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SILVA, T.L. Estudo morfolégico e citogenético em duas espécies de jabutis do género
Chelonoidis (FITZINGER, 1835) (Testudines). Dissertagdo de Mestrado. Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Sdo José do Rio Preto, SP, 116p., 2011.

Os répteis sofreram reducdo do nimero de espécies desde a época em que dominavam a
Terra até os dias atuais. Os queldnios sdo pouco estudados, principalmente quanto a sua
caracterizacdo citogenética e morfoldgica. O presente projeto teve por objetivo estabelecer
a analise das caracteristicas morfologicas e citogenéticas, efetivas para a diferenciacdo das
espécies Chelonoidis carbonaria e Chelonoidis denticulata, queldnios terrestres
representativos de dois biomas brasileiros (Cerrado e Amazonia); avaliar a existéncia de um
morfotipo de Chelonoidis carbonaria, alem de descrever o cariotipo das espécies em
estudo. Os animais foram coletados no criatério “Reginaldo Uvo Leone”, localizado na
cidade de Tabapud- SP. O presente trabalho possui licenga do IBAMA/RAN e aprovagéo
da Comissio de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) UNESP/IBILCE. Foram
realizadas afericbes da morfologia externa, avaliando-se as caracteristicas morfoldgicas
efetivas para a diferenciacdo das duas espécies de jabutis brasileiras, Chelonoidis
carbonaria e Chelonoidis denticulata, dando énfase a comparacdo com um grupo de
Chelonoidis carbonaria*, que apresenta tamanho e coloracdo diferenciada do padrdo
estabelecido para a espécie. As caracteristicas morfologicas foram avaliadas no intuito de
caracterizar as diferencas entre as espécies, além de verificar quais sdo as caracteristicas
sexualmente dimorficas entre os grupos avaliados. Os dados obtidos permitiram o
reconhecimento de um morfotipo de C. carbonaria, que apresentou caracteristicas
morfologicas intermediarias entre as duas espécies cléssicas. Os estudos citogenéticos
permitiram o reconhecimento do ndmero cromossomico 2n= 52 para 0s trés grupos
avaliados. O bandamento G ndo mostrou boa reprodutibilidade e constancia nos padrdes de
bandamentos. Na espécie Chelonoidis carbonaria, a técnica de bandamento C em machos,
revelou a presenga de heterocromatina constitutiva em dois microcromossomos e na regido
centromérica de dois macrocromossomos, nas fémeas apenas dois microcromossomos
apresentaram marcacdo especifica. A espécie Chelonoidis denticulata e o grupo
Chelonoidis carbonaria*, ndo apresentaram blocos heterocromaticos evidentes. Em todos
0s grupos avaliados, a impregnacéo por ions prata (Ag-NOR) revelou marcagdo no décimo
par de cromossomos. Nos machos foram evidenciados as regides telomericas de um par de
macrocromossomos acrocéntricos, e nas fémeas em apenas um Unico macrocromossomo
acrocéntrico desse mesmo par. Os resultados da hibridacdo in situ, com sonda de DNAr
28S de anfibios, revelaram duas RONs nos machos e nas fémeas dos trés grupos de jabutis
avaliados. Com base nos dados morfolégicos avaliados, sugerimos que o morfotipo C.
carbonaria* corresponda a uma nova espécie de jabuti, entretanto, se faz necessario uma
avaliagdo morfoldgica, genética e geografica mais abrangente no Brasil, no intuito de
avaliar o status de conservacdo e a area de ocorréncia deste morfotipo. Esses resultados
contribuem para o conhecimento da biologia dos queldnios, incentivando futuros estudos
genéticos e de evolucdo desses animais e, principalmente, gerando dados que contribuam
para a preservacao desse importante grupo de repteis.

Palavras-chave: Chelonoidis carbonaria. Chelonoidis denticulata.  Morfotipo.
Citogenética, Jabultis.



SILVA, T.L. Cytogenetic and morphologic study in two tortoises species of the genus
Chelonoidis (FITZINGER, 1835) (Testudines). Dissertagdo de Mestrado. Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Sdo José do Rio Preto, SP, 116p., 2011.

The reptiles were reduced in number of species since the time that they ruled the earth until
nowadays. The tortoises are poorly studied, particularly regarding its morphological and
cytogenetics features. This project aimed to establish the analysis of morphology and
cytogenetics, effective to differentiate the species Chelonoidis carbonaria and Chelonoidis
denticulata, terrestrial tortoises representative of two biomes (Cerrado and Amazonia), to
evaluate the existence of a possible Chelonoidis carbonaria morphotype, and describe the
karyotype of the studied species. The animals were collected in the "Reginaldo Uvo Leone"
breeding farm, located in Tabapud-SP. This work is licensed by IBAMA/RAN and
approval by the Ethics Committee on Animal Experiments (ECAE) UNESP/IBILCE. We
conducted measurements of external morphology, in order to evaluate the morphological
characteristics effective for the differentiation of two species of Brazilian tortoises
Chelonoidis carbonaria and Chelonoidis denticulata, emphasizing the comparison with a
Chelonoidis carbonaria* group, which differ in color and size patterns established for the
species. The morphological characteristics were evaluated in order to characterize
differences between species, and check which characteristics are sexually dimorphic
between the groups. The data obtained allowed the recognition of a C. carbonaria
morphotype, which showed morphological characteristics intermediate between the two
classic species. Cytogenetic studies led to the recognition of the chromosome number 2n=
52 for all three groups. The G-banding did not show good reproducibility and consistency
in the banding patterns. In Chelonoidis carbonaria males, the C banding technique revealed
the presence of constitutive heterochromatin in two microchromosomes and in two
centromeric region of macrochromosomes, in females only two microchromosomes showed
specific staining. The species Chelonoidis denticulata and the group Chelonoidis
carbonaria*, did not showed evident heterochromatic blocks. In all groups, silver staining
technique (Ag-NOR) revealed marking in the tenth pair of chromosomes. Males were
shown the telomeric regions of a acrocentric macrochromosomes pair, and females in only
a single acrocentric macrochromosome of the same pair. The results of in situ hybridization
with amphibians 28S rDNA probe, showed two NORs in males and females of the three
groups of tortoises evaluated. Based on morphological data analyzed, we suggest that the
morphotype C. carbonaria* corresponds to a new tortoises specie, however, it is necessary
a broader evaluation of morphological, genetic and geographic in Brazil, in order to assess
the conservation status and occurrence area of this morphotype. These findings contribute
to knowledge of the tortoise biology, encouraging future studies of genetics and evolution
of these animals and, especially, generating data that contribute to the preservation of this
important group of reptiles.

Keywords: Chelonoidis carbonaria, Chelonoidis denticulata, Morphotype, Cytogenetics,
Tortoises.
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1. Introducéo

1.1. Origem dos répteis: Testudines

A origem dos répteis é datada em registros fosseis da Era Paleozodica. Esses animais
dominaram a Terra durante o periodo Jurassico até o Cretaceo, ha cerca de 125 milhdes de
anos, e a maioria das espécies existentes foram extintas ha aproximadamente 60 milhdes de
anos (GOULART, 2004).

Os Testudines e os demais amniotas sdo classificados em relacdo ao padrdo de
fenestracdo temporal em Diapsida, Sinapsida e Anapsida. Os Diapsidas possuem duas
aberturas temporais no cranio e sdo representados pelos Lepidosauromorpha (lagartos,
serpentes, tuataras e anfisbenas) e pelos Archosauromorpha (crocodilianos e aves). Os
Sinapsida apresentam uma abertura temporal lateral tendo como representantes 0s
Pelycosaurias e Therapsidas, ambos extintos, e os mamiferos atuais, e 0s Anapsidas sdo
representados pelos répteis que nao possuem fossa temporal, os Chelonia ou
Testudomorpha (POUGH et al., 2002; POUGH et al., 2003).

Os Testudines tiveram sua origem durante o periodo Jurassico ha cerca de 200 - 146
milhdes de anos, ou Cretaceo ha 146 - 66 milhdes de anos, e atualmente sdo representados
por poucas familias. Esse grupo é de grande importancia em estudos genéticos e
taxondmicos por possuir uma historia filogenética Unica, pois mantém diversas
caracteristicas altamente conservadas ao longo de sua evolugdo, sendo desta forma,
importantes candidatos para a¢6es de conservacdo (SHAFTER, 2009).

Os répteis tém sofrido significativa reducdo no nimero de espécies no decorrer da
sua historia evolutiva, sendo que das 16 ordens existentes no passado, apenas quatro sao
encontradas nos dias atuais: Crocodylia, com 23 espécies de jacarés, crocodilos, aligatores
e gaviais; Rhynchocephalia, com duas espécies de tuataras, Squamata, formada por 2940
espécies de serpentes, 4675 espécies de lagartos e 160 especies de anfisbenas e Testudines,
constituida por 328 espécies de jabutis, cagados e tartarugas (ERNEST, BARBOUR, 1989;
GARCIA-NAVARRO, PACHALY, 1994; STORER et al., 2000; GOULART, 2004;
RIDLEY, 2006; IVES, SPINKS e SHAFFER, 2008; SHAFTER, 2009, TTWG, 2010).
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Os queldnios sdo um dos grupos de vertebrados mais ameacados de extingéo
segundo o 6rgdo internacional World Conservation Union. Das espécies avaliadas por esse
6rgdo, 47,6% estdo nas mais altas categorias de risco (extintas, extintas na natureza,
criticamente ameacadas ou vulneraveis), indicando um status preocupante de conservacao
para as espécies de queldnios (TTWG, 2007). Esta proporcéo € maior que a encontrada para
a maioria dos vertebrados (aves: 12%, mamiferos: 23%, anfibios: 32,5%) (STUART, 2004,
TTWG, 2010).

A principal caracteristica dos quel6nios ¢ a carapaca que reveste seu corpo, formado
pela fusdo das costelas, vértebras toracicas, lombares, sacrais e alguns 0ssos da cintura
pélvica e toracica. A carapaca € a por¢cdo convexa ou dorsal, e o plastrdo corresponde a
porcdo ventral, plana ou co6ncava. Esses animais ocupam diferentes habitats com
representantes exclusivamente terrestres, como os jabutis (Testudines); espécies que vivem
em ambientes fluviais e lacustres, como os cagados (Chelidae); exclusivamente marinhas
como as tartarugas (Cheloniidae), e ainda, aquelas que vivem em ambientes terrestre e de
agua doce, como a Rhynoclemmys punctularia (Aperema) (ZUG, 1993; GARCIA-
NAVARRO; PACHALY, 1994; GOULART, 2004). Os ossos da carapaca sao geralmente
recobertos por escudos corneos de origem epidérmica que ndo coincidem, em ndmero e
posi¢do com 0s 0ssos subjacentes, tornando assim, essa estrutura extremamente resistente a
chogues mecanicos (POUGH et al., 1993).

Os répteis sdo adaptados a vida ao meio terrestre; sdo ectotérmicos e apresentam
modificacGes que evitam a desidratagdo, como: pele escamosa, aumento do comprimento
do intestino grosso, fecundacéo interna, ovos com casca calcaria e membranas embrionarias
(dmnio, corion e alantéide) (ERNEST; BARBOUR, 1989; STORER et al., 2000;
GOULART, 2004). O sistema porta renal desvia parte da circulagcdo diretamente para os
rins, localizados caudal e ventralmente em relacdo a carapaca e, posteriormente, ao
acetabulo, tendo origem metanéfrica. A excre¢do é uma mistura de uréia e acido drico
(GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994; MADER, 1996).

O pulmdo é bem desenvolvido e localizado bilateralmente. Por ndo possuirem
diafragma e apresentarem o0s arcos intercostais fundidos, o ar € bombeado para os pulmdes
por movimentos da faringe. A expulsdo do ar é auxiliada pela contracdo da musculatura da

cintura peitoral e pélvica, que movimentam as visceras comprimindo os pulmdes. Em
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algumas espécies aquaticas a respiracdo ocorre por meio da mucosa cloacal e pela cavidade
oronasal (STORER et al., 2000; GOULART, 2004; JACKSON et al., 2004). O coracéo
possui trés cavidades, dois atrios e um ventriculo parcialmente dividido por um septo
mediano, proporcionando em situacdes especificas, como em hipdxia, uma mistura entre o
sangue arterial e o sangue venoso, conferindo melhor resposta a taxa respiratoria e
termorregulacdo (ERNEST; BARBOUR, 1989; GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994,
POUGH et al., 2003; GOULART, 2004).

A maxila e a mandibula apresentam um bico cdérneo; a cavidade oral comunica-se
com a cavidade nasal por uma fenda palatina. O pescoco é formado por oito vértebras
cervicais recobertas por forte musculatura que propicia em algumas espécies a retracdo da
cabeca quando ameacados (STORER et al., 2000; GOULART, 2004).

