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“Se vocé ndo sabe aonde quer ir
gualquer caminho serve”

Lewis Carroll
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RESUMO

O género Rhinoclemmys pertence a familia Geoemydidae e € o Unico dessa familia
que ocorre na América Central e do Sul. Atualmente é composto por 9 espécies das
quais 7 foram analisadas citogeneticamente. Estudos de elementos de DNA
repetitivo vém auxiliando na compreensao da evolucdo gendmica de determinadas
espécies. Assim, a analise desses elementos e sua distribuicdo nos cromossomos
pode favorecer a compreensédo da diversidade e evolucao cariotipica de queldnios,
bem como elucidar problemas taxonémicos. No presente trabalho foi realizado um
estudo citogenético da espécie Rhinoclemmys punctularia por meio de técnicas de
citogenética classica e molecular (bandeamentos G, C, Ag-NOR e hibridizacéo in
situ Fluorescente (FISH) com sondas de familias multigénicas: DNA ribossomal 45S
e histona H3; sondas teloméricas (TTAGGG), e elementos transponiveis: transposon
Mariner e retrotransposon Rex1. R. punctularia apresentou um cariétipo com 2n=56
e NF= 72. O padrdao de bandeamento G permitiu a identificacdo precisa dos
homélogos e revelou um heteromorfismo no segundo par do grupo A de um dos
espécimes. A Heterocromatina Constitutiva (HC) foi observada em trés pares de
cromossomos (na regido terminal de 2 macrocromossomos e em 1 par de
microcromossomos). A FISH com rDNA 45S evidenciou sinais coincidentes com a
NOR, marcando 1 par de microcromossomos. As sondas com sequéncias
teloméricas (TTAGGG), hibridizaram nas extremidades de todos os cromossomos. A
sequéncia Mariner hibridizou na maior parte dos macrocromossomos e foi
evidenciada no par 2 heteromérfico. Rex1 apresentou-se distribuido em blocos na
regido centromérica de 3 cromossomos e a histona H3 mostrou um padrdo de
marcacdo disperso ao longo dos cromossomos. A andlise citogenética de R.
punctularia mostra pela primeira vez a organizacao de elementos transponiveis por
FISH nessa espécie. Essa dindmica organizacional pode contribuir para a
compreensao da regulacdo génica do grupo. Sugerimos que 0 processo de rearranjo
do tipo inversdo pericéntrica pode ter levado a variacdo intraespecifica (par

heteromérfico) da espécie.



1. INTRODUCAO

1.1 AORDEM TESTUDINES

A ordem Testudines é considerada uma das mais antigas linhagens entre
0s vertebrados atuais com a mais remota evidéncia fossil datada no periodo
Permiano h& aproximadamente 280 milh6es de anos atras (Ferri, 2002). Atualmente
encontra-se dividida em duas subordens: Cryptodira e Pelurodira, que diferem por
caracteristicas morfologicas e funcionais. O clado Cryptodira inclui a maior parte das
espécies, no qual os animais retraem a cabeca para o interior do casco por meio de
uma flexdo vertical das vértebras do pescoco, enquanto que os representantes da
subordem Pleurodira realizam essa flexdo de forma lateral e horizontal em relacéo

ao casco (Fig.1)

Figura 1 - A) Cryptodira B) Pleurodira. Adaptado de Werneburg et al. (2014).

Entre suas principais caracteristicas os quelénios apresentam O6rgaos
corporais internos a uma carapaca, cranio sem fenestras na regidao temporal
(Anapsidas), osso quadrado movel e boca margeada por um bico cérneo com
auséncia de dentes (Cabrera, 1998). Segundo Gilbert et al. (2001), a presenca do



casco é a caracteristica mais distintiva de um quelénio sendo este constituido por
uma porcao dorsal convexa (carapaca) e uma regiao ventral geralmente achatada
(plastrdo). A carapaca é formada a partir da fusdo das costelas, vértebras e de
diversos elementos de ossificacdo dérmica ao passo que o plastrao origina-se
anteriormente por meio de claviculas e interclaviculas e posteriormente por costelas
abdominais (Pough et al., 1993).

Testudines abriga 15 familias e cerca de 320 espécies (Fritz & Havas,
2013), as quais podem ser encontradas em mares e continentes com excec¢éo da
Antartida. A fauna de quelénios na América do Sul é bastante rica e diversificada
contendo, segundo Iverson (1992), um percentual de 20% do total de quelbnios

existentes.

O Brasil possui 36 espécies e destas 29 sao de agua doce, 5 marinhas e
2 terrestres. Na Amazbnia brasileira sdo encontradas 17 espécies que estdo
distribuidas em cinco familias. Trés sdo da subordem Cryptodira (Geoemydidae,
Kinosternidae e Testudinidae) e duas da subordem Pleurodira (Chelidae e
Podocnemidae) (Pough et al., 2001; Vogt, 2008; Van DIJK et al., 2014, RAN-ICMBio,
2009).

