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RESUMO

Estudos citogenéticos em lagartos da familia Teiidae tem se mostrado uma ferramenta
importante no estabelecimento das relagGes filogenéticas e evolutivos do grupo visto que
auxilia na definicdo da posicdo de espécies dentro de géneros da familia. O género
Ameivula por exemplo, surgiu a partir de extensas revisdes de espécies que compunham
0 antigo complexo de espécies Cnemidophorus. As espéecies de Ameivula possuem ampla
distribuicdo, sendo encontradas em diversas regides desde o nordeste do Brasil até o norte
da Argentina. Dessa forma, considerando a necessidade de aumentar o ndmero de
informacdes sobre aspectos da biologia das espécies que compdem o referido género, este
trabalho teve como objetivo descrever o cariotipo de individuos machos e fémeas de
Ameivula cf ocellifera da Caatinga na regiédo de Picos. Os exemplares foram coletados no
periodo de agosto de 2014 a outubro de 2015 utilizando armadilhas de queda tipo pitfalls
montadas aleatoriamente em locais definidos. Os animais coletados foram transportados
ao laboratério de Biologia do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Piaui, campus Picos, onde foram realizados os procedimentos para a coleta de material
citogenético, catalogacao, registro e posterior fixacdo e preservacdo dos espécimes. Os
individuos analisados mostraram cariétipo com nimero diploide de 2n=50 em ambos 0s
sexos, com formula -cariotipica composta de 24 macrocromossomos e 26
microcromossomos do tipo telocéntrico e subtelocéntricos. N&o foram observados
cromossomos  sexuais heteromorficos nos individuos estudados. Blocos de
heterocromatina foram evidenciados nas regides pericentroméricas e teloméricas dos
cromossomos. As regides organizadoras de nucléolos estdo presentes na por¢édo terminal
do quinto par cromossémico. Néo foi constatada a presenca de constri¢cdo secundaria nos
individuos analisados. As caracteristicas cromossomicas de A. cf ocellifera analisadas sob
coloracdo convencional ndo demostram divergéncias em relacdo a individuos ja
analisados para outras regides do pais. Da mesma forma, as regides organizadoras de
nucléolos, bem como a distribuicdo da heterocromatina constitutiva, ao menos do ponto
de vista macroestrutural parecem estar conservadas nos individuos analisados
evidenciando a estabilidade cromossémica neste grupo. Assim, os individuos da regido
de Picos, coletados até entdo denominados A.cf ocellifera, poderdo ser denominados
como A. ocellifera.

Palavras-chave: Cari6tipo; Banda C; Marcadores Citogenéticos; NOR.



ABSTRACT

Cytogenetic studies in species of Teiidae family has been shown as an important tool to
establish the phylogenetic relationships of the group, due to contribute to define the
species positioning into the family. The Ameivula genus e.g., emerged as a new genus
from extensive revision works of species that comprised the former species complex of
Cnemidophorus genus. The species of Ameivula has wide distribution from the northeast
of Brazil to northern of Argentina. Thus, this study aimed to describe the karyotype of
male and female individuals of Ameivula cf ocellifera from Picos, Piaui region.
Specimens were collected from August 2014 to October 2015 using interception traps
and pitfalls, mounted randomly along the selected locations. The animals were collected
and transported to the biology laboratory in the Federal Institute of Education, Science
and Technology of Piaui, campus Picos, where was carried out all procedures for the
collection of cytogenetic material, cataloguing and preservation. Individuals analysed
showed diploid number of 2n = 50 in both sexes, with karyotype formula composed by
24 macrochromosomes and 26 microchromosomes telocentric and subtelocentric types.
There were no heteromorphic sex chromosomes in the studied specimens. The
heterochromatin was evidenced as a blocks in pericentomeric and telomeric regions of
chromosomes. The chromosomic characteristics of Ameivula cf. ocellifera analysed
through conventional staining do not show divergences regarding individuals from other
regions of the country. In the same way, the nucleolar organizing regions and
heterochromatin distribution patterns, at least, from the macrostructural view, seems to
be conserved, highlighting the chromosomal stability of this group. Considering these
results and the comparison with data from other regions, the individuals collected in the
Picos region, called Ameivula cf ocellifera can be referred as Ameivula ocellifera.

Keywords: C Band; Cytogenetic markers; karyotype; NOR
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1 INTRODUCAO

A citogenética € uma area do conhecimento que estuda 0S cromossomos, sua
morfologia, organizacdo, funcdo e replicacdo, a variacdo e evolugdo. Fornecendo
informacdes para se determinar a constituicdo cariotipica e para estudos citogenéticos
comparativos (CHAUFFAILLE, 2005).

No Brasil, 0s primeiros registros citogenéticos para lagartos ocorreram na década
de 60 com a descrigdo cariotipicas ainda em colora¢do convencional (BECAK, 1964;
PECCININI-SEALLE, 1969). Diversos trabalhos utilizava a coloracéo diferencial, como
banda C e R e localizacdo das NORs em diversas familias neotropicais (BERTOLOTTO
etal., 1996). A partir de entdo, houve um incremento na producéo de trabalhos com vérias
familias de lagartos brasileiros com base principalmente nas familias Teiidae e Iguanidae
(PECCININI-SEALLE, 1976).

Olmo (1986), registrou 607 espécies de lagartos com sistemas cromossémicos
descritos. O nimero diploide observado variou desde 2n = 16 no geconideo Gonatodes
taeniae Roze 1963 a 2n = 64 no gimnofiftalmideo Nothobachia ablephara Rodrigues,
1984. Contudo, o cari6tipo 2n = 36 cromossomos contendo 12 macrocromossomos e 24
microcromossomos é muito conservado em varias familias, principalmente dentre aquelas
espécies pertencentes a Iguania e por esse motivo muitos autores o consideram o cariétipo
ancestral do grupo (BICKHAM, 1984).