A ordem Testudines é dividida em duas subordens: Cryptodira (cripto: escondido;
dire: pescogo), que retraem 0 pescoco Vverticalmente, e estd representada por trés
superfamilias: Testudinoidea, Trionychoidea e Chelonioidea, que incluem tartarugas,
cagados e jabutis, encontrados em sua maioria no hemisfério sul, com espécies terrestres e
aquéticas na América do Sul, terrestres na Africa e sem representantes na Australia e na
Antértida; e Pleurodira (pleuro: lado), retraem o pescoco horizontalmente, e esta dividida
em duas familias: Chelidae e Pelomedusidae, encontradas apenas no hemisfério Sul (ZUG,
1993; POUGH et al., 2003; GOULART, 2004).

Aproximadamente 20% das espécies de queldnios existentes ocorrem na América
do Sul, sendo representados por oito familias (SOUZA, 2004). Os quel6nios habitam os
mais diversos ecossistemas aquaticos e terrestres, de oceanos a rios e lagos, de desertos a
florestas tropicais (ERNEST; BARBOUR, 1989; ZUG, 1993). A familia Testudinidae é
representada exclusivamente por espécies terrestres, incluindo mais de 200 formas fosseis e
aproximadamente 40 espécies viventes (AUFFENBERG, 1974; POUGH et al., 2001).

A ordem Testudines é constituida por 14 familias e aproximadamente 316 espécies
viventes (IVES, SPINKS e SHAFFER, 2008; SHAFTER, 2009). A arvore filogenética da
Ordem Testudines esta representada na Figura 1.
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Figura 1. RelacGes filogenéticas da ordem Testudines. Adaptado de Gaffney e Meylan (1998).
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1.2. Chelonoidis carbonaria e Chelonoidis denticulata

O género Chelonoidis (FITZINGER, 1835) é representado por quatro espécies da
América do Sul, sendo estas: Chelonoidis carbonaria, Chelonoidis denticulata,
Chelonoidis chilensis e Chelonoidis nigra, sendo a ultima exclusiva das Ilhas de
Galdpagos. O género Chelonoidis foi inicialmente considerado um subgénero de
Geochelone (FITZINGER, 1856), mas uma recente analise filogenética dos Testudines, que
representa a mais abrangente amostragem taxondmica para esse grupo, defende a elevagédo
de Chelonoidis para o status de género (LE et al., 2006). Portanto, o presente estudo segue
esta nova classificagdo proposta.

A espécie C. carbonaria (SPIX, 1824), popularmente conhecida como jabuti-
piranga ou jabuti-de-patas-vermelhas, € um animal terrestre encontrado em regides de
cerrado na Venezuela, Coldmbia, Suriname, Guianas, Guiana Francesa, Bolivia, Paraguai,
Argentina, Caribe, nas ilhas Venezuelanas Margarita e Los Tertigos e, no Brasil, nos
estados do Pard, Maranhdo, Ceard, Pernambuco, Bahia, Goids, Mato Grosso e Roraima.
Estes animais apresentam uma forte carapacga convexa de cor cinza a marrom ou preta, com
desenhos simétricos vermelhos ou amarelados. Seu plastrdo apresenta a mesma coloracdo
escura, com forma céncava nos machos (PRITCHARD, 1979; PRITCHARD; TREBBAU,
1984; ERNEST; BARBOUR, 1989).

A espécie C. denticulata (LINNAEUS, 1766), popularmente conhecida como
jabuti-tinga ou jabuti-de-patas-amarelas, possui a cabeca e patas amarelas e a escama nasal
preta. Os machos sao maiores que as fémeas, podendo atingir até 70 cm de comprimento e
as fémeas até 40 cm, sendo o peso médio da espécie entre 8 e 18 kg. A espécie representa o
maior quel6nio terrestre da América do Sul, podendo ser encontrado em florestas densas
tropicais e subtropicais, do Sudeste da Venezuela, passando pelas planicies da Guiana para
0 Brasil, onde habitam toda bacia Amazo6nica, ocupando areas da porcdo oriental do
Equador e Colémbia, Norte oriental do Peru e Norte e Sudeste da Bolivia (PRITCHARD;
TREBBAU, 1984). No Brasil, ocorre em pontos restritos da regido Nordeste, na bacia do
Rio Mearim, no Maranhéo, e proximo a foz do Rio Sdo Francisco; na regido Centro-Oeste
esta presente junto as nascentes do Rio Tocantins. Em Goias, ocorre na bacia do Rio

Paraguai, nas bordas do Pantanal matogrossense, e na regido Sudeste, ocorre em pontos da
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Mata Atlantica, proximos a costa, entre a Bahia e o Rio de Janeiro (PRITCHARD;
TREBBAU, 1984).

A espécie C. denticulata é frequente em florestas tropicais, enquanto que C.
carbonaria e encontrada em uma gama mais ampla de ambientes, incluindo florestas secas
e areas de vegetacdo florestal em cerrados. Entretanto, em varias localidades, essas espécies
ocorrem em simpatria, especialmente em regides de transicdo entre florestas e cerrado
(AUFFENBERG, 1965; MEDEM et al., 1979; PRITCHARD; TREBBAU, 1984; ZUG,
1993; MOSKOVITS, 1998; JEROZOLIMSKI, 2005).

O periodo reprodutivo é influenciado pelas estagdes do ano e ocorre, geralmente, a
partir do més de outubro. O periodo de desova se da entre 0s meses de fevereiro e marco.
Essas épocas podem variar em cada regido devido aos fatores climéaticos. As posturas sdo
realizadas, preferencialmente, ap6s o periodo de chuvas, o que facilita a abertura do ninho
(HIGHFIELD, 1996). A fémea enterra 0s ovos em locais com baixa umidade e incidéncia
de raios solares, ndo necessariamente em uma Unica postura. Os ovos ficam incubados por
cerca de quatro meses, sendo que este periodo pode sofrer variacdo dependendo da
temperatura de incubacdo. Os filhotes comecam a se alimentar por volta de um més de
idade, durante esse periodo nutrem-se com a reserva vitelinica que mantém no abdémen ao
sairem do ovo, pois geralmente ainda estdo enterrados. Na natureza os Testudines
alimentam-se de frutas, flores, folhas, gramineas e restos de animais. Os filhotes deste
grupo alimentam-se frequentemente das fezes de adultos, processo que auxilia a
composicdo de sua flora intestinal (HIGHFIELD, 1996).

A maioria das espécies de queldnios apresenta maturidade tardia, porém, a grande
longevidade associada a alta taxa de sobrevivéncia de individuos adultos e a aparente
auséncia de senilidade fisiolégica ou anatdbmica, permite que apresentem periodos
reprodutivos prolongados (GIBBONS, 1987; CONGDON et al., 1993). Medem e
colaboradores (1979) relatam que a maturidade sexual em C. denticulata e C. carbonaria é
atingida aos cinco anos de idade; porém, ha relatos na literatura de uma fémea que
depositou ovos pela primeira vez apenas aos 11 anos de idade (JEROZOLIMSKI, 2005).

Castafio-Mora e Lugo-Rugeles (1981) obtiveram para cada uma das 12 fémeas de C.
carbonaria e das sete fémeas de C. denticulata, mantidas em cativeiro na Colémbia, a

média de 11 ovos produzidos em cada um dos dois periodos reprodutivos consecutivos que
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amostraram. Entretanto, em populacdes silvestres, sugere-se que a producdo média de ovos
por fémea adulta seja menor, pois € provavel que uma menor proporcdo das fémeas seja
fecundada a cada estacdo reprodutiva (JEROZOLIMSKI, 2005).

A forma, tamanho, coloracdo, nimero e disposicdo dos escudos que compdem o
casco sao caracteristicas importantes na identificacdo genérica e especifica dos Testudines
(MEDEM 1976; PRITCHARD; TREBBAU, 1984; MOLINA; ROCHA, 1996).

As espécies C. carbonaria e C. denticulata assemelham-se em certos aspectos, tais
como: tamanho corporal, forma, dieta e comportamento. Geralmente podem ser
identificadas no campo por meio da coloracao das patas e pelas caracteristicas morfolégicas
descritas na literatura (WILLIANS, 1960; CASTANO-MORA; LUGO-RUGELES, 1981;
PRICHARD; TREBBAU, 1984; MOSKOVITS, 1998). O padrdo dos escudos que
compdem o0 casco dos quelonios de uma mesma especie é bastante uniforme
(PRITCHARD, 1979), mas variacOes nesse padrdo ja foram descritas e analisadas para um
grande numero de espécies, incluindo as espécies do presente estudo (ZANGERL;
JOHNSON, 1957; PRITCHARD, 1979; SIQUEIRA et al., 2004).

1.3. Diferenciacdo morfoldgica e genética de C. carbonaria e C. denticulata

A Floresta Tropical Amazonica foi fragmentada em meados do Pleistoceno, abrindo
um corredor central de colonizacdo em habitats de floresta seca ou cerrado, sugerindo que
flutuagdes climaticas e de vegetacdo desempenharam um importante papel na formacao da
biodiversidade da America do Sul, nas regifes mais proximas aos tropicos (VARGAS-
RAMIREZ; MARAN:; FRITZ, 2010).

A Floresta Amazonica continua permitiu o fluxo génico entre as populagdes de C.
denticulata, estabelecendo populacdes geneticamente homogéneas. J&, a espécie C.
carbonaria, por preferir areas abertas, como cerrado, evoluiu por vicariancia, resultando em
populacdes com estrutura genética distintas. Essa diversidade foi moldada pela dispersdo
ocorrida apo6s a reducdo nas florestas tropicais e subsequente vicariancia causada pela
reexpansdo florestal, levando a fragmentacdo de popula¢Ges em ilhas de caatinga. Tais
dados sugerem uma forte correlacdo entre o habitat e diferenciacdo filogeografica nessas
espécies (VARGAS-RAMIREZ; MARAN; FRITZ, 2010). Dados semelhantes foram
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encontrados para Crotalus durissus, por Quijada-Mascarefias et al. (2007) e Wster et al.
(2005), e sdo compativeis com as flutuac6es na distribuicdo da floresta tropical Amazénica.

Poucos marcadores morfoldgicos citados na literatura para a diferenciacdo das
espécies C. carbonaria e C. denticulata apresentam eficiéncia. Destes, destacam-se 0s da
regido cefélica, carapaca, plastrdo e coloracdo. Sdo relatados na literatura padrdes
morfoldgicos variados em C. carbonaria, sugerindo a presenca de exemplares resultantes
de interagdes entre ambas ou morfotipos distintos (SIQUEIRA et al., 2004).

A caracterizacdo das espécies estudadas, por meio dos parametros morfologicos
descritos na literatura, vem sendo questionada desde quando Williams (1960) examinou um
grande numero de espécimes, afirmando que caracteristicas distintas entre elas deveriam ser
revistas, pois nem sempre era possivel uma correta identificacdo dos individuos
encontrados em museus ou na natureza, tendo em vista que alguns espécimes de C.
carbonaria apresentavam tamanhos e coloragdo distintos do padrdo da espécie
(PRITCHARD, 1979).

Em 1965, Auffenberg descreveu a espécie Geochelone hesterna, uma tartaruga
féssil do Mioceno encontrada na Colémbia, que apresentava caracteristicas morfoldgicas
intermediarias entre C. carbonaria e C. denticulata. Esta espécie é considerada ancestral de
C. carbonaria e C. denticulata, cuja separacao teria ocorrido com o desenvolvimento do
cerrado e prados periféricos a bacia Amazoénica no Pleioceno ou Pleistoceno, com as
espécies se tornando distintas por isolamento geografico, ficando a espécie C. denticulata
restrita a florestas tropicais e C. carbonaria a cerrados e campos abertos.

Trabalhos com genética populacional de C. carbonaria e C. denticulata
encontraram haplétipos de DNA mitocondrial de C. denticulata em quatro individuos de C.
carbonaria, com coloracdo e tamanho diferentes do padrdo da espécie. Essas caracteristicas
sugerem a presenca desses haplétipos como resultado de um polimorfismo ancestral
mantido na populacdo durante a separagdo destas espécies, ou indicio de um possivel
evento de hibridacdo, porém ndo confirmado (JEROZOLIMSKI, 2005; FARIAS et al.,
2007). Eventos de hibridagdo introgressiva sdo causados por cruzamentos interespecificos
repetidos ou mesmo continuos, causando assim uma infiltracdo de genes de uma espécie em
outra, em decorréncia da auséncia de mecanismos de isolamento reprodutivo. A ocorréncia

destes eventos é maior em areas de simpatria ou parapatria do que em areas de alopatria
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(TAYLOR; MCPHAIL, 2000; JEROZOLIMSKI, 2005) e, particularmente, em areas onde
uma especie estd se expandindo em direcdo a novas areas (BALLARD; WHITLOCK,
2004; JEROZOLIMSKI, 2005). Esse processo pode estar associado a problemas
ecologicos, como por exemplo, C. carbonaria, que, devido a substituicdo de seu habitat
natural (cerrado) por monoculturas e pastagens, expandiu sua area de ocorréncia para areas
mais proximas a Mata Atlantica. Essa expansao possibilitou que entrasse em simpatria com
sua espécie irmd, C. denticulata, o que pode favorecer a ocorréncia de processos de
hibridacdo. Contudo, essa hipdtese ndo foi confirmada pela literatura (ALLENDORF et al.,
2001; LE et al., 2006).