Os quelbnios apresentam uma grande diversidade de estratégias
alimentares, que variam entre as diferentes familias e espécies (Belkin e Gans,
1968; Pritchard, 1984; Malvasio et al., 2002). Em relacdo aos aspectos reprodutivos,
pode-se destacar que sdo animais oviparos (Santos, 1994) e depositam seus ovos
em diferentes ambientes terrestres como praias fluviais ou costeiras, solo barroso e
areno-argiloso, nas proximidades de corpos d’agua ou em meio a vegetacgao (Ernst e
Barbour, 1989; Ferri. 2002). Segundo Ferreira Jr. (2009), os principais fatores
ambientais que influenciam na determinacédo do sexo sao a temperatura, umidade e

as trocas gasosas.



1.2 A FAMILIA GEOEMYDIDAE

A familia Geoemydidae compreende 23 géneros e 73 espécies sendo
assim considerada a maior familia de quelénios do mundo. Iverson (1992) destaca
gue essa familia reane cerca de 25% do total de espécies da ordem Testudines e 0s
seus representantes sdo em sua grande maioria de agua doce com espécies
aquaticas, semiaquaticas e também terrestres. No entanto, podem ser encontrados
em areas costeiras marinhas e florestas tropicais. A familia apresenta uma vasta
distribuicdo pelo “velho mundo” com ocorréncia na Europa, Norte de Africa, india,
Sul da Rdussia e nas Filipinas com apenas o género Rhinoclemmys presente na

América Central e no norte de América do Sul.

Rhinoclemmys Mauremys Other geoemydids

Figura 2 — Distribuicio geografica da familia Geoemydidae. Fonte: Le & Meccord (2008).

1.3 ESTUDOS CITOGENETICOS NO GENERO Rhinoclemmys

O género Rhinoclemmys pertence a familia Geoemydidae e € composto
por 9 espécies: R. nasuta, R. rubida, R. pulcherrima, R. anulata, R. areolata, R



melanosterna, R. funerea, R. punctularia e R. diademata. Dentre as quais, apenas
sete foram analisadas citogeneticamente, e destas, duas sdo subespécies de
Rhinoclemmys pulcherrima (Rhinoclemmys p. incisa e Rhinoclemmys p. manni). Carr
& Bickham (1986) encontraram um numero dipldide de 2n=52 para a maioria das
espécies do género, exceto Rhinoclemmys punctularia, que possui 2n=56 (Tabela
1).

Tabela 1. Espécies do género Rhinoclemmys caracterizadas citogeneticamente.

Espécie 2n Fonte

Rhinoclemmys annulata - -
Rhinoclemmys areolata 52 Carr, 1981

Rhinoclemmys diademata - -

Rhinoclemmys funerea 52 Killebrew, 1977a;
Carr, 1981
Rhinoclemmys 52 Killebrew, 1977a

Melanosterna

Rhinoclemmys nasuta - -

Rhinoclemmys 56 Barros et al., 1975;
punctularia Bickham and Baker,
1976a, b
Rhinoclemmys pulcherrima
Rhinoclemmys p. incisa 52 Carr & Bickham, 1986
Rhinoclemmys p.manni 52 Carr & Bickham, 1986
Rhinoclemmys rubida 52 Carr, 1981

Estudos citogenéticos no género Rhinoclemmys ainda séo escassos e
parte dos trabalhos encontrados na literatura limita-se a analises por citogenética
classica. Guerra (2004) ressalta que no grupo dos répteis dados de bandeamento
cromossOmico classico e molecular ainda ndo desempenham papel relevante na
literatura, devido as dificuldades em se obter bons indices mitéticos e problemas na

padronizacdo das técnicas. Andlises citogenéticas sdo de grande importancia para a



compreensao da evolucdo de um grupo, podendo atuar em conjunto ou de forma

complementar na sistemética e taxonomia (Viana, 2015).

1.4 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS DNAs REPETITIVOS

O genoma de eucariotos € composto, em grande parte, por DNAs
repetitivos, que sao segmentos de DNA de tamanhos variados e que se repetem em
dezenas ou milhares de vezes pelo genoma (Griffths et al, 2006). Os DNAs
repetitivos incluem as familias multigénicas, as sequéncias organizadas in tandem e
as sequéncias dispersas. As familias multigénicas sdo sequéncias compostas por
DNAs codificantes como as familias de DNAs ribossomais e os genes das histonas
(Sumner, 2003). As sequéncias de DNA ribossomal (rDNA) sdo amplamente
utilizadas em diversos estudos e na maioria dos eucariotos sdo organizadas in
tandem em dois grupos distintos, sao eles: rDNA 45S e rDNA 5S. Guerra (2004)
destaca que o rDNA 45S, que compreende a unidade transcricional maior, € uma
sequéncia moderadamente repetida que forma blocos com muitas repeticdes em um
ou mais pares cromossémicos. Cada unidade de repeticbes possui trés cistrons
(rDNA 18S+5,85+28S) com seus espacadores intergénicos sempre transcritos
juntos em um Unico mRNA. Ao passo que o rDNA 5S forma a unidade transcricional
menor que transcreve para o rRNA 5S onde cada unidade € separada das demais

pelo espacador ndo transcrito (Long & Dawid, 1980).