Dados ndo atualizados informam que cerca de 20% das espécies de lagartos tem
seus caridtipos descritos, e destes, somente 25% tem a presenca de Cromossomos sexuais.
A avaliacdo precisa deste dado torna-se dificil principalmente devido a presenca de
inimeros microcromossomos, Tais dificuldades acentuam-se com o uso de coloragdo
citogenética convencional que é menos resolutiva (SANTOS, 2002).

Em espécies onde hd a comprovacdo da existéncia de cromossomos sexuais,
existem dois tipos de mecanismos cromossdmicos na determinacgéo do sexo: definicdo do
sexo pelo ambiente e pelo genotipo. Alem disso, ha mecanismos simples e multiplos,
devido a presenca de rearranjos estruturais como translocagdes. Contudo nos dois casos,
podem ser observados tanto heterogametia masculina (sistema XX:XY) quanto feminina
(ZZ:ZW)(MODI; CREWS, 2005; SANTOS 2002, 2007). Diversos autores sugerem que
0s sistemas sexuais em lagartos evoluiram recentemente e de forma independente em
diferentes ordens e subordens da Classe (PECCININI-SEALLE 1981; OLMO, 1986;
EZAZ et al., 2006).
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No municipio de Picos, foram registradas 12 espécies de lagartos em regido de
caatinga arbustiva e caatinga arbdrea pertencentes as familias Gekkonidae, Hemidactylus
mabouia (Moreau de Jonnes, 1818), Lygodactylus klugei (Smith, Martin & Swain, 1977),
Gymnophthalmidae, Vanzosaura rubricauda (Boulenger, 1902), Iguanidae, Iguana
iguana (Linnaeus, 1758), Phyllodactylidae, Gymnodactylus geckoides Schreiber, 1875,
Phyllopezus pollicaris (Spix, 1825), Polychrotidae, Polychrus acutirostris Spix, 1825,
Scincidae, Mabuya heathi Schmidt & Inger, 1951, Tropiduridae, Tropidurus hispidus
(Spix, 1825) e Teiidae, Ameiva ameiva (Linnaeus, 1758), Ameivula ocellifera (Spix,
1825) e Salvator merianae (Duméril & Bibron, 1839) (BENICIO; FONSECA, 2011).
Segundo estes autores, a herpetofauna estudada na regido de Picos é constituida,
principalmente, por espécies tipicas das formacgfes abertas e espécies de ampla
distribuicdo geografica.

Estudos mais recentes em quatro diferentes fitofisionomias de Caatinga, Cerrado,
Cocais, Floresta Estacional Semidecidual e Mata Ciliar no estado do Piaui registraram 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 BENICIO et al. 2015).

Individuos de Ameivula cf. ocellifera como muitos outros representantes de Teiidae
ja tiveram seus cariétipos descritos para outras regides do pais e mostraram evidéncias
claras de diferenciacdo geografica (GIUGLIANO, 2009; PECCININI-SEALE;
ALMEIDA, 1986; SANTOS et al., 2007). Dessa forma, considerando a plasticidade
ecoldgica e comportamental dos lagartos, este trabalho tem a finalidade de mostrar as
caracteristicas cromossomicas de A. cf. ocellifera verificando se sdo as mesmas relatadas
para outras regides do Pais, bem como a existéncia de marcadores citogenéticos para
individuos da espécie coletados no semiarido da regido de Picos- Pl que definem as

espécie encontrada nesta regido.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo descrever o cariotipo de individuos machos e
fémeas de Ameivula cf. ocellifera da Caatinga regido de Picos, Piaui comparando com
trabalhos realizados em outras regiGes do pais, buscando marcadores que definam esta

espécie.
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2.2 Objetivos especificos
- Identificar o padréo de distribui¢do da heterocromatina em individuos machos e fémeas
de Ameivula cf. ocellifera;
- Demostrar o padrdo de distribuicdo das regides organizadoras de nucléolos nas especies;
- Verificar a presenca de marcadores citogenéticos sexo especificos em individuos da

espécie

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Diversidade da Familia Teiidae

A Familia Teiidae ¢ um grupo de lagartos que compreende 110 espécies
distribuidas em duas subfamilias: Teiinae e Tupinambinae com aproximadamente 10
géneros (POUGH et al., 2001). A subfamilia Teiinae é composta pelos géneros Ameiva
(Meyer, 1795), Aspidoscelis (Fitzinger, 1843), Cnemidophorus (Wagler, 1830), Dicrodon
(Dumésil & Bibron, 1839), Kentropyx (Spix, 1825), e Teius (Merrem, 1820). Ja a
subfamilia Tupinambinae inclui os géneros Callopistes (Gravenhorst, 1837),
Crocodilurus (Spix, 1825), Dracaena (Daudin, 1801), e Tupinambis (Daudin, 1802).

Existem ainda trés subfamilias fosseis em Teiidae (DENTON; O'NEILL, 1995):
Chamopsiinae, que datam do cretaceo inferior (WINKLER; MURRY’; JACOBS; 1990),
e Macrocephalosaurinae e Polyglyphanodontinae, do cretaceo superior (SULIMSK,
1975). Essas formas fosseis foram encontradas na América do Norte e na Asia Central e
datam do fim do Cretaceo, quando desaparecem nessas localidades (ALIFANOV, 1993).
Entretanto, os fosseis mais antigos da familia datam do Paleoceno e sdo oriundos do
Continente Americano (ESTES, 1983). Isso indica que o grupo deve ter dispersado para
o sul no final do cretaceo (PRESCH, 1974; DENTON JR; O’NEILL 1995, NYDAM,
2002), provavelmente pelo Arco Vulcanico do cretaceo, que conectou brevemente as
Américas do Sul e Norte durante o0 Campaniano tardio e o inicio do Maastrichtiano
(ITURRALDE; MACPHEE, 1999).