As espécies C. carbonaria e C. denticulata sdo consideradas ameacgadas, segundo o
CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and
Flora), podendo vir & extin¢cdo caso o comércio ilegal e a perda de habitat ndo sejam
controladas. Em adicdo, a espécie C. denticulata é também considerada vulneravel pela
lista vermelha da IUCN (International Union for Conservation of Nature), indicando risco
de exting&do na natureza (IUCN, 2004).

1.4. Andlise da estrutura cromossdmica de C. carbonaria e C. denticulata

1.4.1. Citogenética Classica

Uma das possibilidades de elucidar as diferengas entre especies se d& por meio do
estudo dos cromossomos, com base no caridtipo e em padrbes de bandamentos
cromossdmicos. No entanto, existem poucos dados na literatura sobre estudos citogenéticos
em Testudines brasileiros, a maioria concentra-se em representantes da familia Chelidae da
América do Sul, Australia e Africa (BULL; LEGLER, 1980; MC BEE et al., 1985).

Na década de 70, foram desenvolvidas novas tecnicas de bandamento
cromossdmico. Dentre essas, a que permite localizar a heterocromatina constitutiva € a
técnica de bandamento C, na qual os cromossomos espalhados na lamina sao mergulhados
numa solucgdo bésica (hidroxido de béario) e, em seguida, expostos a uma solucéo salina a
temperatura elevada. Durante esse procedimento, o DNA ¢é fragmentado e,

progressivamente eliminado do cromossomo; no entanto, o DNA da heterocromatina
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constitutiva € menos extraido durante esse processo que o restante do DNA. A associacao
do DNA com as proteinas na heterocromatina € diferente e mais resistente as condicGes da
técnica de bandeamento C do que a associacdo DNA - proteina da eucromatina, ocorrendo,
assim, maior extracdo de DNA na eucromatina. Dessa forma, quando 0s cromossomos s&o
corados, as regides heterocromaticas ficam mais evidentes, formando blocos escuros
denominados bandas C (c = constitutiva). O corante utilizado nessa técnica é o Giemsa, que
cora sensivelmente os cromossomos, mesmo quando esses apresentam pouco DNA
(SNUSTAD; SIMMONS, 2001).

Uma ferramenta importante que trouxe e continua trazendo contribuicdes
substanciais nos estudos citotaxdnomicos sdo 0s marcadores citogenéticos. Com essas
ferramentas se torna possivel, em alguns casos, determinar a caracterizacdo de populacdes,
espécies e grupos supra-especificos, incluindo ndo somente ndmero cromossomico e
formula cariotipica, mas também sistemas de cromossomos sexuais diferenciados,
cromossomos supranumerarios, ndmero e localizacdo das regides organizadoras de
nucléolos (RON), distribui¢do da heterocromatina constitutiva, bandeamento G e coloragdo
por fluorocromos base-especificos (ALMEIDA-TOLEDO, 1998).

Brown (1966) identificou dois tipos de heterocromatina: a facultativa que pode se
comportar como heterocromatina condensada na intérfase, tendo replicacdo tardia e
auséncia de expressdao g@énica, ou como uma eucromatina tipica (eucromatina
heterocromatinizada facultativa) e a heterocromatina congtitutiva que permanece
condensada durante todo o ciclo celular e em todas as células do individuo. Os dois tipos de
heterocromatina concentram-se em blocos, aparecendo em ambos 0S Cromossomos
homdlogos na mesma posi¢do e com o mesmo tamanho (NITTA, 1980; GUERRA, 1988).

O termo heterocromatina é utilizado, atualmente, em citogenética e biologia celular
para designar a cromatina de regides especificas dos cromossomos que permanecem
condensados durante a intérfase. Devido a esta propriedade (nivel de condensacdo), a
heterocromatina apresenta um padrdo de colorabilidade que permite distingui-la da
cromatina ndo compacta (eucromatina) durante um mesmo periodo do ciclo celular.
Alguma quantidade de heterocromatina sempre é encontrada em alguns ou todos 0s
cromossomos de um eucarioto. Suas propriedades de coloragdo variam intra e

interespecificamente, mostrando-se, dessa forma, importante nos estudos sobre a natureza
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do DNA, identificacdo de polimorfismos, caracterizacdo de espécies, populacBes, e em
estudos evolutivos (SUMNER, 1990).

Devido ao aspecto de que regides heterocrométicas permanecem condensadas
durante o ciclo celular e que estudos moleculares mostraram serem estas regides compostas
por DNA altamente repetitivo, a heterocromatina tem sido descrita como sitios de genes
inativos. No entanto, nem todas as regides de DNA ndo transcrito e de genes inativos
encontram-se como heterocromatina € ndo necessariamente hd auséncia de atividade
transcricional nessas regides.

A heterocromatina nos cromossomos ocorre em grandes blocos ou segmentos e
estes podem estar intercalados por segmentos de eucromatina. Inversamente, quantidades
pequenas de heterocromatina podem ocorrer na eucromatina (PIECZARKA; MATTEVI,
1998). O estudo da heterocromatina, dessa forma, pode representar uma importante
ferramenta por meio da qual se detecta alteracdes complexas na estrutura cariotipica.

Apos a descoberta da técnica de bandamento C, foi desenvolvida outra técnica que
produz bandas claras e escuras em cada cromossomo. Essa técnica foi denominada
bandamento G, porque se pensava que 0 corante Giemsa estava envolvido no mecanismo
de determinacédo dessas bandas. Atualmente, sabe-se que as bandas G, ou segmentos que
reagem positivamente a técnica de bandamento G (regides escuras), representam 0s
segmentos cromossdmicos que se condensam mais cedo na profase, enquanto o segmento
negativo para bandamento G (regides claras) é condensado mais tardiamente. As bandas G
ndo evidenciam a heterocromatina, mas constitui em alguns grupos, um excelente meio de
identificacdo cromossdmica, permitindo detectar rearranjos cromossdmicos e comparar
cariotipos de espécies relacionadas (MURUGESAN et al., 2001).

Os bandamentos G e C permitem detectar variagdes estruturais como delegoes,
essas replicacOes, inversdes, sendo possivel localizar a regido afetada do cromossomo.
Essas variacOes ndo sdo detectadas com a coloragdo convencional, pois a mesma revela
apenas a heterozigosidade cromossdmica e em alguns casos a presenca de constriches
secundarias (GUERRA, 1988).

Outra técnica importante para estudos citogeneticos € a impregnagdo com ions
prata, um método seletivo para a marcacdo de Regifes Organizadoras de Nucléolos

(RONSs), nucléolos interfasicos, regides de constricdes secundarias ou outras regides com
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sitios responsaveis pela transcricdo de RNA ribossomal (rRNA). A grande limitacdo dessa
técnica € o fato dela marcar apenas as RONs que foram ativamente transcritas durante as
intérfases precedentes as metéafases analisadas, ndo possibilitando, muitas vezes, a
demonstracdo do nimero real de RONs (SUMNER, 1972).

Os genes ribossomais estdo presentes em inimeras copias e estdo concentrados em
um dominio nuclear ocupado pelos nucléolos. Embora genes extranucleolares e seus RNAs
transcritos possam também ser localizados em territérios nucleares especificos, 0s
nucléolos sdo particularmente bons modelos para correlacionar aspectos moleculares da
expressao génica com estruturas nucleares. Além das proteinas ribossomais, os nucléolos
contém um grande numero de proteinas ndo ribossomais envolvidas em varios aspectos da
biogénese ribossomal e manutencgéo da estrutura nucleolar (FEITOSA, 2008).

Cada unidade dos genes ribossomais consiste basicamente de uma regido néo
transcrita, localizada no espaco intergénico e separada por espagos transcritos internos,
onde se localizam os genes. O comprimento real do gene rRNA varia entre as espécies, e
embora o0 5,8S tenha geralmente 0 mesmo comprimento, as outras subunidades podem se
apresentar menores. Ao contrario das variagdes em comprimento, existe uma consideravel
similaridade de sequéncias entre 0s genes ribossomais de diferentes organismos. Ja, 0s
espagos entre esses genes sdo mais variaveis. O nimero de copias dos genes ribossomais
também apresenta alta variabilidade entre espécimes como por exemplo: fungos e insetos
apresentam em torno de 100 copias de rRNA, enquanto plantas e anfibios tém cerca de
10.000 copias. O polimorfismo no numero de copias é frequente, e pode ocorrer no mesmo
individuo ou entre individuos diferentes. Os genes de rRNA podem estar restritos a um
Unico par de cromossomos homdlogos, ou em varios cromossomos (HOWELL, 1982;
FEITOSA, 2008). O numero e a distribuicdo das RONs podem variar intra ou inter
especificamente, auxiliando na caracterizacdo cromossémica de diferentes espécies ou
tdxons (SCHEER et al., 1993).

Durante a mitose, a sintese de RNA ¢é estagnada e, concomitantemente, o nucléolo
tende a desaparecer. Assim, no estagio de préfase, o componente fibrilar denso desaparece
e 0 componente granular é liberado no nucleo. Em algumas situagdes o contetdo granular
pode ficar associado aos cromossomos, especialmente na metéafase. Na teldfase, novos

nucléolos sdo formados em uma ou mais RONSs, de forma que o componente fibrilar denso
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surge adjacente ao centro fibrilar enquanto que o componente granular desaparece
(DERENZINI, 2000). A natureza citoquimica do processo de coloragdo por ions prata
ocorre em proteinas ndo histdnicas associadas ao RNA recém-transcrito que se acumulam
ao redor das RONs ou dos nucléolos. Estas proteinas sdo a C23 (37 Kda) encontrada no
centro fibrilar do nucléolo interfasico e na RON metafésica, e a proteina B23 (100 Kda),
localizada na periferia do nucléolo (HOWELL, BLACK, 1980).

Estas proteinas acidicas associadas as RONs podem ser localizadas nos
cromossomos por meio da técnica de impregnacdo por ions prata (HOWELL, BLACK,
1980; TEIXEIRA et al., 1996; LO MUZIO et al., 1997) devido a reatividade dos seus
grupos  sulfidricos e carboxilicos que precipitam os ions de prata
(WARNAKULASURIYA; JOHNSON, 1993). Os granulos marcados por prata sdo
visualizados como estruturas arredondadas de numero variavel, coradas em preto ou
marrom no interior dos ndcleos (FREITAS; ARAUJO; ARAUJO, 1993). A técnica foi
descrita e denominada AgNOR, por Howell e Black, em 1980.

1.4.2. Citogenética Molecular

As técnicas de bandamentos cromossdmicos desenvolvidas a partir de 1970,
representaram um marco para a citogenética de mamiferos e outros vertebrados, tornando
possivel a identificagdo precisa de cada cromossomo pela sua diferenciagdo longitudinal e a
deteccdo de regiGes especificas como de heterocromatina constitutiva e das regides
organizadoras de nucléolos. Posteriormente, foram desenvolvidas as coloragcbes com
fluorocromos base-especificos, bandas de alta resolucéo e bandas de replicagdo dependente
do uso de anélogos de bases incorporada ao DNA durante o ciclo celular. Na década de
1980, a biologia molecular associada a citogenética, resultou no nascimento de uma nova
area, a Citogenética Molecular. Os cromossomos puderam ser isolados de outros
componentes celulares, ser individualizados em preparacGes puras e fracionados em seus
componentes moleculares. Os fragmentos de moléculas de DNA puderam ser clonados e
sequenciados.

A técnica de hibridacdo in situ (HIS) consiste, basicamente, no pareamento de

determinado segmento de DNA ou RNA com uma sequéncia de nucleotideos
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complementar, visando verificar a existéncia e localizacdo de sequéncias especificas. Para
visualizar o segmento de DNA ou RNA hibridizado é necessario que ele esteja marcado
com alguma molécula de facil identificacdo, funcionando como uma sonda para detectar a
sequéncia complementar de nucleotideos, chamada sequéncia alvo. O hibrido sonda/alvo
pode ser DNA/RNA, RNA/RNA ou DNA/RNA.

A HIS tem sido utilizada para localizar as mais diversas sequéncias de
nucleotideos, como genes de copia Unica, moléculas de RNA mensageiro ou DNA viral
inserido no cromossomo. Essa técnica é uma das mais informativas e elegantes da citologia,
sendo aplicada em éareas tdo diversas quanto a biologia do desenvolvimento, a
citotaxonomia, a citogenética clinica e 0 melhoramento genético.