A familia multigénica que codifica as proteinas histdnicas, de maneira
geral, pode ser organizada em um unico cluster formado por todas as sequéncias
histonicas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) espacadas por sequéncias de DNA nao-
codificante como encontrado no genoma de Drosophila melanogaster. Estes
mesmos genes podem apresentar uma distribuicdo de forma individual, como ja foi
observado em Gallus domesticus, ou formando um grupo de genes (humanos e
roedores). Porém, esses dois tipos de organizacdo podem ser encontrados no
mesmo organismo como observado em Xenopus laevis (Lifton et al., 1977; Engel e
Dodgson, 1981; Ruberti et al., 1982; Cabral-de-Melo & Martins, 2010).



Outro grupo de DNAs repetitivos séo os telomeros, os quais sao formados
por sequéncias especializadas localizadas na regido terminal dos cromossomos, que
tém como finalidade preservar a integridade e estabilidade do genoma (Blackburn,
2001). Sob o ponto de vista citogenético as sondas teloméricas podem ser Uteis
para testar hipoteses de evolugdo cromossdémica em diversos casos, mais
precisamente, naqueles onde se verificam rearranjos entre cromossomos (Phillips e
Reed, 1996).

Com relagcdo ao DNA repetitivo disperso sabe-se que o0s elementos
transponiveis compreendem boa parte do genoma de eucariotos. Em humanos, por
exemplo, estes representam 40% do genoma (Bohne et al., 2008). Os elementos
transponiveis sdo classificados em duas principais classes de acordo com seu
mecanismo de transposicdo: elementos que transpdem através de uma copia de
RNA (retrotransposons ou elementos de classe |) e elementos que transpdem
através de uma copia de DNA (transposons ou elementos de classe II)
(Charlesworth et al., 1994). O mapeamento de sequéncias de DNA repetitivos em
gueldnios pode fornecer importantes informacdes acerca da organizacdo genémica

desses animais, sendo esta abordagem ainda insipiente para esses organismos.

1.5 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE Rhinoclemmys punctularia

A espécie Rhinoclemmys punctularia, popularmente conhecida como
perema ou aperema, € um quelénio semiaquético que possui 0s membros do corpo
de cor amarela com pontos pretos espalhados e um padrdo de listras que ficam
localizadas atras da regido occipital que podem ser vermelhos ou laranjas podendo
apresentar variages de coloracdo. A carapaca tem coloracdo escura e o plastrédo é

preto com as bordas amarelas (Fretey, 1977; Fretey et al, 1977; Ernest, 1978).



Figura 3 - A esquerda: Rhinoclemmys punctularia. A direita: vista ventral (plastrdo) (Fonte:

www.google.com.br/research).

A espécie apresenta uma ampla distribuicdo ocorrendo no extremo leste
da Venezuela, em Trinidad, nas Guianas exceto em regibes montanhosas, no
Suriname e na bacia amazonica, tendo registros também no leste do Rio Grande do
Norte (Pritchard & Trebbau, 1984; Baia Junior & Guimaraes, 2004; Rueda-Almocid
et al., 2007). Rhinoclemmys punctularia possui poucos dados citogenéticos descritos

na literatura e nenhuma andlise utilizando marcadores moleculares.

2. JUSTIFICATIVA

Estudos sobre a ecologia e taxonomia de queldnios tém sido realizados.
No entanto, poucos sédo os trabalhos desenvolvidos nesse grupo sob o ponto de
vista citogenético. Desse modo, sdo limitados os dados publicados sobre a
morfologia dos cromossomos e a evolucdo cariotipica entre os Testudines. A
citogenética é capaz de fornecer dados que podem levar a possiveis conclusdes
sobre 0s mecanismos cromossémicos, como inversdes (pericéntricas e
paracéntricas), translocacdes, fusbes e fissbes, capazes de esclarecer aspectos
evolutivos das espécies (Guerra, 1988). Portanto, estudos citogenéticos em
queldnios visam contribuir para a compreensdo de possiveis mudancgas estruturais
(que levariam a eventos como rearranjos cromossémicos) e auxiliar na construgédo

de filogenias para um melhor entendimento da histéria evolutiva do grupo.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Mapear por citogenética classica e molecular a espécie Rhinoclemmys
punctularia com enfoque na organizacao e evolucdo de familias multigénicas (rDNA

e genes de histona) e elementos de transposicao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Realizar a cultura temporéria de linfécitos para analise de células mitéticas de
Rhinoclemmys punctularia e padronizar a metodologia para quelonios.
b) Estabelecer o padréo de bandas G e C e localizar as NORs.
c) Analisar familias multigénicas (rDNA 45S e genes de histona H3) e elementos
de transposicdo (Rexl e Mariner) para compreensdao da dinamica de
organizacao genémica.

d) ldentificar a distribuicdo de sequéncias teloméricas (TTAGGG).