Ainda década de 70, GORMAN (1970), dividiu Teiidae em trés grupos com base
nos cromossomos dos seus membros: (1) grupo composto pelos géneros Dracaena,
Callopistes, Crocodilurus e Tupinambis, com numero diploide 2n = 34-38 constituido
por 5 a 6 pares de macrocromossomos metacéntricos e um satélite no par 2; (2) Grupo

formado por Ameiva, Cnemidophorus, Teius, Dicrodon e Kentropyx, que tem ndmero
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diploide 2n = 46 a 56 com muitos cromossomos acrocéntricos resultantes da fisséo
céntrica de cromossomos metacéntricos de grupo 1. (3) Grupo contém os microteiideos
com numero diploide 2n = 46.

Uma nova proposta de divisdo filogenetica de Teiidae foi proposta for Harvey;
Ugueto; Gutberlet (2012), na qual divide a familia em trés subfamilias: Teiinae composta
pelos géneros Ameiva (Meyer, 1795), Ameivula, Aurivela (Bell, 1843), Aspidoscelis,
Contomastix (Dumésil & Bibron, 1839), Cnemidophorus, Dicrodon, Holcosus (Cope,
1862), Kentropyx, Medopheos (Bocourt, 1874) e Teius; Tupinambinae incluindo os
géneros Crocodilurus, Dracaena, Salvator e Tupinambis e a Gltima, Callopistinae com o
unico género Callopistes.

As espécies pertencentes a subfamilia Teiinae sdo as mais conhecidas devido ao
maior numero de trabalhos propostos. As espécies da subfamilia Teiinae possuem nimero
diploide que varia de 2n=46 a 56 cromossomos, geralmente acrocéntricos. O cariotipo
primitivo para esse grupo seria 2n=50 e teria originado a partir de uma fissdo céntrica de
macrocromossomos de um caridtipo ancestral de Tupinambinae (GORMAN, 1973).

O género Ameiva compreende 32 espécies atualmente reconhecidas e distribuidas
pela América Central e do Sul (HOWER; BLAIR 2003). No Brasil, € encontrado na maior
parte do pais (BECAK, 1968). O lagarto Ameiva ameiva conhecido vulgarmente por
“calango verde” € uma das espécies mais difundidas na América do Sul e em Galapagos
(VANZOLINI 1986, VITT; COLLI 1994). Os lagartos jovens sdo principalmente de cor
verde, e quando envelhecem, mudam da cor verde para verde e marrom, geralmente
frequentam &reas relativamente abertas, como savanas, clareiras em florestas, e até
mesmo nos parques e jardins de areas construidas (VANZOLINI, 1986).

Os lagartos do género Cnemidophorus distribuem-se por toda a América do Sul,
desde a Argentina até a Venezuela e algumas ilhas da América central. Sdo lagartos
tipicos de vegetacdo aberta, sendo encontrados em enclaves savanicos da Amazonia,
Caatinga, no Cerrado e campos Sulinos, entre outros biomas sul-americanos (TIO-
VALLEJO; MIREA, 1984; WRIGHT, 1993, FELTRIM; LEMA, 2000). O género possuli
uma sistematica considerada uma das mais complexas entre os répteis (WRIGHT, 1993).
No inicio da década de 90, diversas espécies de lagartos teiideos foram descritas, em
especial espécies do género Cnemidophorus (COLE; DESSAUER, 1993) e Tupinambis
(COLLI; PERES; DA CUNHA, 1998).

As espécies do género Cnemidophorus possuem grande variabilidade numérica e

estrutural nos caridtipos. Nimeros cromossdmicos em espécies diploides variam entre 46
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e 52 cromossomos, e em espécies tripldides varia de 69 a 71, e 92 em espécies
tetraploides. Essas variagGes no cariotipo indicam que fusbes ou fissbes céntricas e
inversdes pericéntricas podem ter ocorrido ao longo da diversificagdo do género
(PECCININI-SEALE, 1969; GORMAN, 1970; PECCININI-SEALE, 1981, 1989).

Dados morfoldgicos e moleculares usados por Reeder; Cole; Dessauer (2002)
avaliaram as relagdes filogenéticas entre as espécies do género e mostraram que
Cnemidophorus é parafilético. De acordo com estes autores, as especies da America do
Sul continuaram no género Cnemidophorus com excecdo de A. longicauda Bell 1834,
aparentados a Ameiva e Kentropyx. Ja as espécies da América do Norte e América Central
foram transferidas para o género Aspidocelis (Reeder; Cole; Dessauer, 2002)

Devido a inconsisténcias que ainda residiam na definicdo de algumas espécies, as
espécies do género Cnemidophorus foram posteriormente divididas em quatro
complexos: ocellifer, lemniscatus, lacertoides e longicauda (GIUGLIANO, 2009). O
complexo ocellifer possui sete espécies: C. ocellifer, C. nativo Rocha, Bergallo &
Peccinini-seale, 1997, C. littoralis (Rocha, Bamberg Araudjo, Vrcibradic, 2000), C.
abaetensis Reis Dias, Rocha & Vrcibradic, 2002, C. mumbuca Colli et al. 2003, C. parecis
Colli et al. 2003, C. jalapensis Colli, Giugliano, Mesquita & Franca, 2009. Dentre estas
espécies, somente C. nativo se reproduz por partenogénese (ROCHA; BERGALLO;
PECCININI-SEALE, 1997). Espécies deste complexo sdo caracterizadas por poucos
poros femorais, presenca de granulos nos semicirculos supraorbitais e ndo possuem
esporao pré-cloacal.