A técnica baseia-se no fato de que o DNA ¢ formado por duas fitas complementares,
as quais podem ser facilmente separadas em fitas simples, ou desnaturadas, e
posteriormente renaturadas, voltando ao estado de fita dupla. Se, durante a renaturacdo do
DNA cromossémico, houver sonda disponivel no meio em torno do cromossomo, as copias
da sonda competirdo com as fitas do DNA cromossémico e poderao ser hibridizadas in situ,
isto €, no sitio exato onde aquela sequéncia ocorre naturalmente.

A revolucdo recente dessa técnica foi o uso de sondas ndo-radioativas que
possibilitou grande expansdo nas &reas de citogenética clinica, evolutiva e de mapeamento
génico. A HIS permitiu, em muitos casos, a deteccdo de segmentos cromossdmicos ndo
identificaveis pelas técnicas de bandamento. Assim, por seu alto poder de resolugdo e
facilidade de manipulacdo, a tecnica permitiu a localizacdo de milhares de genes em varios
organismos.

A hibridizagdo in situ fluorescente (HIS) representa uma tecnologia direta, rapida,
de alta resolucdo e bastante eficaz para a deteccdo e mapeamento de segmentos-alvo de
DNA, por meio da utilizacdo de uma sonda que apresenta sequéncia complementar.

E importante ressaltar que no estudo dos cromossomos de répteis, dados de
bandamento cromossémico cléssico e molecular ainda ndo desempenham papel relevante
na literatura, devido as dificuldades em se obter bons indices mitéticos e problemas na
padronizacgdo das técnicas (GUERRA, 2004).

Trabalhar com citogenética de quel6nios é um desafio, em virtude das dificuldades

em se obter bons indices mitdticos e, também, pela falta de padronizagdo das técnicas
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citogenéticas classicas e moleculares. Portanto, considerando-se a escassez de trabalhos
sobre estudos citogenéticos em queldnios brasileiros e a importancia biologica desses
animais, no presente estudo foi realizada a analise citogenética de C. carbonaria, C.
denticulata e C. carbonaria*, um provavel morfotipo de jabuti.

Tendo em vista os relatos de individuos morfologicamente distintos na especie C.
carbonaria, o presente estudo teve por objetivo confirmar a existéncia de um morfotipo de
jabuti, em um grupo de animais de cativeiro, com base em dados morfoldgicos e

citogenéticos.
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2.

Objetivos Gerais

Caracterizar morfo e citogeneticamente as espécies de jabutis brasileiras, C.
carbonaria e C. denticulata, além de um grupo morfologicamente distinto de C.
carbonaria (C. carbonaria*);

Correlacionar os dados morfolégicos e citogenéticos encontrados, para detectar

diferencas entre esses grupos avaliados.

2.1. Objetivos especificos

Caracterizar o dimorfismo sexual em C. carbonaria, C. carbonaria* e C.
denticulata;

Caracterizar as diferencas morfoldgicas entre as espécies estudadas, viabilizando
um melhor reconhecimento de ambas;

Padronizar o protocolo de cultura para linfocitos das espécies de jabuti brasileiras;
Padronizar os protocolos para técnicas de citogenética classica, especificas para
jabutis brasileiros, com o objetivo de implanta-las no estudo de outras espécies
desse grupo por pesquisadores da area;

Caracterizar o carittipo de C. carbonaria, C. carbonaria* e C. denticulata, com
base em técnicas de citogenética classica de bandamento (C, G, Ag-Nor) e
molecular, por meio de hibridagéo in situ (HIS);

Comeparar o cariétipo dos trés grupos analisados, no intuito de verificar diferencas
em Sseus cromossomos, para que estes dados possam ser utilizados com fins
taxonémicos;

Correlacionar as diferencas cromossémicas e morfolégicas dos trés grupos

estudados.
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3. Material e Métodos

3.1. Amostras

As amostras foram coletadas no criatério “Reginaldo Uvo Leone” (Registro
IBAMA n°, 167525), localizado na cidade de Tabapud - SP (20° 59° 47.4” S, 49° 07 16.6
W). O presente trabalho possui licenga do IBAMA/RAN- 19514-1 e aprovacdo da
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) UNESP/IBILCE (protocolo
namero 018/09). Os animais do criatério sdo provenientes de Zooldgicos, Parques e de
apreensoes realizadas pela Policia Ambiental, sendo em sua maioria, provenientes de
populacdes naturais, porém sem procedéncia confirmada.

Os jabutis foram identificados como C. carbonaria ou C. denticulata, por meio das
caracteristicas descritas por Williams (1960), Castan6-Mora e Lugo-Rugeles (1981),
Pritchard e Trebbau (1984) e Moskovits, (1998), e os animais que ndo se enquadravam
como nenhuma das espécies foram considerados C. carbonaria*. Os animais foram
identificados com base nas placas de aco numeradas utilizadas como marcacdo para
controle dos individuos existentes no criatorio.

Foram avaliados 90 animais separados em trés grupos, sendo estes: C. carbonaria,
C. denticulata e um grupo composto por animais descritos na literatura como C.
carbonaria, mas que apresentam caracteristicas diferenciadas, como tamanho e coloragéo.
Por este motivo, estes animais foram denominados como C. carbonaria*. Para cada grupo,

foram avaliados 15 machos e 15 fémeas, totalizando 30 espécimes por grupo.

3.2. Analise morfométrica

Foram realizadas afericbes morfoldgicas, por meio do uso de paquimetro e fita
métrica, para avaliar a presenca de caracteres morfologicos sexualmente dimérficos em
cada grupo, e comparando esses dados entre os mesmos, utilizando, além da massa e do
tamanho corporal, caracteristicas relacionadas a forma da carapaca e do plastrdo. As
caracteristicas avaliadas foram utilizadas para o estabelecimento das diferencas

morfoldgicas entre C. carbonaria, C. carbonaria* e C. denticulata.
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Apenas 0s animais que apresentaram comprimento curvilineo da carapaca (CCC)
maior ou igual a 25 cm foram utilizados para as anélises morfoldgicas, pois individuos que
apresentam CCC abaixo de 25 cm ndo possuem caracteristicas sexualmente dimorficas
evidentes (JEROZOLIMSKI, 2005).

A massa corporal dos jabutis foi registrada com uma balanca CAMRY®, com
capacidade para 100 kg. As medidas lineares e curvilineas foram realizadas com uma trena
acompanhando-se a superficie referente da carapaca ou do plastrdo. O uso simultaneo de
medidas lineares e curvilineas permite uma melhor caracterizacdo da forma do casco, ja que
carapacas e plastrdes com o mesmo comprimento linear podem apresentar formas bem
distintas (BONNET et al., 2001).

Para a determinacdo do comprimento e da largura da carapaca, plastrdo e a altura do
casco, utilizou-se uma trena e um dispositivo tipo paquimetro, construido com duas pecas
de canaleta completas (ENERBRAS® 361/2-E), com diferentes comprimentos (uma peca
com 1 m, e a outra com 35 cm), formando um "L". As pecas foram cortadas e coladas em
um angulo de 90°. Para a utilizacdo do dispositivo, manuseavam-se as pegas, permitindo a
movimentacdo das mesmas, obtendo-se com as hastes, a distancia entre 0s pontos a serem
medidos utilizando-se de uma trena (BRITES, 2002, com modificagdes).

A nomenclatura das placas ou escudos cérneos dos jabutis foram as mesmas
adotadas por Pritchard e Trebbau (1984). Para cada jabuti foi registrada a massa corporal e
19 medidas do plastrdo e carapaca. Para garantir a compreensdo das medidas registradas, o
Quadro 1 e a figura 2 apresentam a descricdo detalhada dos pardmetros morfolégicos

avaliados.
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Quadro 1. Descri¢do dos pardmetros morfoldgicos avaliados.

Medidas da carapaca

Altura da carapaca (AC): Medida verticalmente, entre a extremidade superior da sutura entre o segundo e 0
terceiro escudos vertebrais até a extremidade inferior do escudo abdominal.

Comprimento curvilineo da carapaga (CCC): Medida ao longo da regido mediana dos escudos vertebrais,
partindo da extremidade anterior do primeiro par de escudos marginais até a extremidade posterior do escudo
supra- caudal.

Comprimento linear da carapaga (CLC): Distancia entre a extremidade anterior e posterior da carapaca.
Largura curvilinea da carapaca (LCC): Medida pela regido dorsal, ao longo do eixo que passa pela
extremidade posterior do segundo escudo vertebral, entre os pontos de inflexdo do sexto par de escudos
marginais, onde se curvam na direcdo do plastrao.

Largura linear da carapaca (LLC): Medida da largura da carapaga na altura da regido mediana, no sexto par
de escudos marginais.

Medidas do Plastrdo

Comprimento curvilineo do plastrao (CCP): Medida ao longo da sutura médio-ventral do plastrao, entre a
extremidade anterior dos escudos gulares e a extremidade posterior da sutura entre os escudos anais.
Comprimento linear do plastrao (CLP): Medida entre a extremidade anterior dos escudos gulares até a
extremidade posterior da sutura entre os escudos anais.

Escudos gulares (EG): Primeiro par de escudos do plastrao.

Escudos humerais (EH): Segundo par de escudos do plastréo, posterior aos escudos gulares.

Escudos peitorais (EP): Terceiro par de escudos do plastréo, posterior aos escudos humerais.

Escudos abdominais (EAB): Quarto par de escudos do plastrdo, posterior aos escudos humerais.

Escudos femorais (EF): Quinto par de escudos do plastrdo, posterior aos escudos abdominais.

Escudos anais (EAN): Ultimo par de escudos do plastréo.

Largura curvilinea do plastrao (LCP): Medida ao longo do escudo abdominal entre as suturas deste escudo
com o sexto par de escudos marginais.

Largura linear do plastrdo (LLP): Medida entre as suturas dos escudos abdominais com o sexto par de
escudos marginais.

Medidas da abertura posterior, entre a carapaca e o plastrdo

Distancia central dos escudos anais ao supra-caudal (CA-Sc): Medida da distancia entre a extremidade
posterior da sutura mediana dos escudos anais e a extremidade inferior do escudo supra-caudal, paralela ao eixo
antero-posterior.

Disténcia da extremidade do escudo anal ao supra-caudal (EA-Sc): Medida da distancia da extremidade
posterior do escudo anal direito a extremidade inferior do escudo supra-caudal, paralela ao eixo antero-posterior
do jabuti.

Distancia entre as extremidades dos escudos anais (DEA): Medida da distancia linear entre as extremidades
posteriores dos escudos anais.

Profundidade da abertura dos escudos anais (PEA): Medida da distancia entre a extremidade posterior da
sutura entre os escudos anais e a linha imaginaria que conecta as extremidades destes escudos (linha de medida
da DEA).
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Figura 2. Imagem ilustrativa dos parametros morfoldgicos avaliados. Modificado de Jerozolimski (2005).

3.3. Padronizacédo da cultura de células

Para a andlise citogenética foi coletado sangue de dois casais de cada grupo, pela
veia margino-costal, sendo colhidos de 3 a 5 mL de sangue total. As amostras foram
identificadas e acondicionadas em tubos heparinizados e mantidas em refrigeracdo até o
término das coletas, quando foram colocados em estufa de cultura, a 37° C, para ocorrer a
sedimentacdo dos linfocitos.

Para garantir a assepsia das amostras o local de coleta foi higienizado com &lcool
70%. Apds o procedimento, 0s animais permaneceram sob observacao por 5 horas, antes de
serem devolvidos para 0s seus respectivos recintos. Todos os animais utilizados para as
afericGes morfologicas e para as coletas de sangue tiveram suas identificaces individuais
registradas.

Duas horas ap6s a coleta, foi verificada a sedimentacdo do sangue, pela formacéo de
duas fases distintas: a superior, amarelada, que constitui o plasma, e a inferior vermelha,
com as hemacias sedimentadas. Entre essas camadas observou-se uma delgada camada
esbranquicada que corresponde a deposicdo dos leucocitos, a qual foi utilizada para a
montagem da cultura de linfécitos.

Em uma camara de fluxo laminar, 2 mL da camada correspondente a deposicéo de
leucdcitos, juntamente com hemacias, foram transferidas para um tubo Falcon (15mL)
estéril e identificado, contendo 7,5 mL de meio de cultura (MEM), 1,5 mL de soro fetal
bovino (CULTILAB) e 375 pL de fitohemaglutina (CULTILAB), para estimular a divisdo
dos linfdcitos. O tempo de incubagéo foi de 72 horas e a temperatura 37° C.
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3.4. Bloqueio

Apo6s 70 horas de incubacdo, adicionou-se 0,1 mL de colchicina por um periodo de
duas horas, inibindo a formacdo das fibras do fuso. Tal inibicdo facilita a obtencdo de
células metafésicas.