4. MATERIAL E METODOS

Foram estudados cinco exemplares da espécie Rhinoclemmys punctularia
provenientes do Parque Zoobotanico do municipio de Capitdo Poco-Pa com a
autorizacdo do SISBIO (N° 42642 — 1).

4.1. COLETA DA AMOSTRA

Para a obtenc&o de células para o cultivo celular foi realizada a coleta de

sangue periférico das amostras por meio de puncao venosa da regiao caudal.



4.2. CULTURA TEMPORARIA DE LINFOCITOS

A obtencdo dos cromossomos metafasicos deu-se pela técnica de cultura
temporéaria de linfocitos segundo Moorhead et al (1960). Primeiramente fez-se a
coleta de 5 mL de sangue do animal com o auxilio de uma seringa previamente
heparinizada. Logo apos, foram semeadas de 18-23 gotas de sangue total em
aliquotas contendo 5 mL de meio RPMI 1640 para posterior encubacao em estufa de
CO, a 37°C por um periodo de 72 horas. Apés 71 horas de cultivo adicionou-se 100
ML de colchicina (Gibco® KaryoMAX® Colcemid™ 10 pg/mL) nas aliquotas que logo
em seguida retornaram a estufa para completar o tempo do cultivo celular.
Encerrado esse tempo, o meio foi transferido para tubos de centrifuga e submetido a
uma centrifugagcdo de 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 5 mL de solucdo hipotbnica (KCI) previamente aquecida a 37°C. O
material foi submetido a ressuspensdo com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
encubado na estufa de CO, a 37°C por 45 minutos. Apds esse tempo, adicionou-se
imediatamente 1 mL de Fixador Carnoy na proporcao 4:1 para cessar a acao do KCl.
O material, entdo, foi ressuspendido e centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos.
Descartou-se novamente o sobrenadante e foi acrescentado 5 mL de Fixador
Carnoy 4:1, em seguida o material foi submetido a uma Ultima ressuspensédo e

armazenado em freezer a -20°C.

4.3. CITOGENETICA CLASSICA

4.3.1. Preparacao citologica das laminas

As laminas para microscopia passaram por uma limpeza rigorosa em
ultrassom (para remover particulas), foram previamente mantidas em solugédo de
etanol e éter etilico (na proporcdo 1:1) e armazenadas em freezer a -20°C. No
momento do uso essas laminas foram colocadas para secar e, logo apds, expirou-se
o ar dos pulmdes sobre as mesmas e com auxilio de uma micropipeta, pingou-se 10

pl de suspenséao celular gelada. O ar que é expirado sobre a lamina permite um leve
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aguecimento que forma uma camada sobre a mesma e no momento que a
suspensao celular gelada entra em contato com essa camada, ocorre um choque
térmico, proporcionando um melhor espalhamento das metafases e alongamento
dos cromossomos. Ao fim, as laminas foram postas para secar em temperatura
ambiente e armazenadas em freezer a -20°C até o momento da aplicacdo das

diferentes técnicas.

4.3.2. Técnica de coloracao convencional

A coloracdo convencional foi realizada utilizando-se Eosina Azul Metileno,

Giemsa (Merck) a 5% diluido em tampdo fosfato (pH 6,8) durante 5 minutos.

4.3.3. Técnica de bandeamento G

O bandeamento G seguiu o protocolo descrito por Seabright (1971) com
modificacdes. O material ficou em solucéo de tripsina a 0,1% por um periodo de 30 a
60 segundos seguido de coloracdo com corante Wright preparado na proporcéo 3:1
(3 mL de tampéo fosfato (pH 6,8) + 1 mL de Wright) por 2 minutos. Essa técnica
seguiu também o protocolo de Verma & Babu (1995), com modifica¢des. As laminas
foram imersas em solucao salina 2xSSC em banho-maria a 60°C por 15 minutos e
apos esse tempo foram mergulhadas em cubetas contendo agua destilada gelada e
na sequéncia agitadas em &agua para a retirada do excesso de sal. Ao final, as
laminas foram postas para secar e coradas com corante Wright na propor¢éao 3:1 por

2 minutos.
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4.3.4. Técnica de Bandeamento C

O bandeamento C seguiu o protocolo descrito por Sumner (1972) com
algumas modificacdes. Inicialmente as laminas ficaram imersas em solucéo de &cido
cloridrico (HCIl) 0,2N por 15 minutos em temperatura ambiente. ApoOs isso, foram
lavadas em agua destilada e postas para secar. Em seguida foram colocadas em
solucdo aquosa de Hidréxido de Bério (Ba(OH),) a 5% entre 30 a 35 segundos em
banho-maria a 60°C e na sequéncia passaram rapidamente pela solu¢do de acido
cloridrico (HCI) 0,1N. Com o auxilio de uma pisseta, fez-se a lavagem das laminas
com agua destilada gelada e as mesmas foram postas para secar a temperatura
ambiente. Posteriormente foram mergulhadas em 2xSSC por 10 a 15 minutos em
banho-maria a 60°C. Ao fim, as laminas foram postas para secar novamente e

coradas com corante Wright na proporc¢éo 3:1 por 1 minuto.