O complexo lemniscatus por sua vez € composto por cinco espécies caracterizadas
pela presenga um espordo pré-cloacal e varios poros femorais. Dessas espécies duas sdo
unissexuais (C. cryptus Cole & Dessauer, 1993, C. pseudoemniscatus) e trés
partenogeneticos C. lemniscatus (Linnaeus, 1758), C. gravamnivagus, C. arenivagus
Markezich, Cole & Dessauer, 1997. Acredita-se que as espécies partenogenéticas sejam
hibridos naturais a partir do cruzamento de C. gravamnivagus e C. lemniscatus originando
C. cryptus (SITES et al., 1990), ja a espécie triploide Cnemidophorus pseudoemniscatus
originou-se do cruzamento de C. cryptus com C. lemniscatus (DESSAUER; COLE,
1989).

O complexo lacertoides é composto por quatro espécies, C. lacertoides Duméril &
Bibron, 1839, C. vacariensis Feltrim & Lema, 2000, C. leachei Peracca, 1897, C.
serranus Cei & Martori, 1991. E caracterizado por ndo possuir semicirculos supraorbitais

granulares e auséncia de opérculo auricular triangular (FELTRIM; LEMA, 2000).
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Composto por apenas duas espécies, 0 complexo longicauda é caracterizado por
possuir uma projecao opercular sobre o timpano. Suas duas espécies C. longicauda e C.
tergolaevigatus sdo diferentes devido a sua coloracgdo, sendo que a primeira possui listras
evidentes no dorso, ja na segunda, essas listras sdo ausentes ou menos evidentes
(CABRERA 2004, YOKE et al., 2006).

Rodrigues (1987) ja havia relatado a complexidade na determinacdo precisa
envolvendo a espécie C. ocellifera. Baseando-se em evidencias filogenéticas e dados
moleculares as espécies de Cnemidophorus do grupo ocellifera foram colocados no novo
género Ameivula, mesmo estas especies possuindo muitas caracteristicas semelhante as
espécies de Ameiva (GIUGLIANO 2009; GIUGLIANO et al., 2006).

Arias et al (2011) descreveram mais duas espécies do complexo ocellifera: A.
confusionibus Arias, De Carvalho, Rodrigues & Zaher, 2011 e A. venetacaudus Arias, De
Carvalho, Rodrigues & Zaher, 2011 que foram incluidas no grupo ocellifera por possuir
semicirculos supraorbital rodeado por granulos e auséncia de espordo pré-cloacal. Estes
mesmos autores dividiram também o grupo A. ocellifera em dois subgrupos. O subgrupo
C. ocellifera composto por A. confusionibus, A. mumbuca, A. jalapensis, e A. ocellifera,
que possuem em comum algumas caracteristicas como escalas ampliadas em regido
temporal posterior; cinco supraciliares; 6-8 fileiras longitudinais de escamas ventrais; 24-
29 filas transversais de ventral balangas; 11-21 poros femorais. E o subgrupo A. littoralis
com as espécies A. venetacaudus, A. littoralis, e A. abaetensis, que compartilham as
seguintes caracteristicas: escalas ampliadas em regido temporal; posterior ao terceiro
ausente subocular; 6- 7 supraciliares; 8-10 fileiras longitudinais de escamas ventrais; 29-
38 fileiras transversais de escamas ventrais; 21-45 poros femorais; uma linha distintiva
de escalas ampliadas na parte dorsal de braco; esporas no calcanhar dos machos; uma
cauda verde azulada.

O trabalho mais recente de Harvey; Ugueto; Gutberlet (2012), prop6s a diviséo de
Cnemidophorus em quatro géneros monofiléticos: (1) o género Cnemidophorus,
abrangendo as espécies do primeiro grupo C. lemniscatus (C. arenivagus, C. arubensis
Lidth De Jeude, 1887, C. cryptus, C. flavissimus Ugueto, Harvey & Rivas, 2010, C.
gramivagus, C. lemniscatus espeuti, C. lemniscatus gaigei, C. lemniscatus lemniscatus,
C. lemniscatus splendidus splendidus Markezich, Cole & Dessauer, 1997, C.
leucopsammus Ugueto & Harvey, 2010, C. murinus (Laurenti, 1768), C. nigricolor (in
part) Meek, 1910, C. pseudolemniscatus Cole & Dessauer, 1993, C. rostralis Ugueto &
Harvey, 2010, C. ruthveni Burt, 1935, C. senectus Ugueto, Harvey & Rivas, 2010, e C.
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vanzoi (Baskin & Williams, 1966); (2) o novo género Aurivela (A. longicauda e A.
tergolaevigata); (3) o novo género Contomastix que compreende as espécies que antes
eram do grupo C. lacertoides (C. lacertoides, C. serrana Avila et al., 2013, C. vittata, C.
vacariensis, e C. leachei) e (4) novo género Ameivula, antes grupo C. ocellifer, composto
por 12 espécies (A. abaetensis, A. abalosi, A. confusioniba, A. cyanura Arias, De
Carvalho, Rodrigues & Zaher, 2011, A. jalapensis, A. littoralis, A. mumbuca, A. nativa,
A. nigrigula, A. pyrrhogularis, A. venetacauda e A. ocellifera).