3.5. Hipotonizacéo e fixacao

O agente hipotdnico utilizado foi (cloreto de potassio, KCL — 0,075M), o que
facilitou o espalhamento dos cromossomos nas laminas, e o fixador (metanol — acido
acetico, na proporcao de 3:1) preservou as estruturas analisadas.

Estas etapas foram realizadas, por meio dos seguintes protocolos:

3.6. Preparo das laminas

e As laminas previamente lavadas foram estocadas em cuba com agua destilada e
mantidas em geladeira;

e Ressuspendeu-se levemente o material com pipeta Pasteur de ponta fina e pingou-se
de trés a quatro gotas, em regides diferentes de uma lamina ja codificada, de uma
altura de aproximadamente 90 cm;

¢ Flambou-se rapidamente em lamparina a alcool;

e Enxugou-se a parte posterior da ldamina com papel absorvente e inclinar a lamina
para secar;

e Envelheceu-se as laminas em estufa a 50 - 60° C “over night”, ou deixa-las em

temperatura ambiente por sete dias.

3.7. Coloracéo usual com Giemsa

e Colocou-se as laminas em cuba de vidro com berco e realizou-se a hidrolise em
HCL 1N, a 60° C por 7 minutos;
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e Interrompeu-se a hidrdlise mergulhando as laminas em outra cuba com &gua
destilada gelada;

e Lavou-se em agua corrente por 10 minutos;

e Cobriram-se as laminas com tampao fosfato por 30 segundos, e deixou-se escorrer;

e Corar com Giemsa tamponado (pH 6,8) a 6% , por 5 minutos;

e Lavou-se em agua destilada corrente;

e Escorreu-se e secou-se com papel de filtro ou secador;

e As laminas prontas foram mantidas em geladeira, para conservar as marcagoes e

coloracao por mais tempo.

3.8. Bandamento C (SUMNER, 1972 com modificacdes)

e As laminas tinham de sete dias a dois meses, ou foram envelhecidas previamente
em estufa a 60° C "over night". Seguiu-se o seguinte protocolo:

e Mergulhou-se a lamina em HCL 0,2N, por 5 minutos;

e Lavou-se em agua deionizada gelada e secar;

e Mergulhou-se a lamina em uma cuba contendo solugédo de Ba (OH), aquecido a 37°
C e recém-filtrado, por 10 minutos;

e Mergulhou-se a lamina, por 30 segundos em &cido aceético glacial a 3%;

e Deram-se dois banhos em &gua deionizada gelada, 5 minutos cada. Secou-se ao ar
livre ou com secador;

e Incubou-se em 2xSSC a temperatura ambiente por 10 minutos;

e Incubou-se em 2xSSC a 60° C por 1 hora;

e Lavou-se em agua deionizada gelada e secou-se;

e Mergulharam-se em alcool 70% (duas cubas) por 5 minutos cada vez;

e Mergulharam-se em alcool 95% (duas cubas), por 5 minutos cada vez;

e Corou-se com solugdo tamponada de Giemsa a 6%, por 4 minutos;

e Lavou-se em agua deionizada e secar.
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3.9. Bandamento G (SEABRIGHT, 1971 com modificactes)

e Os melhores resultados desta técnica foram obtidos com laminas de 5 a 10 dias
envelhecidas “over night”, em estufa a 60° C;

e Montaram-se cinco boréis: 1 com tripsina, 2 com tampao Sorensen, 1 com Giemsa
tamponada a 6% e 1 com agua deionizada;

e Pesou-se 12 mg de tripsina em 1 borel e diluir com 50 mL de tampé&o Sorensen.
Prepararam-se dois boreis com 50 mL de tamp&o Sorensen em cada;

e Diluem-se trés mL de Giemsa (Solucdo Mae), em 47 mL de tamp&o Sorensen. Com
excecdo da solucdo de Giemsa, as demais solucBes foram preparadas pela manha e
usadas ao longo do dia;

e Colocou-se a lamina por 20 segundos em solucao de tripsing;

e Deu-se um banho rapido no tampéo Sorensen;

e Passou-se a lamina para o proximo borel de tampé&o e deixou-se 2 minutos;

e Guardou-se a solucgdo de tripsina na geladeira até a proxima utilizacdo. Deixou-se a
lamina no Giemsa durante 4 minutos, agitando periodicamente;

e Lavou-se em agua deionizada e secou-se.

3.10. Impregnacdo por ions prata (Ag-NOR) (HOWELL; BLACK, 1980 com

modificagoes)

e Pipetou-se uma gota de solucéo reveladora e uma gota de solugdo aquosa de nitrato
de prata em cada metade da lamina;

e Misturaram-se as solugdes assoprando com pipeta Pasteur e cobrir com laminula;

e Incubou-se em estufa a 60°C, por 8 minutos ou até que a solucdo adquira uma
coloracdo castanho-dourada;

e Lavou-se em agua corrente;

e Corou-se em solucdo tamponada de Giemsa a 6%, por 4 minutos;

e Lavou-se em égua corrente e secar.
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3.11. Hibridacéo in situ (HIS) (LEITCH et al., 1994)

12 Etapa: Tratamento das laminas e hibridacéo in situ

e Colocou-se 50 uL de RNAse diluida em 2x SSC (1:100) em cada lamina e levou-se
a estufa a 37°C por 1 hora;

e Lavaram-se as laminas em 2x SSC, por 10 minutos, a temperatura ambiente no
agitador;

e Descartou-se 0 2x SSC e colocou-se alcool etilico 70%, por 5 minutos no agitador;

e Descartou-se o alcool 70% e colocou-se em éalcool 100%, por 5 minutos no
agitador;

e Descartou-se o alcool 100% e deixou-se as ldaminas secando-se, por 1 a 3 horas;

e Neste intervalo preparou-se a misturou-se de hibridacéo (30 uL por I[amina);

e Desnaturou-se a mistura de hibridacdo (HIS) a 70°C, por 10 minutos, em banho-
maria;

e Incubou-se no gelo por, no minimo 5 minutos e, no maximo 2 horas, para que o
DNA (sonda) ndo renaturase no tubo;

e Colocou-se 30 uL da mistura de HIS em cada lamina, cobriu-se com laminulas
plasticas e levou-se para o termociclador a 90°C por 10 minutos, 48°C por 10
minutos; 38° C por 5minutos e 37°C por 10 minutos;

e Transferiu-se as ldminas para a camara Umida a 37 °C durante a noite;

e Retirou-se as solugdes de 2x SSC, 0,1x SSC e 4x SSC 0,2% Tween da geladeira e

coloco-se na bancada para os banhos pos - hibridacéo no dia seguinte.

22 Etapa: Banhos pos - hibridagéo (estringéncia de 80-85%)

e Ligou-se o banho-maria e ajustou-se para 42° C. Colocou-se as solucgdes para
aquecer e preparou-se a formamida 20% em 0,1x SSC;
e Retirou-se as laminas da estufa e colocou-se em um jarro de Coplin pré - aquecido

(cerca de 42° C). Agitou-se em um shaker por 5 minutos;
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e Descartou-se 2x SSC e, na mesma cubeta, colocou-se formamida 20% a 42°C, por
10 minutos em agitacgéo;

e Descartou-se a formamida em vidro apropriado e colocou-se na cubeta 0,1x SSC a
42°C, por 5 minutos em agitacéo;

e Descartou-se 0 0,1x SSC e, na mesma cubeta, colocou-se 0 2x SSC a 42°C, por 5
minutos em agitacéo;

e Descartou-se 0 2x SSC e colocou-se 0 4x SSC e 0,2% de tween, a 42°C, por 5
minutos em agitacéo;

e Descartou-se 0 4x SSC 0,2% tween e colocou-se 0 4x SSC 0,2% tween, por
5minutos no agitador a temperatura ambiente. Colocou-se laminula;

e Tirou-se as laminas da estufa, lavou-se em 6x SSC a temperatura ambiente, por 10
minutos, em agitacdo. Retirou-se a laminula de pléastico;

e Descartou-se 0 6x SSC na e, na mesma cubeta, colocou-se 6x SSC a 42°C, por 10
minutos em agitacéo;

e Descartou-se a solucdo de 6x SSC e colocou-se na mesma cubeta 6x SSC a 42°C,
por 3 minutos, sem agitar;

e Descartou-se 0 6x SSC e, na mesma cubeta, colocou-se 0 4x SSC/Tween, a

temperatura ambiente, por 5 minutos, em agitacéo.

32 Etapa: Deteccgdo da hibridacao (sistema biotina/avidina ou digoxigenina)

e Antes de terminar o Ultimo banho pds - hibridac&o, retirou-se 0 BSA 5% do freezer.
Ap0s o ultimo banho, mantiveram-se as laminas dentro do jarro de Coplin até que o
BSA estivesse descongelado. Em seguida, retirou-se a lamina do jarro, bateu-se
cuidadosamente no papel de filtro para escorrer 0 4x SSC e, com ela molhada,
pingou-se 50 pL de BSA 5% e cobriu-se com laminula pléastica. Deixou-se de 5 a 10
minutos em temperatura ambiente;

e Retirou-se a laminula cuidadosamente, bateu-se a lamina em um papel de filtro para
escorrer 0 BSA e colocou-se a solucdo de deteccéo, cobriu-se com laminula plastica

e incubou-se a 37°C por 1 hora em cadmara Umida;
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Lavou-se as laminulas em 4x SSC 0,2% Tween, por 10 minutos, a temperatura
ambiente no agitador, retirou-se a laminula no primeiro minuto;

Jogou-se 0 4x SSC 0,2% Tween na pia e repetiu-se a mesma lavagem;

Retirou-se as laminas do 4x SSC 0,2% Tween, bateu-se cuidadosamente no papel de
filtro para escorrer 0 4x SSC e colocou-se 25 uL de meio de montagem, cobriu-se
com laminula de vidro e retirou-se 0 excesso entre um pedaco de papel de filtro.

Observou-se em microscopio de epiflurescéncia.

Nick Trandation

Retirou-se todos os reagentes do freezer e coloca-los no gelo. Colocou-se 0s

microtubos da reacdo também no gelo. As enzimas degradam se estiverem acima de

16°C; Assim que todos os reagentes descongelaram:

Colocou-se 5 puL de dNTP (10x), 1 ug de DNA (sonda) DNAr 28S de anfibio
(Xenopus laevis) e H,O destilada ultra pura, até completar 45 uL de solugéo;

Ap0s adicionar cada reagente, agitou-se levemente até homogeneizar a solucdo. As
enzimas (DNAse e DNA polimerase) foram estocadas em glicerol, e os
componentes ndo se misturam sozinhos na temperatura da reacdo (16°C). Apds
agitar, centrifugou-se por 5 segundos (spin);

Incubou-se a 16°C por 2 horas no termociclador;

Ao final, precipitou-se a sonda marcada com acetato de sédio 3M (1:10, v:v) e 2
volumes de etanol 100%, gelado. Para cada 45 pL de solucéo de reagdo contendo o
DNA, colocou-se 4,5 uL de acetato e 100 pL de etanol;

Homogeneizou-se levemente e colocou-se no freezer por pelo menos, 2 horas;
Centrifugou-se a 12.000 rpm por 10 minutos, retirou-se o sobrenadante e deixou-se
0 pellet secar;

Lavou-se com alcool 70%, centrifugou-se novamente e deixou-se o pellet secou-se;
Adicionou-se 50 uL de TE e deixou-se na geladeira overnight;

No dia seguinte estocou-se no freezer.
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3.12. Analise Cromossdmica ao microscopio

A anélise das metéfases obtidas a partir de culturas de linfocitos foi realizada ao
microscépio de luz, acoplado a um analisador de imagens (AXIOCAM® ICc 3).
Inicialmente, as metafases foram localizadas utilizando objetivas de 10x ou 20x e a
analise foi realizada em objetiva de 100x. As metafases escolhidas apresentavam
cromossomos espalhados sem sobreposi¢do. Os cromossomos foram classificados como
metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos ou microcromossomos, baseando-se em sua

morfologia e posi¢do do centrdmero (LEVAN et al., 1964).
3.13. Analise estatistica

Para explorar a presenca de caracteres morfologicos sexualmente dimorficos e de
diferencas morfoldgicas entre 0s grupos analisados, os valores encontrados para as medidas
registradas foram inicialmente submetidos a andlise estatistica descritiva. Foram entdo
realizadas duas analises: uma para cada grupo, comparando 0s Sex0s € uma para cada sexo,
comparando os grupos. Utilizou-se o Test t para dados paramétricos e Mann Whitney para
dados ndo paramétricos. As variaveis foram consideradas paramétricas quando
apresentavam normalidade segundo os histogramas do teste de Shapiro-Wilk e quando o
valor da maior variancia dividido pelo menor foi menor ou igual a quatro (ZAR, 1996).