4.3.5. Técnica de deteccdo da NOR por AgNOs

As Regides Organizadoras de Nucléolo (NOR) foram detectadas por
intermédio de impregnacado pelo Nitrato de Prata segundo o protocolo de Howell &
Black (1980). Sobre a preparacéo citolégica foram pingadas uma gota de gelatina
(preparada com 0,2g de gelatina + 8 mL de agua deionizada aquecida a 60°C + 0,20
uL de acido férmico) e duas gotas de solucdo de nitrato de prata (AgNO3) a 50%.
Apoés a adicdo dessa solucdo, o material foi coberto com uma laminula e as laminas
foram rapidamente invertidas e colocadas em uma camara Umida devidamente
fechada que ficou em banho-maria a 60°C por 2 a 5 minutos até o0 momento em que
a solucdo na laminula apresentou uma coloracdo castanho-dourado. Apdés isso, as
laminas foram lavadas, postas para secar ao ar e coradas por 1 minuto com o
corante Giemsa diluido em tampéao fosfato (pH 6,8) na proporgédo de 3:1 durante 1

minuto.
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4.5. CITOGENETICA MOLECULAR

Para a Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH) utilizou-se sondas
teloméricas (TTAGGG), segundo o protocolo descrito pelo fabricante (ONCOR),
sondas de rDNA 45S (obtidas a partir do genoma de Triticum aestivum), Histona H3,
Rex1 e Mariner. Foram utilizados primers para amplificacdo (por PCR), de genes
ribossomais, sequéncias parciais dos genes de histona e elementos transponiveis. A
amplificacédo da histona H3 foi realizada por meio de primers e metodologia descritos
por Colgan (1998). Para o elemento transponivel Rex1 os primers foram (RTX1-F1
5TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC e RTX1-R3 5TCC CTC AGC AGA AAG AGT
CTG CTC). A sequéncia parcial do transposon Mariner foi amplificada com os
primers MAR-188F (5' ATC TGR AGC TAT AAA TCA CT) e MAR-251R (5' CAA AGA
TGT CCT TGG GTG TG) descritos por Lampe et al (2003).

4.5.1. Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH) com sondas de DNA repetitivo

As laminas previamente marcadas em microscépio de contraste de fase
foram encubadas em solucéo de pepsina a 1% (50 mL de HCI 4,8 N para 0,5 mL de
pepsina) durante 10 minutos. Esse tratamento é realizado para a retirada de
resquicios citoplasmaticos bem como outras impurezas que podem prejudicar o
processo de hibridizacdo. Em seguida fez-se a lavagem das laminas em solucao
salina 2xSSC por trés vezes, deixando-as por 1 minuto em cada vez. Logo em
seguida os cromossomos foram submetidos ao processo de desidratacdo em uma
bateria de alcool (70%, 70%, 90%, 90% e 100%) passando 2 minutos em cada
alcool, exceto no ultimo alcool da série, onde permaneceram por 20 minutos. Na
sequéncia, as laminas foram postas para secar ao ar e posteriormente encubadas
em estufa a 65°C durante 1 hora. Apés a encubacdo, os cromossomos foram
desnaturados em solucdo de formamida 70% a 62°C durante um tempo de 50
segundos. Apos esse tempo, as laminas foram colocadas em solucao de etanol 70%
previamente gelado durante 4 minutos para bloquear a acdo da formamida. Em

seguida, essas laminas foram novamente imersas em uma bateria de &lcool,
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desconsiderando o primeiro alcool 70% da série (substituido pelo etanol gelado). As
sondas passaram por desnaturacdo em banho-maria a 70°C durante 15 minutos.
ApoOs a desnaturacdo fez-se a aplicacdo da solucdo contendo as sondas sobre o0s
cromossomos desnaturados e estes foram cobertos por laminulas que foram
vedadas com cola PVC. As laminas foram armazenadas em camara Umida e

encubadas em estufa a 37° durante trés dias.

4.5.2. Lavagem de estringéncia

Apés os trés dias de encubacdo seguiu-se a lavagem de estringéncia que
consiste na retirada de marcacgfes inespecificas. Desse modo, as laminas foram
encubadas em banho-maria a 38°C em solucdo de formamida 50% por 2 min e 30
segundos, logo apds foram imersas em solucao salina 2xSSC durante 5 minutos e
em seguida foram postas em solugdo de 4xSSC / Tween por 4 minutos. Em
temperatura ambiente, as laminas passaram por trés cubetas contendo a solucéo de

4xSSC / Tween e ficaram por 3 minutos em cada.