Ameivula o novo género proposto por Harvey; Ugueto; Gutberlet, (2012) acomoda
as especies com as seguintes caracteristicas: (1) presenca de um primeiro longo
supraciliar; (2) pré-frontal geralmente em entre em contato com o nasal; (3) separada da
pré-frontal o primeiro supraciliar; e (4) captacdo papilar dobras e arestas presentes na
hemipénis (FIG.1). No entanto, algumas destas caracteristicas mostram variacdo dentro
do género como a auséncia de um primeiro longo supraciliar em todas as espécies do
grupo A. littoralis, A. abalosi e A. confusioniba, enquanto que o pré-frontal ndo faz
relacdo com o nasal em A. abalosi, o pré-frontal supraorbitarias faz contato com todas as
espeécies de o grupo A. littoralis (ARIAS et al., 2014).

FIGURA 1 — O contato entre primeiro supraciliar e Pré-frontal no individuo Ameivula ocellifera.

Fonte: Adaptada de Harvey et al. (2012).

O género Ameivula é difundido do nordeste do Brasil até o norte da Argentina
(VANZOLINI; RAMOS; VITTI, 1980). No Brasil, o lagarto é encontrado em diversos
biomas, como a caatinga (VITT, 1983; MENEZES et al., 2011), Cerrado (MESQUITA,
COLLI, 2003), e Restinga costeira da Mata Atlantica (SANTANA et al., 2010). Ameivula
cf. ocellifera é do tipo forrageador ativo, ecoldgica e morfologicamente similares a outras
espécies de Ameivula (SILVA; ARAUJO, 2005). E comum em regibes tropicais e
subtropicais da América do Sul, distribuindo-se no nordeste, centro e sudeste do Brasil
(TEIXEIRA-FILHO; ROCHA; RIBAS, 1995).
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3.2 Aspectos citogeneticos de espécies da Familia Teiidae

Vaérios estudos realizados analisando aspectos morfoldgicos e citogenéticos com
integrantes familia Teiidae tem se mostrado divergentes quanto ao posicionamento de
determinadas espécies na familia. Conforme ampla reviséo feita por Veronese; Freitas;
Krause, (2003) diversos autores baseados em analises morfoldgicas aceitam a ideia de
que Teiidae poderia ser dividida em duas tribos distintas: a tribo Teiini, contendo os
géneros Ameiva, Cnemidophorus, Dicrodon, Kentropyx, Teius; e a tribo Tupinambini
com os géneros Callopistes, Crocodilurus, Dracaena e Tupinambis.

Contudo, de acordo com as caracteristicas cromossomicas de seus membros a
mesma poderia ser reorganizada em trés grupos: o primeiro formado pelos géneros
Dracaena, Callopistes, Crocodilurus e Tupinambis que possuem um complemento
cromossémico de 2n = 34 - 38 compostos de 5 a 6 pares de macrocromossomos
metacéntricos e dois pares de cromossomos com um satélite. O segundo seria formado
por espécies dos géneros Ameiva, Cnemidophorus, Teius, Dicrodon e Kentropyx, que
apresentam 2n = 46 a 56 e muitos cromossomos acrocéntricos resultantes de fisséo
céntrica de cromossomos metacéntricos do 1° grupo e finalmente o terceiro grupo conteria
0s microteideos que possuem 2n = 46. Segundo esta perspectiva, o cariétipo ancestral da
familia Teiidae poderia ter a formula 12 macrocromossomos + 24 microcrossomos, e que
0 mais primitivo antepassado vivo pode ser espécies dos géneros Crocodilurus ou
Lacertinus com 12 macrocromossomos + 22 microcrossomos.

Giugliano (2009) estudando a familia Teiidae do ponto de vista citogenético e
morfolégico externo, verificou a possibilidade de divisdo em dois grupos denominados
Dracaena com cario6tipo de 34 a 38 cromossomos distintos entre macrocromossomos e
microcromossomos e 0 grupo Ameiva com o numero diploide alto de 46 a 56
cromossomos sem distingdo entre macro € microcromossomos.

Estudos citogenéticos na familia Teiidae foram mais intensivos no género
Cnemidophorus onde atualmente, existem 31 espécies, com caridtipo descrito. Peccinini-
Seale e Almeida (1986) observaram em Ameiva ameiva e Cnemidophorus lemniscatus,
provenientes de diferentes localidades brasileiras, variagdo no nimero e na localizagdo
das NORs. Porém outros autores apontam a localizacdo das NORs em A. ameiva na regiao
telomérica de somente um par cromossomico mediano (par 7) (SCHMID;
GUTTENBACH, 1988, SANTOS et al., 2007; VERONESE; FREITAS; KRAUSE,
2003). Santos et al. (2007) descrevem as NORs de Kentropyx calcarata, K. paulensis e

K. vanzoi na regido distal do brago longo do par 1 e para a espécie Ameivula ocellifera na
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regido distal do braco longo do par 5. Estes trabalhos mostram que a distribuicdo das
RONSs em lagartos da subfamilia Teiinae € um carater muito Util e informativo, podendo
caracterizar diversos géneros. E também confirma a hipotese de parafiletismo entre
espécies sul-americanas e aquelas do centro e norte-americanos do género Ameiva
proposta por Reeder; Cole; Dessauer (2002), com base em dados moleculares.