Para as anéalises de variancia foi utilizado o teste ANOVA one way, para dados
paramétricos, e o teste Kruscal Wallis, para dados ndo paramétricos. No teste ANOVA one
way, foi realizado o procedimento de Tukey para identificar as medidas que, tomadas duas a
duas, diferem estatisticamente entre si. O método de Tukey protege os testes de um aumento
no nivel de significancia devido ao grande numero de comparagdes efetuadas
(CALLEGARI-JACQUES, 2003).

Para testar a variacdo interespecifica de tamanho e forma foi utilizada uma matriz de
correlagdo para a analise de componentes principais (ACP) (MORA et al., 2003).

Conforme Cadima e Jolliffe (1996), a separacdo das variagdes em componentes

principais (CP) esta relacionada ao tamanho e a forma. Varios trabalhos sugerem que o
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primeiro CP relaciona-se com tamanho, e o segundo com a forma dos organismos
estudados.

Foi utilizada a metodologia de analise multivariada para os dados morfolédgicos por
meio das técnicas de ACP e, posteriormente, os valores dos vetores de todos os individuos
de cada sexo foram utilizados para comparagdes, por meio do ANOVA one way, entre 0S
trés grupos avaliados.

Todos os testes estatisticos foram realizados com o programa Satistica, versdo 8.0 e

em todas as anéalises o nivel de significancia (p) adotado foi de 5%.
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4. Resultados

4.1. Analise morfoldgica de C. carbonaria, C. carbonaria* e C. denticulata

Os espécimes de C. carbonaria apresentaram as menores médias de peso e CLC,
quando comparado com 0s outros dois grupos. Em C. carbonaria, os maiores animais
encontrados para cada sexo, foram um macho de 10 kg e CLC = 35,6 cm, e a maior fémea
tinha 8,2 kg e CLC = 35,2 cm. O grupo de C. carbonaria* apresentou valores médios de
peso e CLC préximos ao encontrado para C. denticulata, sendo os maiores para cada sexo:
um macho de 17 kg e CLC =48 cm, e uma fémea de 20 kg e CLC =50 cm. A espécie C.
denticulata apresentou os maiores valores médios de peso e CLC, sendo 0os maiores para
cada sexo: um macho de 34 kg e CLC = 61 cm, e uma fémea de 17,5 kg e CLC = 47 cm.

A andlise dos componentes principais (ACP) realizada com todos os individuos
avaliados (90), de ambos os sexos, permitiu a separacdo dos mesmos em funcdo dos
componentes principais (CP) 1 e 2, indicando a existéncia de caracteristicas sexualmente

dimérficas (Figura 3). Dessa forma, para as analises posteriores comparamos as espécies

SeX0 a Sexo.
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Figura 3. Analise dos componentes principais de todos os individuos avaliados (90).
Chelonoidis carbonaria, Chelonoidis carbonaria* e Chelonoidis denticulata (15
individuos/sexo/grupo), M- Machos, F- Fémeas, CP- Componente principal.
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O CP1 da analise realizada com todos os individuos, sem separacdo por sexo, foi

composto por caracteristicas relacionadas ao tamanho e massa, explicando 65,59% do

dimorfismo sexual observado. J& o CP2, foi responsavel por 11,88% do dimorfismo

observado, sendo composto por caracteristicas relacionadas a forma, principalmente das

regides entre as placas anais e supra caudais, associadas a aspectos reprodutivos.

ApOs esta primeira avaliacdo,

foi realizada ACP de machos e fémeas

separadamente, no intuito de verificar diferencas morfoldgicas entre os grupos. A ACP dos

machos revelou a presenca de dois CP, e estes explicaram 82,11% da variancia encontrada

nos trés grupos, separando-os em fungdo do CP1 e CP2 (Figura 4).
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Figura 4. Analise dos componentes principais de todos os machos avaliados (45). C- Chelonoidis carbonaria,
C*- Chelonoidis carbonaria*, D- Chelonoidis denticulata (15 individuos/grupo), CP- Componente principal.

O CP1 explicou 73,11% da variancia encontrada e foi composto pelas variaveis
CLC, CCC, LLC, LCC, CLP, CCP, LLP, LCP, AC, P, EG, EH, EP, EAB, EF, EAN, CA-
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Sc, e PEA (ver Quadro 1). Ja o CP2 foi responsavel por 9% da variancia encontrada entre
0s grupos, sendo composto pelas varidveis EA-Sc e DEA.

Foi realizado o teste estatistico ANOVA one way, seguido do método a posteriori
de Tukey para os CP1 (F= 54,0691; p= 0,000) e CP 2 (F= 7,5469; p= 0,001) dos machos,
havendo diferencas significantes para CP1 entre os trés grupos avaliados. Quando analisado
0 CP2, apenas C. carbonaria* e C. denticulata apresentaram diferencas significantes;
porém, C. carbonaria apresentou médias proximas as de C. carbonaria*, conforme

demonstrado nas Figuras 5 (A e B) e na Tabela 1.

Andlisedevariancia ANOVA oneway A Analise de variancia ANOVA one way B
6 _ : ! 25

20

%

15

10
05

o [ o]

-05

. ] - : N

-15

CP 1 Machos
|
CP 2 Machos
|
|

-20

o0 Mean
8 L L L [IMean+SE

-25
@ c* D c o D T MeantSD

Figura 5. Andlise de variancia ANOVA one way de todos os machos avaliados. A- CP1. B- CP2. CP-
Componente principal. C- Chelonoidis carbonaria. C*- Chelonoidis carbonaria*. D- Chelonoidis
denticulata. (15 individuos/grupo).

A ACP das fémeas revelou a presenca de trés CP, e estes explicaram 82,95% da
variancia encontrada nos trés grupos. Porem o CP3, por ser responsavel por apenas 7,43%
da variancia, ndo demonstrou ser um bom marcador morfoldgico para a diferenciacdo dos
grupos estudados, sendo por isso desconsiderado da andalise. Os CP1 e 2 foram responsaveis
pela separacdo das fémeas dos trés grupos, e explicaram 75,52% da variancia encontrada
(Figura 6).
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Figura 6. Analise de componentes principais de todas as fémeas avaliadas (45). C- Chelonoidis
carbonaria, C*- Chelonoidis carbonaria*, D- Chelonoidis denticulata (15 individuos/grupo). CP-
Componente principal.

O CP1 explicou 60,62% da variancia e foi composto pelas varidveis CLC, CCC,
LLC, LCC, CLP, CCP, LLP, LCP, AC, P, EH, EP, EAB. Ja o CP2, foi responsavel por
14,89% da variancia encontrada, sendo composto pelas variaveis: EA-Sc, DEA, e PEA.

O teste estatistico ANOVA one way para CP1 (F= 52,1755; p= 0,000) e CP2 (F=
15,7131; p= 0,000) realizado nas fémeas, e seguido do método a posteriori de Tukey,
revelou diferencas significantes para CP1 entre todos os grupos analisados. Para a analise
de variancia referente ao CP2, apenas C. carbonaria com C. carbonaria* e C. denticulata
com C. carbonaria* apresentaram diferencas significantes, conforme demonstrado na
Figura7 (A e B) e na Tabela 1.
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Andlisedevariancia ANOVA oneway A Anélisedevariancia ANOVA oneway B
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Figura 7. Analise de variancia ANOVA one way de todas as fémeas avaliadas. A- Componente principal 1. B-
Componente principal 2. CP- Componente principal. C- Chelonoidis carbonaria (n=15), C*- Chelonoidis
carbonaria* (n= 15), D- Chelonoidis denticulata (n= 15).

A Tabela 1 apresenta as médias dos autovalores encontrados na ACP para os CP1 e
2 dos 45 machos e 45 fémeas avaliados (15/grupo), e que foram utilizados para a analise de
variancia referentes as Figuras 6 e 7.

Tabela 1 - Valores utilizados na Analise de Variancia (ANOVA) - relativos aos dados obtidos apés a ACP
para o primeiro e segundo CP dos 45 casais avaliados (15 casais/grupo).

. Médias dos machos Médias das fémeas
Especie
n CP1 CP2 n CP1 CP2
Chelonoidis carbonaria 15 4.203739 0.081868 15 3.770784 -0.141114
Chelonoidis carbonaria* 15 -0.621032 -0.873445 15 -0.465302 1.432729
Chelonoidis denticulata 15 -3.58271 0.791577 15 -3.030548 -1.29162

As comparacdes realizadas entre machos e fémeas nos trés grupos avaliados estdo
compiladas na Tabela 2. Destacam-se aqui as diferencas encontradas no padrdo de
dimorfismo entre os grupos, onde a espécie C. carbonaria apresentou 11 caracteristicas
sexualmente dimorficas, e as fémeas alcancaram tamanho corporeo maior que 0s machos.
O grupo C. carbonaria* apresentou 11 caracteristicas sexualmente dimorficas, porém,
neste grupo os machos apresentaram maior tamanho corporal. A espécie C. denticulata
apresentou 13 caracteristicas sexualmente dimdrficas, e 0s machos mostraram-se maiores

que as fémeas em relacdo ao tamanho corporal.
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Outro padréo distinto entre os grupos foi a coloracdo das escamas dérmicas e cor

dos olhos. Os padrdes de cada grupo estdo descritos na Tabela 3 e ilustrados na Figura 8.

Tabela 3. Padrdo de coloragdo da cabega, escamas das patas e olhos dos animais avaliados.

Espécies Chelonoidis carbonaria Chelonoidis denticulata Chelonoidis carbonaria*
Cor da Cabeca Vermelho Amarelo Laranja
Cor das patas Vermelho Amarelo Laranja
Cor dos olhos Preto Preto Amarelo

Chelonoidis carbonaria* animais considerados Chelonoidis carbonaria, mas que apresentam caracteristicas
diferenciadas dos padrfes de tamanho e coloragdo para espécie.

Figura 8. Padrdo de coloragdo da cabeca, escamas das patas e olhos dos animais avaliados.

Para a analise de variancia, comparando cada sexo entre os trés grupos avaliados,
foram encontradas diferencas significantes para a maioria dos caracteres. Destaca-se aqui 0
grande numero de caracteristicas morfoldgicas que apresentam diferengas entre 0s grupos.
A tabela 4 refere-se a andlise de variancia entre 0s espécimes e as caracteristicas

morfométricas avaliadas.
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Tabela 4. Andlise de varidncia entre todas as caracteristicas morfologicas avaliadas nos trés grupos.

CM C/IC*3 CDJ DIC*3 pTeste C/C*Q CDQ  DIC*Q p* Teste
CLC 0.002 0.000 0.090 0.000 0.000  0.000 0.057 0.000
ccc 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000  0.000 1.000 0.000
LLC 0.000 0.000 0.457 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000
LCcC 0.000 0.000 0.872 0.000 0.000  0.000 0.539 0.000
CLP 0.005 0.000 0.019 0.000 0.001  0.000 0.048 0.000
ccp 0.004 0.000 0.041 0.000 0.001  0.000 0.058 0.000
LLP 0.002 0.000 0.254 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000
LCP 0.000 0.000 0.588 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000
AC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.228 0.000
P 0.000 0.000 0.358 0.000 0.000  0.000 0.012 0.000
EG 0.001 0.000 0.862 0.000 0003  0.077 0.950 0.003
EH 0.065 0.000 0.001 0.000 0.012  0.000 0.004 0.000
EP 0.037 0.000 0.212 0.008 1.000  0.000 0.001 0.000
EAB 0.008 0.000 0.145 0.000 0.000  0.000 0.480 0.000
EF 0.000 0.001 1.000 0.000 0004  0.018 1.000 0.002
EAN 0.014 0.000 0.037 0.000 0512  0.000 0.000 0.000
CA-SC 0.037 0.000 0.010 0.000 0559  0.002 0.003 0.002
EA-SC 1.000 0.007 0.004 0.001 1.000  0.003 0.000 0.000
DEA 0.000 0.129 0.149 0.000 0135  0.239 1.000 0.088
PEA 0.519 0.000 0.012 0.000 0016  0.990 0.011 0.005

C- Chelonoidis carbonaria; D- Chelonoidis denticulata; C*- animais considerados Chelonoidis carbonaria,
mas que apresentam caracteristicas diferenciadas dos padroes tipicos da espécie, como tamanho e coloracao;
p- Valor de significancia; p*- Utilizou-se ANOVA one way para dados paramétricos e Kruscal Wallis para
dados ndo paramétricos; Valores em negrito- ndo significante; CM- Caracteristicas morfolégicas;
Comprimento linear da carapaga (CLC); Comprimento curvilineo da carapaga (CCC); Largura linear da
carapaca (LLC); Largura curvilinea da carapaga (LCC); Comprimento linear do plastrdo (CLP); Comprimento
curvilineo do plastrdo (CCP); Largura linear do plastrdo (LLP); Largura curvilinea do plastrdo (LCP); Altura
da carapaca (AC); Peso (P); Escudos gulares (EG); Escudos humerais (EH); Escudos peitorais (EP); Escudos
abdominais (EAB); Escudos femorais (EF); Escudos anais (EAN); Distancia central dos escudos anais ao
supra-caudal (CA-Sc); Distancia da extremidade do escudo anal ao supra-caudal (EA-Sc); Distancia entre as
extremidades dos escudos anais (DEA); Profundidade da abertura dos escudos anais (PEA).