4.5.3. Deteccéo

As sondas foram marcadas com moléculas reporteres (biotina e
digoxigenina), sendo expostas a uma solucédo de deteccao (0,3 pl de CY3 + 200 pl
de 4xSSC/Tween para sondas marcadas com biotina e 0,2 pl de FITC + 200 pl de
4xSSC/Tween para sondas marcadas com digoxigenina) e encubadas a 37°C
durante 20 minutos. ApOs esta etapa, as laminas foram encubadas em solucéo de
4xSSC/Tween a temperatura ambiente por trés vezes durante 3 minutos cada.
Posteriormente pingou-se sobre as laminas 7 pyl de DAPI Antifade Vectashield H-
1000 (Vector), colocando-se uma laminula sobre as laminas e realizando a retirada
do excesso de Antifade com papel absorvente. Em seguida, a laminula foi selada e

levada para observacdo em microscopio de fluorescéncia com auxilio do programa
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Nis-Elements em microscopio Nikon H550S em objetiva de imersdo (aumento de
100x).

4.5.4. Captura de imagens e montagem dos cariotipos

As metafases convencionais e com bandeamentos foram fotografadas em
microscopio Olympus BX41 com a maquina fotografica Cannon Power Shot
acoplada ao microscépio e o software utilizado foi o Applied Spectral Imaging. Os
cariétipos foram montados com o auxilio do programa Adobe Photoshop CS5 e para
a organizacao dos cromossomos foi adotada a divisdo proposta por Bickham (1975)
com base no tamanho e posicdo do centrdmero (Grupo A: Macrocromossomos
metacéntricos e submetacéntricos; Grupo B: Macrocromossomos subtelocéntricos e
telocéntricos; Grupo C: Microcromossomos). As laminas contendo as preparacdes
cromossOmicas utilizadas para FISH foram detectadas a partir de diferentes filtros
(Chroma Technology) correspondentes ao comprimento de onda, no espectro da luz
visivel, que cada um possui. A captura de imagens deu-se por meio da camera CCD
(Axiocam Mm) e a edicdo dessas imagens (brilho, contraste, sobreposicdo das

camadas etc.) foi realizada com auxilio do programa Adobe Photoshop CS5.

5. RESULTADOS

A partir de andlises cariotipicas dos cinco espécimes de Rhinoclemmys
punctularia foi possivel observar que dois individuos apresentaram o segundo par do
grupo A (2A) heteromorfico composto por um cromossomo subtelocéntrico e o outro
metacéntrico e trés exemplares ndo continham esse heteromorfismo, com o 2A
formado apenas por cromossomos metacéntricos. O cariétipo com o heteromorfismo
(Fig 4. 4A e 4C) apresentou um numero dipléide de 2n=56 e numero fundamental
NF=72, possuindo 24 macrocromossomos e 32 microcromossomos, com formula

cariotipica de 10 cromossomos metacéntricos, 6 subtelocéntricos, 6 acrocéntricos,
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32 microcromossomos e um par heteromorfico (10M : 6ST : 6A : 32m +
Heteromérfico 1IM+1ST). O cariétipo sem o heteromorfismo (Fig 4. 4B e 4D) diferiu
apenas em relacdo a férmula cariotipica (12M: 6ST: 6A: 32m). O padrédo de
bandeamento G possibilitou a identificacdo das homologias cromossémicas (Fig 4.
4C e 4D).
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Figura 4 — A) Coloracao convencional do cariétipo com o heteromorfismo; B) Coloragdo convencional
do caridtipo sem o heteromorfismo; C) Bandeamento G do cariétipo com o heteromorfismo; D)
Bandeamento G do cari6tipo sem o heteromorfismo.

O bandeamento C revelou a presenca de Heterocromatina Constitutiva
(HC) nas regides terminais de dois macrocromossos (terceiro par do grupo B e
terceiro par do grupo A) e um microcromossomo (Fig. 5A). As regides organizadoras
de nucléolo foram localizadas em dois pares de microcromossomos sendo que uma

dessas marcacdes provavelmente € inespecifica (Fig. 5B).
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Figura 5 — A) Bandeamento C; B) Regifes Organizadoras de Nucléolo (NOR).

A hibridizacdo com sondas teloméricas evidenciou marcacdes nas

extremidades de todos os cromossomos (Fig. 6B).

A

Figura 6 - A) Padrdo do corante base especifico DAPI; B) FISH com sondas teloméricas (TTAGGG)n.

Os resultados da FISH com sondas de DNA ribossomal 45S mostraram
sinais coincidentes com as marcagfes da NOR com sitios presentes em apenas um

1 par de microcromossomos (Fig. 7B)
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Figura 7 - A) Padréo da DAPI; B) FISH evidenciando os cistrons de rDNA 45S.

A hibridizacdo com a sonda Mariner revelou grandes marcagbes no
conjunto dos macrocromossomos com destaque para a ampla distribuicdo dessas
sequéncias ao longo dos dois bragcos cromossémicos do segundo par do grupo A
(Fig. 8A). A sonda de histona H3 apresentou padrdo de marcacao disperso ao longo
dos cromossomos (Fig. 8B). A hibridizacdo do Rexl evidenciou sequéncias

organizadas em grandes blocos em 3 cromossomos (Fig. 8C).