Entre as espécies da América do Sul, duas espécies de Cnemidophorus foram
cariotipadas além das do grupo lemniscatus: as espécies C. lacertoides (COLE; MCCOY;
ACHAVAL, 1979) e as espéecies A. Nativo (ROCHA; BERGALLO; PECCININI-
SEALE, 1997). Cole; Lowe; Wright (1969) relatou cromossomos sexuais na familia
Teiidae presentes na espécie Cnemidophorus tigris onde ele descobriu materiais
heterogameticos XY no centrdmero de par 3. Em outras espécies de Cnemidophorus o
material heterogamético de XY é ausente (PECCININI-SEALE 1969; GORMAN 1973).

Os dados citogenéticos encontrados na familia Teiidae mostram formulas
cariotipica distintas. Esses dados caridtipos fornecem informagdes sobre a diversidade
cariotipica na familia Teiidae permitindo comparagdes entre essas espécies possibilitando

uma melhor compreensdo na evolugdo cromossémica e sistematica da familia.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de coleta

As coletas foram realizadas no periodo de agosto de 2014 a outubro de 2015 em
areas do municipio de Picos, Piaui. O municipio esta localizado na microrregido
homoénima compreendendo uma érea irregular de 816 km?, tendo como limites os
municipios de Santana do Piaui e Sussuapara ao norte, ao sul com Itaindpolis, a oeste
com Dom Expedito Lopes e Paquetd, a leste com Sussuapara e Geminiano (AGUIAR;
GOMES, 2004).

Os solos da regido sdo provenientes da alteracdo de arenitos, siltitos e folhelho
compreendendo solos litolicos, dalicos e distréficos, de textura média, pouco
desenvolvidos, rasos a muito rasos, fase pedregosa, com floresta caducifélia e/ou floresta
sub-caducifélia/cerrado/caatinga (JACOMINE et al., 1986). Secundariamente, ocorrem
areias quartzosas, que compreendem solos arenosos profundos, drenados, desprovidos de
minerais primarios, de baixa fertilidade, com transicbes vegetais, fase caatinga
hiperxeréfila e/ou cerrado sub-caducifolio/floresta sub-caducifélia (JACOMINE et al.,
1986).
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4.2 Procedimentos em campo

Os exemplares foram coletados utilizando armadilhas do tipo pitfalls (FIG. 2)
montadas aleatoriamente em locais onde a espécie foi avistado. As armadilhas foram
revisadas trés vezes ao dia e os animais capturados foram coletados para evitar que
morressem devido ao calor excessivo.

Os animais coletados foram transportados ao Laboratorio de Biologia do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui, campus Picos, onde foram
realizados todos os procedimentos para a coleta de material citogenético, catalogacao,
registro e posterior fixacdo e preservacdo dos animais, as coletas e processamento dos
animais foram realizado sob licenga expedida pelo Instituto Chico Mendes de

Conservacao da Biodiversidade- ICMBIO através da plataforma SISBIO, numero:

47710-1

FIGURA 2 — (A): Individuo A. cf. ocellifera. (B): Armadilha de queda tipo “Pitfall” Utilizada na
na captura.

Fonte: Elaborada pela autora (2016)

4.3 Procedimentos em laboratério
4.3.1 Obtengdes de cromossomos mitdticos

Para a obtencdo de cromossomos mitéticos foi utilizado a técnicas de air-drying
proposto por Bertollo; Takahashi; Moreira-Filho (1978) com algumas modificacdes para
lagartos. Foi utilizada solucdo de Fitohemaglutinina-M na concentragdo de 5 mL de
Fitohemaglutinina diluida em 37,5 ml de agua destilada sendo injetada,
intraperitonealmente na proporc¢do aproximada de 0,1mL/10g de peso do animal, 48 e 24
horas antes do sacrificio. Entre 18 e 24 horas antes do sacrificio a solu¢cdo de colchicina
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na concentracdo entre 0,01% a 0,1%, na proporc¢éo aproximada de 0,1mL/10g de peso do
animal foi injetada intraperitonealmente e o animal foi mantido a temperatura aproximada
de 30°C.

Com o auxilio de uma substéncia anestésica o animal foi sacrificado onde foi
retirado os fémures, dissecando a musculatura e, foram cortando as epifises. Com
assisténcia de uma seringa, foram feitas sucessivas lavagens dos fémures com solugéo
hipoténica de cloreto de potéassio 0,075M, até a retirada total da medula 6ssea, a qual foi
colhida em uma placa de Petri. Como os animais eram pequenos o tratamento hipoténico
variou de 2 a 3mL da solucdo. Em seguida a suspensao foi transferida para um tubo de
centrifuga e incubado a 37°C a 45 minutos. Transcorrido esse tempo, foi iniciado a pré-
fixacdo adicionando a suspenséo seis gotas de fixador Carnoy (metanol e &cido acético,
na proporc¢ao 3:1), gelado, e preparado no momento do uso.

A suspensao foi agitada levemente e aguardado cinco minutos. Adicionando mais
seis gotas de fixador, pipetando levemente e esperado mais cinco minutos. Apds 0s cinco
minutos a suspensdo foi centrifugada a 900 rpm, durante 10 minutos, sendo descartado o
sobrenadante, desmanchado o sedimento com a pipeta Pasteur e vagarosamente
adicionado 3 mL de fixador. O procedimento de fixacdo foi repetido mais duas vezes.
Depois da ultima centrifugacgdo, o sobrenadante foi descartado e adicionado quantidade
de fixador suficiente para o preparo das laminas. Sobre uma lamina limpa e seca, mantida
horizontalmente sobre um suporte de arame colocado em banho Maria a 60°C, a 0,5cm
do nivel de &gua, foi pingado trés gotas da suspensdo. A lamina foi tirada do banho Maria
e secas ao ar. Com solugdo de Giemsa diluida a 10% agua destilada, as laminas foram
coradas durante 10 minutos e lavadas com agua corrente e secas ao ar. Esse procedimento

foi seguido para pulmao.

