confirmar a presenca e localizacdo por meio da FISH 18S. A presenca desta constricdo € uma
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caracteristica comum entre as espécies da subfamilia Tupinambinae (GORMAN, 1970). Estas
estruturas estdo tipicamente presentes em um unico par cromossémico, sendo muito comum
em varias espécies de lagartos (BERTOLLOTO et al., 1996; KASAHARA et al., 1996;
BERTOLLOTO et al.,, 2002). Em Cnemidophorus sp.1, Kentropyx pelviceps, Kentropyx
calcarata e Tupinambis teguixin, a presenca de uma constricdo secundaria localizada na
regido distal dos pares 1 e 2 foi observada (CARVALHO et al., 2015). No entanto em
individuos de A. ameiva estas estruturas estdo ausentes.

Sequéncias teloméricas tém sido amplamente usadas em estudos com diversos grupos
de animais principalmente como forma de mostrar resquicios de rearranjos cromossémicos
que possam ter ocorrido ao longo do processo evolutivo da espécie. Contudo, contrariando o
Senso comum, para a maioria das espécies de lagartos estudadas é comum além das marcacées
nas extremidades dos telémeros, sinais intersticiais presentes em um grande ndmero de
cromossomos, predominantemente em regides pericentroméricas. Estes sinais tém sido vistos
em membros de todas as linhagens principais do grupo caracterizando resto de “velhos”
telémeros terminais apds eventos de fusdo Robertsoniana (ROVATSOS et al., 2015).

Rovatsos et al. (2015), em um extenso trabalho utilizando sondas teloméricas
verificaram que Aspidoscelis deppei (Wiegmann, 1834), A. gularis (Baird & Girard, 1852) e
A. sexlineata (Linnaeus, 1766) (Teiidae) apresentaram sequencias teloméricas intersticiais em
regides centroméricas e pericentroméricas. Neste mesmo trabalho os autores relatam que a
espécie A. tigris (Baird & Girard, 1852) mostrou STIs apenas na regido centromérica e A.
inornata (Baird, 1859) ndo apresentou STIs. Este resultado é semelhante ao encontrado em S.
merianae no presente trabalho, onde foi possivel confirmar a presenga de STIs no cari6tipo,
com sinais revelados em por¢fes centroméricas na maioria dos cromossomos metacéntricos,
além de regibes pericentroméricas, evidenciando a presenca de rearranjos cromossémicos
antigos, como esperado para Squamatas.

O presente estudo fornece a primeira analise por mapeamento cromossomico de
microssatélites em uma espécie de lagarto brasileiro. Os resultados obtidos indicaram que ha
uma propagacao de todas as sequéncias no genoma de S. merianae, com sinais especificos
mais evidentes em regides teloméricas, pericentroméricas e em alguns microcromossomos. Os
sinais foram observados tanto em regides eucromaticas quanto heterocromaticas.

O resultado das andlises com sequéncias de microssatélites mapeadas no genoma de S.
merianae foram semelhantes aquelas observados para grupos distantes de vertebrados como
peixes e até mesmo invertebrados como gafanhotos. Nestes organismos sinais espalhados por

todos 0s cromossomos e outros agrupados em regifes terminais e centroméricas foram
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notados (CIOFFI; KEIJINOVSKY; BERTOLLO, 2010; MILANI; CABRAL-DE-MELO,
2014). Este resultado permite sugerir que estas sequéncias podem estar diretamente
envolvidas na formacdo da estrutura do centrdmero e dos teldmeros. Além disso, DNAs
repetitivos como 0s microssatélites estdo envolvidos na formacdo da heterocromatina, em
processos de regulagcdo génica, organizagdo e funcionalidade dos centrémeros, teldmeros,
perfeita segregagdo cromossOmica, reparo e replicagdo do DNA e diferenciacdo dos
cromossomos sexuais (FESCHOTTE; PRITHAM, 2007, MARTINS, 2007; LOPEZ-
FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012).

Uma notavel organizacdo de DNAs repetitivos, como a observada em S. merianae,
foram relatadas por Milani e Cabral-De-Mello, (2014) na espécie de gafanhoto Abracris
flavolineata (De Geer, 1773) (Acrididae), revelando um espalhamento das sequéncias de
microssatélites mapeadas em todo 0 genoma, com sinais especificos mais evidentes em certas
regides cromossémicas, porém prevalecendo hibridizacdo tanto em regiGes eucromaticas
quanto heterocromaticas.