Figura 8 — A) FISH com a sonda Mariner; B) FISH com sondas de histona H3; C) FISH com sondas

do retroelemento Rex1.
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6. DISCUSSAO

A analise citogenética de Rhinoclemmys punctularia mostrou que a
espécie apresenta um numero dipléide de 2n=56 e numero fundamental com NF=72
(Fig. 4A e 4B). Esses dados estédo de acordo com estudos anteriores realizados por
Barros et al (1975) e Bickham & Baker (1976). No entanto, no cariotipo de dois
exemplares foi identificado um par heteromorfico constituido por um cromossomo
metacéntrico e o outro subtelocéntrico correspondendo ao segundo par do grupo A
(Fig. 4A e 4C).

E pouco provavel que o heteromorfismo encontrado esteja associado a
um par sexual heteromorfico, pois Barros et al (1975) realizaram a analise meiética
de individuos machos de R. punctularia e n&o encontraram diferenciacao
morfoldégica de cromossomos sexuais para essa espécie. A auséncia de
cromossomos sexuais heteromorficos € bastante comum neste grupo de
vertebrados, tendo em vista que o sistema sexual na maioria das espécies €é definido
pela temperatura em que os ovos sdo incubados (Alho et al., 1984, Souza & Vogt,
1994). Sugerimos que o heteromorfismo tenha sido resultado de um rearranjo do
tipo inverséo pericéntrica, que ocorre a partir de duas quebras envolvendo os dois
bracos cromossdmicos dando origem a um segmento que inclui o centrémero. Em

seguida, esse segmento sofre uma rotacédo de 180° e se religa aos pontos de quebra
(fig. 9).

Segundo Kasahara (2009), € muito provavel que o rearranjo encontrado
em um individuo possa ter origem na gametogénese de um dos seus parentais,
ambos normais do ponto de vista cariotipico. Através de um Unico portador o
rearranjo pode se dispersar pela populacdo por meio de cruzamentos com o
aparecimento de individuos igualmente portadores heteromérficos e por meio do
cruzamento de dois portadores existe a possibilidade de surgir na descendéncia
individuos com ambos os homoélogos rearranjados, além dos que néo carregam o
rearranjo ou que o tenham na condi¢cdo heteromofica. Outra hipotese proposta para
explicar esse rearranjo estrutural € a ocorréncia de um reposicionamento
centromérico que se da pela amplificacéo e ativacdo de um novo centrdmero ou pela

inativacao e eliminacao do antigo centréomero (Wong and Choo 2001).
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Figura 9. Representacédo esquemética do processo de inversdo pericéntrica provavelmente envolvido

na origem de um dos cromossomos do par heteromorfico de Rhinoclemmys punctularia.

Por bandeamento G foi possivel caracterizar e classificar o0s
cromossomos com base nas homologias destacadas pelo padrdo de bandas, o que
facilitou a visualizacdo da inversdo do par 2 (Fig. 4C e 4D). Entre os répteis os
quelbnios representam um grupo considerado altamente conservado
cariotipicamente quando comparado com lagartos e cobras em termos de numero,
morfologia e padrdo de bandeamento G de seus cromossomos (Bickham 1981;
Olmo 2008).

O bandeamento C revelou um reduzido conteddo heterocroméatico
presente em apenas trés pares cromossomicos ocorrendo na regido terminal de dois
pares de macrocromossomos (terceiro par do grupo A e terceiro par do grupo B) e
em um par de microcromossomos (grupo C) (Fig. 5A). Esse resultado divergiu dos
dados encontrados na literatura para essa espécie, como nos estudos de Bickham e
Baker (1976) que identificaram regifes heterocrométicas em somente um par do
conjunto dos macrocromossomos, correspondendo ao brago curto do terceiro par do
grupo B. Sabe-se que a identificacdo dos sitios de Heterocromatina Constitutiva
(HC), tamanho e composicdo de DNA sdo aspectos essenciais na caracterizagao
cariotipica de diversos organismos, uma vez que blocos de heterocromatina podem
variar entre as espécies, ou mesmo entre individuos da mesma espécie (Sumner,
2003).

Por meio da técnica de Ag-NOR visualizamos marcacdes em dois pares
de microcromossomos (Fig. 5B), contrariando o resultado da FISH com rDNA 45S
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que evidenciou sitios em apenas um par (Fig. 7B). Atribuimos essa divergéncia a
marcacdes inespecificas onde proteinas ndo-histbnicas podem apresentar afinidade
pela prata e revelar sitios Ag-positivos (Kasahara, 2009). A maioria dos quelénios
apresenta conservadorismo no numero de NORs, no entanto, encontra-se um alto
nivel de variabilidade no tamanho e localizacdo cromossdmica, e essa variagdo
pode levar a mutacdes cromossomicas resultando em duplicacdes e/ou delecdes
gue ocorreram durante o processo evolutivo das tartarugas (Shaffer et al., 1997;
Bickham, 1981).

A analise por citogenética molecular com Hibridizac&o in situ Fluorescente
(FISH) foi realizada pela primeira vez em Rhinoclemmys punctularia. A FISH com
sondas teloméricas (TTAGGG), mostrou sinais de hibridizacdo nas extremidades de
todos os cromossomos (Fig. 6B). Nos dois cariétipos analisados nesse estudo (com
o heteromorfismo e sem o heteromorfismo) néo foram identificados sitios teloméricos

intersticiais (ITS).