4.3.2 Deteccao da heterocromatina constitutiva

O estudo da heterocromatina constitutiva foi realizado utilizando-se a técnica de
bandamento C, descrita por Sumner (1972), com algumas modificagdes no tempo de
exposicao de acordo com a qualidade do material citolégico. Segundo a técnica descrita
para cromossomos mitdticos, o material foi preparado com HCI 0,2 N a temperatura
ambiente, por 15 minutos.

Em seguida a lamina foi lavada em agua corrente e seca ao ar. Logo em seguida a
lamina foi colocada em solucdo salina 2xSSC, a 40°, por 15 minutos. Seguida de lavagem

em agua corrente e seca ao ar. Apés a secagem da lamina ela foi colocada em solucéo
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aquosa em hidrdxido de bario (Ba (OH)28H20) 5%, recém- preparada e filtrada, a 40°C,
durante 35 segundos e ligeiramente interrompendo a ac¢do da solugdo de hidroxido de
bario, submergindo rapidamente a lamina em solugdo de HCI 0,2 N, seguida de lavagem
em agua corrente e deixar seca ao ar. Em seguida a lamina trada foi colocada em solucéo
2xSSC a 40°C durante um minuto e meio seguida de lavagem em agua corrente e seca ao

ar, posteriormente corada com Giemsa a 2% diluida 4gua destilada durante 10 minutos.

4.3.3 Deteccédo das regides organizadoras de nucléolos (NORS)

Para a caracterizacdo das regides organizadoras de nucléolos, foi utilizada a
técnica descrita por Howell; Black (1980) com algumas modificagdes. Sobre uma lamina
preparada conforme a técnica adotada para cromossomos mitéticos foi pingada uma gota
de solucdo aquosa de gelatina a 2% (acrescida de acido férmico na propor¢do de 1 ml
para cada 100 ml de solucdo) mantida em frasco escuro e em geladeira, em seguida
adicionado duas gotas de solucdo aquosa de nitrato de prata a 50% mantida em frasco
escuro e em geladeira.

A solucdo foi coberta com uma laminula e incubada em estufa a 67° C, sobre um
suporte, por um periodo de aproximadamente trés minutos, dependendo de um
monitoramento da coloracdo da lamina e dos cromossomos ao microscopio, quando 0s
cromossomos assumir a uma tonalidade amarelada e as NORs e os nucléolos uma
coloracdo preta ou marrom, a lamina foi lavada em &gua corrente até que a laminula fosse
retirada. Em seguida a lamina foi seca ao ar, e corada com Giemsa a 5%, durante 20 a 30

segundos e lavada em &gua corrente.

5 ANALISES DE DADOS

As melhores metéfases foram fotografadas em microscopio de luz da marca Nikon
eclipse em objetiva de imersdo de 100x. As fotos dos cariotipos para analises
comparativas das espécies foram cortadas e montadas com o auxilio do software, Adobe
Photoshop CS6 e Corel DRAW X7 respectivamente. Os cromossomos foram organizados
em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), e subtelocéntricos (st), e acrocéntricos (a)
dependendo da razéo de bracos e arranjados em decréscimo de tamanho nos respectivos
cariotipos (LEVAN et al., 1964).
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6 RESULTADOS

As anélises citogenéticas foram realizadas em trés machos e quatro fémeas de A.cf
ocellifera oriundos de Picos, Piaui. Os individuos analisados mostraram nimero diploide
de 2n=50 em ambos o0s sexos, com formula -cariotipica composta de 24
macrocromossomos e 26 microcromossomaos do tipo telocéntrico e subtelocéntricos (FIG.
3). Ndo foram observados cromossomos sexuais heteromdrficos nos individuos
estudados.

A partir da técnica de bandamento C, blocos de heterocromatina foram
evidenciados nas regifes pericentroméricas e teloméricas nos dois bracos em diversos
pares dos cromossomos de ambos os sexos. Em uma fémea foi observado cromossomos
completamente heterocromaticos (FIG.4).

As regides organizadoras de nucléolos estdo presentes na porcéao terminal do brago
longo do par 5 tanto em machos quanto em fémeas de A. cf. ocellifera (FIG.5). N&o foi

possivel observar constricdo secundaria nas metafases analisadas.
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FIGURA 3 — Cari6tipo de Ameivula cf. ocellifera em colorag¢do convencional em Giemsa mostrando
2n =50 cromossomos. (A) individuo macho; (B) individuo fémea.
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Fonte: Elaborada pela autora (2016)
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FIGURA 4 — Metéfases de Ameivula cf. ocellifera com evidéncia da heterocromatina constitutiva. (A)

individuo macho; (B) individuo fémea. Setas: blocos heterocromaticos mais evidentes, Ponta de setas:
_cromossomos completamente heterocromaticos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2016)

FIGURA 5 — Metafase de Ameivula cf. ocellifera (A) coloracdo convencional com Giemsa; (B)

Impregnacdo de nitrato de prata. Setas: pares cromossomicos portadores das regides organizadoras de
nucléolos

Fonte: Elaborada pela autora (2016)
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7 DISCUSSAO

Nos altimos anos, a familia Teiidae e seus géneros sofreram mudancgas importantes
que determinaram o reposicionamento de espécies em complexos e criacdo de novos
géneros. Ameivula ¢ um novo género da familia e acomoda as espécies que pertenciam
ao antigo grupo Cnemidophorus ocellifer. O nimero diploide de 2n=50 encontrado em
A. cf. ocellifera no presente estudo corrobora os estudos em individuos da mesma espécie
descritos por Santos, (2002 e 2007) provenientes das regides de Arinos (Minas Gerais),
Morro do Chapéu e Subaima (Bahia), Santo Amaro das Brotas (Sergipe). Contudo, difere
do caridtipo de A. nativo que possui 2n = 48, (ROCHA; BERGALLO; PECCININI-
SEALE, 1997) e A. littoralis com 2n = 46, XY (PECCININI-SEALE et al., 2004).