O grupo C. carbonaria* apresentou médias de CLC de 40,46 cm para 0s machos, e
38,16 cm para as fémeas. Esses dados diferem das maiores médias de C. carbonaria (23,2
cm) e C. denticulata (37,8 cm) disponiveis na literatura, apontando C. carbonaria* como
morfologicamente mais proxima a C. denticulata que de C. carbonaria (Tabela 5). Vale
ressaltar que ndo ha dados disponiveis na literatura para C. carbonaria*, tendo em vista que
0 presente estudo é o primeiro a sugerir este grupo morfologicamente distinto, como uma
morfoespécie de C. carbonaria, avaliando os mesmos separadamente e comparativamente
com C. carbonaria e C. denticulata.

A média do CLC encontrada para os individuos adultos de C. carbonaria do
presente estudo, foi de 28,8 cm, sendo o valor de 35,6 cm a maior medida encontrada. Estes

valores estdo abaixo daqueles encontrados no Estado do Para por Jerozolimski (2005), tanto
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para a média do CLC (32,2 cm), quanto para o maior registro (40,8 cm). Destaca-se aqui 0
fato de que os dados encontrados por este autor sdao os maiores citados na literatura.
Estudos semelhantes foram realizados em outras localidades no Brasil, como no estado de
Roraima (MOSKOVITS, 1988) e Tocantins (CLEMENTE-CARVALHO, comunicagédo
pessoal) além de dados provenientes da Colémbia (CASTANO-MORA; LUGO-
RUGELES, 1981), Guiana Francesa (FRETEY, 1977) e Venezuela (PRITCHARD;
TREBBAU, 1984). Para essas localidades, a média do comprimento linear da carapaga de
individuos adultos variou de 25,2 a 32,2 cm, e 0s maiores registros variaram de 35,0 a 40,6
cm (Tabela 5).

Tabela 5. Dados referentes ao comprimento linear da carapaga (CLC) de individuos adultos de Chelonoidis
carbonaria em diferentes localidades.

. . Chelonoidis carbonaria CLC
Pais / Localidade — —
Fonte n  médio maximo
Brasil/ Diversas Presente estudo 90 28,8 35,6
Brasil / Aldeia A Ukre (PA) Jerozolimski (2005) 130 32,2 40,8
Brasil / Ilha de Maraca (RR) Moskovits (1988) 138 31,9 40,6
Brasil / Luis Eduardo Magalhdes (TO)  Clemente-Carvalho (com. pessoal) 42 27,0 36,6
Brasil / Pantanal de Poconé (MT) Boulhosa (com. pessoal) 48 30,6 40,1
Coldmbia / Diversas Castafio-Mora e Lugo-Rugeles (1981) 30 29,7 36,6
Guiana Francesa / Diversas Fretey (1977) 10 26,6 35,0
Venezuela / Diversas Pritchard e Trebbau (1984) 51 29,5 39,6

Adaptado de Jerozolimski (2005).

As médias registradas para CLC de individuos adultos de C. denticulata foram de
47,05 cm para os machos e 41,43 cm para as fémeas. Esses dados sdo maiores que oS
descritos na literatura para a espécie para ambos 0s sexos no Brasil por Moskovits (1988) e
Jerozolimski (2005), Colémbia (CASTANO-MORA; LUGO-RUGELES, 1981), Guiana
Francesa (FRETEY, 1977) e Venezuela (PRITCHARD; TREBBAU, 1984), que variaram
de 31,6 a 39,4 cm para machos e de 29,7 a 36,1 cm para fémeas (Tabela 6).
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Tabela 6. Dados referentes ao comprimento linear da carapaga (CLC) de individuos adultos de Chelonoidis
denticulata em diferentes localidades.

Pais/localidade Fonte n CLC medio CLC maximo
Brasil/ Diversas Presente estudo 30 44,2 61,0
Brasil / Aldeia A’ Ukre (PA) Jerozolimski (2005) 213 30,4 39,0
Brasil / llha de Maraca (RR) Moskovits (1988) 27 345 40,6
Colbmbia / Diversas Castafio-Mora e Lugo-Rugeles (1981) 30 37,8 44,2
Guiana Francesa / Diversas Fretey (1977) 11 31,6 34,3
Venezuela / Diversas Pritchard e Trebbau (1984) 26 31,6 39,4

Adaptado de Jerozolimski (2005).

4.2. Andlise citogenética de C. carbonaria, C. carbonaria* e C. denticulata

A coloracdo convencional por Giemsa revelou um numero dipldide 2n= 52
cromossomos, em machos e fémeas de C. carbonaria, C. carbonaria* e C. denticulata. Nas
espécies avaliadas os cromossomos foram distribuidos em trés grupos (A, B, C), com base
no tamanho e na posicao dos centrdmeros. O grupo A foi composto por 28 cromossomos (3
pares metacéntricos, 1 par acrocéntrico e 10 pares submetacéntricos); o grupo B por 7 pares
de cromossomos acrocéntricos e o grupo C por 5 pares de microcromossomos (Figuras 9,
10e11 AeB).

A:M‘Kaﬂl\ﬁﬁ ")‘“"OI\K’(“”!\I.AA.-
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B Khuiunhu i » i
15 16 17 18 195 2
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22 23 24 25 26 A - Chelonoidis carbonaria (fémea)
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g \‘f%“ M‘ Mi 8R nn nn na na A% BB R an x .

10 11 12 13 14

B rabaial K T R _T N I R I % 1 _J
1516 17 18 1920 21
o 22 23242526 B - Chelonoidis carbonaria (macho)

Figura 9. Coloracdo convencional: Giemsa. Chelonoidis carbonaria. A- Cariograma de Fémea. B -
Cariograma de Macho. Barra 5 pum.
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Figura 10. Coloragdo convencional: Giemsa. Chelonoidis carbonaria*. A- Cariograma de Fémea. B -
Cariograma de Macho. Barra 5 um.

B- Chelonoidis carbonaria* (macho)
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Figurall. Coloragdo convencional: Giemsa. Chelonoidis denticulata. A- Cariograma de Fémea.
B - Cariograma de Macho. Barra 5 um.
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O bandamento G foi realizado para facilitar o pareamento dos macrocromossomos,
e detectar possiveis rearranjos. Esses dados seriam utilizados para comparar o cariétipo dos
grupos avaliados, servindo como ferramenta citotaxondmica, porém, nao foi observado um
padrdo constante nas metafases analisadas (Figuras 12, 13 e 14 A e B).

Na especie Chelonoidis carbonaria, a técnica de bandamento C das fémeas revelou
a presenca de heterocromatina constitutiva em dois microcromossomos e na regido
centromérica de dois macrocromossomos. Nos machos apenas dois microcromossomos
apresentaram marcacao especifica (Figura 12 C e D). Ja na espécie Chelonoidis denticulata
e no grupo Chelonoidis carbonaria*, ndo foi observado a presenca de blocos
heterocromaticos evidentes, indicando que esses encontram-se distribuidos ao longo dos
cromossomos, ndo possibilitando, dessa forma, sua visualizacdo (Figuras 13 e 14 C e D).

Em todos os grupos avaliados, o bandamento das regides organizadoras nucleolares
com ions prata (Ag-NOR) revelou nos machos, marcagdes no decimo par de
macrocromossomos acrocéntricos, evidenciando a regido telomérica do braco curto, e nas
fémeas, em apenas um Unico macrocromossomo acrocéntrico desse mesmo par (Figuras 12,
13el4EeF).

A técnica de hibridacdo in situ foi realizada para verificar o niamero real de RONSs,
pois a técnica de impregnacdo por ions prata tem afinidade por proteinas acidicas
associadas as RONs, marcando apenas as regides ativas da intérfase anterior das células
analisadas. Os resultados da hibridacao in situ revelaram duas RONs em machos e fémeas

dos trés grupos de jabutis avaliados (Figuras 12, 13 e 14, em destaque)
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Figura 12. Metafases de Chelonoidis carbonaria submetidas as técnicas de bandamento cromossémico. A
e B - Bandamento G; C e D- Bandamento C; E e F- Bandamento Ag-NOR. Fémeas: A, C e E. Machos: B,
D e F. As setas em E e F indicam as RONs. Nos detalhes estdo destacados os cromossomos portadores das
regides organizadoras nucleolares reveladas pela impregnacdo por ions prata (Ag-NOR) e os nicleos
interfasicos com os dois sitios de DNAr 28S revelados pela técnica de hibridagdo in situ. Barra = 10 um.
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Figura 13. Metéfases de Chelonoidis carbonaria* submetidas as técnicas de bandamento cromossémico.
A e B - Bandamento G; C e D- Bandamento C; E e F- Bandamento Ag-NOR. Fémeas: A, C e E. Machos:
B, D e F. As setas em E e F indicam as RONs. Nos detalhes estdo destacados os cromossomos portadores
das regides organizadoras nucleolares reveladas pela impregnagdo por ions prata (Ag-NOR) e os nucleos
interfasicos com os dois sitios de DNAr 28S revelados pela técnica de hibridacéo in situ. Barra = 10 um.
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Figura 14. Metafases de Chelonoidis denticulata submetidas as técnicas de bandamento cromossémico. A e
B - Bandamento G; C e D- Bandamento C; E e F- Bandamento Ag-NOR. Fémeas: A, C e E. Machos: B, D
e F. As setas em E e F indicam as RONs. Nos detalhes estdo destacados os cromossomos portadores das
regides organizadoras nucleolares reveladas pela impregnacdo por fons prata (Ag-NOR) e os nicleos
interfasicos com os dois sitios de DNAr 28S revelados pela técnica de hibridacéo in situ. Barra = 10 um.
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5. Discussao

5.1. Analise morfologica de C. carbonaria, C. carbonaria* e C. denticulata.

As caracteristicas que compuseram os CP1 referiam-se ao tamanho e a massa, ja o
CP2 foi composto por caracteristicas relacionadas a forma. Tal padrdo na distribuicdo das
caracteristicas que compdem os CP1 e 2, encontrado no presente estudo, concorda com 0
sugerido por Cadima e Jolliffe (1996). Esses dados indicam que as principais diferencas
entre 0s grupos se deve ao tamanho e peso (aproximadamente 66%), seguido por diferencas
relacionadas a forma (aproximadamente 12%). Vale ressaltar que as caracteristicas
referentes ao CP2, estdo relacionadas a aspectos reprodutivos, o que em parte, explica a
baixa variacdo em relacéo as caracteristicas do CP1, pois caracteristicas relacionadas com a
reproducdo tendem a ser mais conservadas entre grupos evolutivamente proximos.

A ACP referente a todos os machos avaliados, revelou diferencas significantes entre
os trés grupos em funcéo dos CP1 e 2. O grupo C. carbonaria*, apesar de ser considerado
C. carbonaria na literatura, apresentou-se mais proximo a C. denticulata, em relacao a essa
caracteristica. O mesmo pdde ser observado na ACP das fémeas, embasando a hipétese de
que C. carbonaria*, corresponde a um morfotipo de C. carbonaria.

A analise de variancia referente ao CP1 revelou diferencas significantes em todos 0s
grupos (machos e fémeas), tais diferencas foram referentes ao tamanho e & massa nesses
grupos. O CP2 dos machos apresentou diferencas apenas entre C. carbonaria* e C.
denticulata. Os grupos C. carbonaria e C. carbonaria* apresentaram médias muito
préximas para o CP2, talvez em funcdo destes grupos estarem ainda em processo de
diferenciacdo. A avaliacdo das fémeas revelou diferencas significantes para o CP2 entre C.
carbonaria e C. carbonaria*, e entre C. carbonaria* e C. denticulata. Em relagdo ao CP2
das fémeas, este apresentou médias muito diferentes entre C. carbonaria e C. carbonaria*,
diferindo do padrdo encontrado para os machos. Esse dado pode estar relacionado a
diferentes pressdes seletivas sobre os caracteres sexualmente dimorficos nas fémeas,
indicando um possivel processo de isolamento reprodutivo em funcdo da diferenciacdo das

regides entre as placas anais e supra-caudal nas fémeas de C. carbonaria*.
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Os dados encontrados para C. carbonaria ndo apontam diferencas significantes em
relacdo ao CLC de machos e fémeas; porém, as fémeas apresentaram peso superior aos
machos. Estes dados discordam dos da literatura para o CLC na espécie, que indicam que
machos adultos atingem tamanhos superiores ao das fémeas (LEGLER, 1963; CASTANO-
MORA; LUGO-RUGELES, 1981; PRITCHARD; TREBBAU 1984; MOSKOVITS, 1988).