Nagamachi et al (2013) ao perceberem a auséncia de ITS na espécie de
roedor Hylaeamys megacephalus propuseram que possa ter ocorrido a perda de
repeticdes teloméricas durante os rearranjos cromossémicos. Resultado semelhante
ja foi observado em algumas espécies da subordem Cryptodira como no trabalho de
Martinez et al (2009), que realizaram a analise das espécies Trachemys dorbigni e
Chelonoidis donosobarrosi nas quais ndo foram identificados sitios teloméricos
intersticiais sugerindo que além da possivel perda de repeticbes teloméricas os
sitios de ITS podem estar em um numero muito reduzido tornando-se dificil a sua
deteccdo por meio da técnica de FISH. Estudos cromoss6micos em répteis revelam
que tartarugas e crocodilos tendem a preservar e acumular DNAs repetitivos, como
sequéncias teloméricas, DNAs satélites, centroméricas e transposons, inclusive

aqueles com a funcao genética desconhecida (Coyne, 1984; Olmo, 1986).

A hibridizacdo com sequéncias do transposon Mariner apresentou-se
amplamente distribuida em grande parte dos cromossomos com algumas marcacdes
em cluster (Fig. 8A). Um dado interessante € que esse marcador mostrou-se
distribuido ao longo do segundo par cromossémico do grupo A, 0 mesmo que
apresentou o heteromorfismo em dois exemplares. Com isso, sugerimos que estas

sequéncias podem estar envolvidas no processo de inversao pericéntrica discutido
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no presente estudo. Segundo Kapitonov & Jurka (2007), durante o movimento de
transposicdo esses elementos podem causar mutacdes afetando a expressao ou
alterando a estrutura de genes podendo levar a uma perda de funcdo no organismo.
Porém, mutacdes causadas por transposons muitas vezes podem ser favoraveis e
acabam, portanto, contribuindo para aumentar a diversidade existente na natureza,

impulsionando a forga evolutiva (Maside et al., 2001).

As sequéncias de histona H3 mostraram um padrdo de marcagao
disperso formando pequenos clusters ao longo do complemento cromossdémico (Fig.
8B). Assim como a histona H4, a histona H3 & considerada uma proteina bastante
conservada evolutivamente e suas sequéncias de aminoacidos sdo praticamente
idénticas em diferentes organismos. Dessa forma, os genes dessas proteinas
mostram-se marcadores ideais em estudos de evolu¢cdo cromossémica dentro de um
grupo e entre diferentes grupos de organismos. Cabrero et al. (2009) destaca que a
familia das histonas é considerada um excelente modelo para estudos de
mapeamento cromossOmico, no entanto, a mesma tem sido utilizada em poucos
organismos por meio da técnica de FISH. Somente em alguns mamiferos, anfibios,
peixes, moluscos e insetos (Graves et al., 1985; Tripputi et al., 1986; Turner et al.,
1988; Hankeln et al., 1993; Pendas & Garcia-Vasquez., 1994; Ranz et al., 2003;
Zhang et al.,, 2007; Cabrero et al., 2009; Cabral-de-Mello et al., 2010a, 2011a,
2011b).

As sondas do retrotransposon Rexl mostraram-se distribuidas em
grandes blocos ou clusters na regido centromeérica de trés cromossomos (Fig. 8C).
Voltolin (2012) analisou espécies de peixes do género Prochilodus e também
verificou a presenca de pequenos blocos de Rexl em regibes centroméricas em
alguns pares cromossomicos. Chalopin et al. (2005), ao discutirem sobre o
conteudo, diversidade evolugdo de elementos moveis em diferentes linhagens de
vertebrados observaram que grandes divergéncias gendmicas podem surgir pela
atividade dessas sequéncias e isso pode contribuir para um melhor entendimento da
regulacdo génica e de que forma ocorre a aquisicAo de novas caracteristicas
genéticas. A principal fungéo desses elementos moveis de DNA é o papel estrutural
e funcional que desempenham na evolu¢do gendmica dos organismos (Bohne et al,
2008).
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7. CONCLUSAO

1- Sugerimos que um processo de inversdo cromossdmica no par 2 levou ao
heteromorfismo intraespecifico em Rhinoclemmys punctularia. Analises meidticas
futuras serao feitas para compreender a viabilidade gamética.

2- As sondas das familias multigénicas de sequéncias de histona H3 mostraram um
padrdao de marcacao disperso ao longo de todos os cromossomos, e de 45S
marcam um par de microcromossomos, em Rhinoclemmys punctularia. Essas
informagdes irdo podem corroborar estudos de evolugéo cromossomica.

3- Primeiro mapeamento fisico de elementos transponiveis em Rhinoclemmys
mostra uma dinamica organizacional diversificada para o grupo. Mariner com
distribuicdo dispersa e Rexl em cluster. Dados importantes na inferéncia de

regulacéo génica.
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