Pokorna; Kratochvil; Kejnovsky, (2011) analisaram sequéncias repetitivas em
cromossomos sexuais de Eremias velox (Pallas, 1771), (Sauria; Lacertidae), e observaram que
certas sequéncias de microssatélites sdo extensivamente acumuladas ao longo de todo o
comprimento ou partes do cromossomo sexual W, enquanto outros, incluindo (GATA),, estdo
ausentes neste cromossomo sexual.

Em peixes, os DNAs repetitivos tém sido amplamente estudados principalmente pelo
seu papel importante na diferenciacdo de cromossomos sexuais. Nestes estudos,
frequentemente tem se relacionado o acimulo de sequéncias de DNA repetitivos nas regides
heterocromaticas do genoma destes organismos (CIOFFI et al., 2010).

Cioffi et al. (2010) observaram a distribuicdo de 12 mono, di- e tri-nucleotideos de
microssatélites sobre os cromossomos de 2 cariomorfos de Hoplias malabaricus
(Erythrinidae), com dois distintos sistemas de cromossomos sexuais (um simples XX / XY e
um multiplo X3 X3 X3 Xz / X1 X3 Y). Os padrdes de distribuicdo de diferentes microssatélites
ao longo dos cromossomos variaram consideravelmente, com sinais de hibridizacdo fortes
observados em regides subteloméricas e em regides heterocromaticas de varios autossomos,
com uma acumulacdo diferente nos cromossomas sexuais. Para 0s autores, este padrdo de
distribuicdo € provavel, de acordo com modelos que preveem a acumulacao de sequéncias de
DNA repetitivo em regides com muito baixa recombinagé&o.

Sinais positivos de hibridizacdo de microssatélites predominantemente em regides

teloméricas foi observado no genoma de quatro espécies de peixes do género Leporinus
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(Anostomidae) tanto em autossomos quanto nos cromossomos Z (POLTRONIERI et al.,
2013). Salvator merianae apresentou padrdo de hibridizacdo semelhantes nos cromossomos
autossomomos, evidenciando que a localizacdo destas sequéncias permanece de maneira
estavel mesmo entre grupos filogeneticamente distantes, com marcacGes mais evidentes

predominantemente em regides teloméricas, centroméricas e pericentroméricas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho permitiram uma visdo mais abrangente sobre a
organizacao cariotipica da espécie S. merianae, analisada tanto pela colora¢do convencional,
quanto por meio do mapeamento gendmico molecular, permitindo uma série de observacfes
que devem ser ressaltadas:
- Apesar da ampla distribuicdo da espécie, a macroestrutura cariotipica permanece sem
modificacdes no nimero diploide do grupo. Este fato reforca a ideia de um certo grau de
conservacdo cromossomica. As pequenas diferencas no tamanho e morfologia dos
cromossomos para a espécie de outras regides devem ter sido originadas, ao longo da
evolucdo, a partir de rearranjos estruturais minimos, nem sempre de facil deteccdo ou

comprovacdo mesmo com 0 uso de técnicas mais resolutivas.

- Resquicios de rearranjos cromossomicos ao longo da histéria evolutiva da espécie ficaram

evidentes com a hibridizacdo com sondas teloméricas.

- No caso do género Salvator, esta é a primeira vez que se tem registro do uso de sondas de
DNA ribossdmicos neste grupo, e as mesmas ndo revelaram marcag@es cripticas e nenhuma
evidéncia de rearranjo recente que tenha envolvido a NOR em S. merianae, permanecendo
estavel para a espécie, sendo que o marcador tem localizagdo no cromossomo 2, como 0

observado com frequéncia no género.

- A localizacdo e a quantidade de heterocromatina constitutiva visualizada pela técnica de
bandamento C indicou marcagdes terminais nos bracos cromossémicos e em regides

pericentroméricas do genoma, sem alguma relacao sexo-especifica.

- O numero reduzido de segmentos heterocromaticos observado em S. merianae tem sido
comum entre os lacertilios, e ndo se configura como um marcador eficiente para distin¢do de

espécies.
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- A coloragdo com fluorocromo base-especifico forneceu informacBes sobre a natureza
molecular de regibes repetitivas indicando a diversidade qualitativa dos segmentos

heterocromaticos.

- O presente estudo fornece a primeira analise por mapeamento cromossémico de
microssatélites em uma espécie de lagarto brasileiro, e indicaram que ha uma propagacao
uniforme de todas as sequéncias analisadas no genoma de S. merianae, com sinais mais
evidentes em regides teloméricas, pericentroméricas e em alguns microcromossomos,

observados em ambas as areas de regides eucromaticas e heterocromaticas.
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