Indicios de rearranjos cromossomicos nas espécies de Ameivula sdo evidentes
quando se compara o cariotipo de A. littoralis com as demais espécies sul-americanas. A
diminuicdo no namero diploide pode ser atribuida e fusdes céntricas de
microcromossomos. Além disso, inversBes pericéntricas no primeiro e segundo par dos
cromossomos ocorreram em A. littoralis tornando estes pares do tipo submetacéntrico.

As espécies relacionadas A. ameiva e K. calcarata Spix, 1825 provenientes do
Amazonas com mesmo numero diploide 2n = 50 mostraram uma série gradual de
cromossomos acrocéntricos, devido a falta de distin¢do entre macro e microcromossomos
(CARVALHO et al., 2015). Mesmo assim, existem muitas divergéncias a respeito do
nmero de microcromossomaos e macrocromossomos bem como o nimero e posicao das
NORs. Carvalho et al. (2015) analisaram o cariotipo de Cnemidophorus sp.1 de Manaus
mostrou que o nimero diploide 2n = 48 € diferente dos apresentados para outras espécies
do género.

Os padroes de heterocromatina constitutiva observas em A. cf ocellifera no presente
estudo mostra regiGes pericentroméricas e teloméricas com varios blocos de
heterocromatina nos dois bracos de diversos pares dos cromossomos, muito semelhante
entre as espécies da familia Teiidae como A. ocellifera, A. ameiva e K. paulensis
(Boettger, 1893) (SANTOS, 2002).

Diversos autores relatam que a heterocromatina constitutiva esta mais restrita a
regido telomerica e centromerica em especies de Ameiva e Cnemidophorus provenientes
de varias regides do pais. Estes mesmos autores verificaram também que o0s
microcromossomos foram quase completamente heterocromaticos, parecendo ser comum

entre estes grupos aparentados.
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Existem indicios de rearranjos envolvendo as regides organizadoras de nucléolos
nas espécies de Ameivula estudadas. As NORs de individuos de Ameivula cf. ocellifera
observadas nesse trabalho bem como os resultados de Santos (2007) estdo localizadas na
regido terminal do braco longo do par 5. Santos (2007) também relatou que as NORs em
A. nativo (ROCHA; BERGALLO; PECCININI-SEALE, 1997) e A. littoralis
(PECCININI-SEALE et al., 2004) apontados pelos autores como produtos de provaveis
rearranjos sdo muitos duvidosas, devido a qualidade das metafases e a similaridade dos
Cromossomos.

Peccinini-Seale e Almeida (1986), observaram em individuos de A. ameiva do
municipio de Capanema, Para, NORs localizadas em diversos pares 1, 2, 7, 16, 18, 19.e
alguns microcromossomos. J& em duas espécies A. ameiva do municipio de Manacapuru
(Amazonas) Sites et al., (1990) verificaram NORs localizadas nos pares 1, 4 e 9 dos
cromossomos (TAB. 1). Dias; Rocha; Vrcibradic (2002) e Colli et al., (2003) relatam que
estudos envolvendo a localizagdo de NORs nessas espécies e outras espécies do grupo A.
cf ocellifera sdo necessarios para esclarecer essa variacdo ficando evidente que a
localizagdo das RONs possui um papel importante na diferenciacdo da subfamilia

Teiinae.

TABELA 1 - Posicdo da NOR, em espécies do género Ameiva

Espécies Regido NORs Referéncias
A. ameiva PA 1,2,7,16,18,19 Peccinini-Seale e Almeida, 1986
A. ameiva AM 1,4,9 Sites et al, 1990

Fonte: Elaborada pela autora (2016)

O estudo das caracteristicas citogenéticas de individuos de A. cf ocellifera
provenientes da macrorregido de Picos é importante devido a necessidade de incrementar
informagdes ao grupo. Apesar de os marcadores citogenéticos utilizados ndo permitirem
a distincdo da espécie das demais j& descritos, os mesmos evidenciam a estabilidade
cromossémica do grupo, permitindo o uso da denominacdo A. ocellifera para as

populages estudadas.



31

8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo fornece uma visdo sobre a diversidade cariotipica da familia
Teiidae, a estrutura e a composi¢do cariotipica de individuos de Ameivula ocellifera
provenientes da microrregido de Picos, permitindo assim uma melhor compreensao da
evolugédo cromossémica do grupo, como por exemplo:
- As espécies possuem nimero cromossdmico 2n = 50 (24M e 26m), conforme o descrito
por outros autores para espécimes de outras regides;
- A técnica de bandamento C, indicou a localizacdo de heterocromatina constitutiva nas
regides pericentroméricas e teloméricas dos cromossomos;
- Regides organizadoras de nucléolos (NOR) permanecem nas mesmas posic¢Oes descritas
em outros trabalhos;
- Existe a necessidade de busca por outros marcadores citogenéticos como hibridizacédo
fluorescente in situ rDNA 18S para confirmar a localizacdo da NOR em trabalhos

comparativos com as demais espécies de Ameivula.
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