Os dados encontrados para C. carbonaria* ndo mostraram diferenga significante
entre machos e fémeas para CLC ou peso, porém ndo ha dados na literatura sobre este
grupo, tendo em vista que o presente trabalho é o primeiro a sugerir um morfotipo na
espécie C. carbonaria. Os resultados obtidos para C. denticulata concordam com o0s
registros de outras localidades para populacdes silvestres (CASTANO-MORA; LUGO-
RUGELES, 1981; PRITCHARD; TREBBAU, 1984; RODRIGUEZ-BAYONA,;
RYLANDER, 1984; MOSKOVITS, 1988), indicando que os machos adultos atingem
tamanhos superiores aos alcangados por fémeas.

Diferencas entre 0s sexos, relacionadas ao formato e ao tamanho da abertura entre 0s
escudos anais e supra-caudal, ja foram sugeridas para ambas as espécies (LEGLER, 1963;
CASTANO-MORA; LUGO-RUGELES, 1981; MOSKOVITS, 1985); entretanto, apenas
Jerozolimski (2005) havia quantificado e comparado estatisticamente parametros
relacionados a essas diferencas. Os maiores valores de CA-Sc nas fémeas em relagdo aos
machos, sugerido na literatura para C. denticulata (CASTANO-MORA; LUGO-
RUGELES, 1981; MOSKOVITS, 1985; JEROZOLIMSKI, 2005) nao foram encontrados
neste estudo. Os dados encontrados para esta mesma caracteristica em C. carbonaria
concordam com os dados disponiveis na literatura (LEGLER, 1963; CASTANO-MORA;
LUGO-RUGELES, 1981; MOSKOVITS, 1985; JEROZOLIMSKI, 2005), indicando
maiores valores de CA-Sc nas fémeas. Em todos os grupos avaliados, as fémeas
apresentaram valores maiores que 0s machos para EA-Sc, e todos 0s machos apresentaram
maior DEA, concordando com a literatura (CASTANO-MORA; LUGO-RUGELES, 1981;
MOSKOVITS, 1988; PRITCHARD; TREBBAU, 1984; JEROZOLIMSKI, 2005).

A espécie C. denticulata apresentou maior PEA em machos; no entanto, em C.
carbonaria e C. carbonaria* as fémeas apresentaram os maiores valores. Na literatura é

sugerido maior valor de PEA nos machos do género Chelonoidis, porém; no presente
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estudo, isso ndo foi confirmado para C. carbonaria e C. carbonaria* (CASTANO-MORA;
LUGO-RUGELES, 1981; PRITCHARD; TREBBAU, 1984; JEROZOLIMSKI, 2005).

Apenas as fémeas de C. carbonaria apresentaram diferenca significante quanto a
AC em relagdo aos machos, o que pode estar relacionado a capacidade reprodutiva, ja que
carapacas mais altas teriam um maior volume interno para o armazenamento de ovos. Esta
relacdo foi sugerida também para as trés espécies européias de jabutis do género Testudo
(WILLEMSEN; HAILEY, 2003). A espécie C. denticulata e o grupo C. carbonaria*, ndo
apresentaram esta relacdo de maior AC nas fémeas, talvez devido ao fato de alcancarem
maior tamanho, 0 que reduziria, em parte, a necessidade de uma carapaca mais alta em
funcéo da reproducéo.

Os valores referentes a DEA foram significativamente maiores em machos para
todos os grupos avaliados, indicando relacdo com as diferengas no tamanho da cauda, entre
0s sexos, pois jabutis machos apresentam cauda mais longa do que as fémeas (CASTANO-
MORA; LUGO-RUGELES, 1981; PRITCHARD; TREBBAU, 1984; ERNST;
BARBOUR, 1989), e necessitam de maior espaco lateral entre os escudos anais, para
moverem a cauda quando procuram pela cloaca da fémea durante a copula. Esses
movimentos sdo possiveis gracas ao espacgo entre as extremidades posteriores dos escudos
anais. Este dado foi confirmado no presente estudo para os trés grupos analisados. Bonnet
et al. (2001) e Willemsen e Hailey (2003) encontraram padrdes semelhantes, em que
machos apresentaram valores de DEA maiores do que os das fémeas para quatro espécies
de jabutis do género Testudo (T. horsfieldii, T. graeca, T. marginata e T. hermanni),
sugerindo uma relacdo entre essas caracteristicas morfoldgicas.

Todas as fémeas avaliadas apresentaram maiores EA-SC e CA-SC em relagdo aos
machos. Essa caracteristica esta relacionada a aspectos reprodutivos, tendo em vista que
uma maior abertura nessa regido facilita a passagem dos ovos e a cépula. O formato da
abertura posterior entre o plastrdo e a carapaca reflete a atuagdo de pressdes seletivas
agindo em dire¢Bes opostas: por um lado, predadores de jabutis podem ter exercido uma
pressdo de selecdo no sentido de limitar o tamanho méximo desta abertura, garantindo,
assim, protecéo a regido caudal; j& o formato e o tamanho minimo desta abertura devem ter
sido influenciados por funcdes reprodutivas, como a passagem dos ovos e coOpula
(PRITCHARD; TREBBAU, 1984).
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Além das diferencas morfolégicas acima citadas, foi observado um padrdo de
coloracdo das escamas dérmicas da cabeca, patas e cor do olho caracteristico para cada
grupo avaliado. Porém, o Unico dado disponivel na literatura citado como caracteristica
espécie-especifica corresponde & coloracdo amarela das patas de C. denticulata. Para a
espécie C. carbonaria é citado na literatura uma gama mais ampla de padrdes de coloracdo,
talvez relacionada a presenca de morfotipos (PRITCHARD; TREBBAU, 1984).

Os dados referentes a analise de variancia entre os grupos evidenciaram as diferencas
morfoldgicas entre os grupos avaliados, deixando clara a separacdo de C. carbonaria e C.
carbonaria*. As maiores diferencas se deram entre as espécies C. carbonaria e C.
denticulata, diferindo de alguns dados da literatura, que apontam as espécies como tendo
médias de tamanho corpéreo proximas (JEROZOLIMSKI, 2005). O maior nimero de
diferencas ndo significantes se deram entre o grupo C. carbonaria* e a especie C.
denticulata, indicando que estas s&do morfologicamente proximas.

Além das diferengas intra-especificas citadas anteriormente, foram detectadas
diferencas para cada um dos sexos entre as espécies, relacionadas principalmente ao
formato e tamanho da abertura entre os escudos anais e supra-caudal. Machos de cada uma
das espécies parecem apresentar estratégias evolutivas diferentes que garantem o sucesso
da copula, permitindo a movimentagdo da cauda e o depdsito de esperma na cloaca das
fémeas (JEROZOLIMSKI, 2005). Em machos de C. denticulata, a movimenta¢do da cauda
seria predominantemente lateral, ja& que o espago entre a extremidade posterior da sutura
mediana dos escudos anais e 0 escudo supra-caudal é menor que O espaco entre as
extremidades posteriores dos escudos anais, diferindo de C. carbonaria. Essas diferengas
podem estar relacionadas ao comportamento de cépula das duas espécies. Castafio-Mora e
Lugo-Rugeles (1981) descreveram que, durante a copula, machos de C. denticulata ficam
em posicdo mais vertical do que machos de C. carbonaria; deste modo, a cauda de machos
de C. denticulata provavelmente ficaria mais proxima da regido cloacal da fémea. O fato de
que machos de C. carbonaria apresentam a cauda proporcionalmente mais longa do que
machos de C. denticulata pode estar também relacionado a esta diferenca (BELL, 1825;
CASTANO-MORA; LUGO-RUGELES, 1981).

Foram encontradas diferencas entre os sexos de C. carbonaria e C. carbonaria* em

11 das 20 varidveis registradas, enquanto que em C. denticulata foram detectadas
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diferencas em 13 variaveis. O dimorfismo sexual mais acentuado nesta espécie sugere que a
selecdo sexual deve ter sido mais intensa em sua historia evolutiva. Este resultado difere
daqueles obtidos por Moskovits (1988) e Jerozolimski (2005), que indicaram C. carbonaria
como a espécie com dimorfismo sexual mais acentuado. Na espécie C. carbonaria, as
fémeas s@o maiores que 0s machos em nove das 11 caracteristicas sexualmente dimdrficas
encontradas, padréo inverso do grupo C. carbonaria*, em que os machos sdo maiores que
as fémeas em oito das 11 caracteristicas sexualmente dimorficas. Esse padrdo foi
semelhante ao encontrado para C. denticulata, em que 0s machos sdo maiores que as
fémeas em nove das 13 caracteristicas sexualmente dimorficas da espécie.

Algumas possiveis explicacdes em relagdo as diferencas no padrdo de dimorfismo,
considerando tanto as caracteristicas da histdria de vida, quanto as diferencas ecoldgicas de
cada especie e de cada um dos sexos, sdo apresentadas a seguir.

A evolugéo do dimorfismo sexual esta relacionada a atuacéo de diferentes pressoes
seletivas, que determinam padrdes distintos de tamanho, forma, coloragdo ou mesmo de
caracteristicas comportamentais, entre machos e fémeas (ANDERSON; VITT, 1990).

Entre as possiveis causas da presenca de dimorfismo sexual no tamanho corporeo
estdo: diferencas e limitacbes de requerimentos ecoldgicos e fisioldgicos entre 0s sexos;
taxas de mortalidade; tamanhos maximos atingidos por machos e fémeas e maior sucesso
reprodutivo em funcéo do tamanho (ANDERSON; VITT, 1990).

A selecdo sexual € um dos mecanismos frequentemente citados na evolugdo do
dimorfismo sexual, podendo resultar da competicdo intra-sexual por parceiros,
normalmente na forma de combate entre machos, ou na escolha por parceiros (intersexual)
(TRIVERS, 1972). Apesar de combates serem aparentemente raros em populagdes
silvestres, comportamentos agressivos, como 0s observados entre individuos das duas
espécies mantidas em cativeiro (CASTANO-MORA; LUGO-RUGELES, 1981;
PRITCHARD; TREBBAU, 1984), podem ter evoluido durante periodos em que as
populacdes destas espécies teriam maiores densidades populacionais, e a competi¢do por
fémeas era maior que a observada atualmente (JEROZOLIMSK, 2005). Sdo abundantes as
evidéncias da ocorréncia das duas formas de sele¢do sexual em quelénios (LOVICH, 1996).

Entretanto, outras pressdes seletivas como, por exemplo, a selecdo natural para
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maximizacdo da fecundidade, podem também atuar na evolugdo de caracteres sexualmente
dimérficos (BONNET et al., 2001; WILLEMSEN; HAILEY, 2003).

Tendo em vista que padrbes de dimorfismo entre espécies estdo relacionados a
atuacdo de diferentes pressdes seletivas, tanto ecologicas como reprodutivas, € de se esperar
que individuos de uma mesma espécie apresentem padrdes de dimorfismo sexual
semelhantes; porém, isto ndo foi observado no presente estudo para C. carbonaria e C.
carbonaria*. Esses dados sugerem que C. carbonaria e C. carbonaria* sofreram pressoes
seletivas diferentes ao longo de sua historia evolutiva, provavelmente habitando ambientes
diferentes. O grupo C. carbonaria* apresentou um padrdo de dimorfismo semelhante a C.
denticulata, sugerindo que ambas sofreram pressdes seletivas e habitaram ambientes
semelhantes ao longo da sua histdria evolutiva; porém, devido a indisponibilidade de dados
referentes a distribuicdo geogréafica de C. carbonaria*, ndo foi possivel confirmar essa
hipotese. Tendo em vista que o grupo C. carbonaria* é considerado atualmente como C.
carbonaria, os dados encontrados confirmam a existéncia de um grupo morfologicamente
distinto dentro do género Chelonoidis.

Os dados encontrados para massa corporal e medidas de carapaca e plastréo,
apontam C. denticulata como a maior espécie, seguida de C. carbonaria* e C. carbonaria.
Estes achados sdo concordantes com a literatura para o género; porem, diferem do proposto
por Jerozolimski (2005), que encontrou individuos adultos de C. denticulata com média de
massa corporal e carapacas menores que de C. carbonaria. Uma possivel explicacdo é que
a area de estudo deste autor corresponde ao territorio da aldeia A4 'Ukre, onde a populagédo
indigena tém a cultura de se alimentar de ambas espécies, 0 que pode ter influenciado na
estrutura etaria e no tamanho médio dos espécimes avaliados. Além disso, a populacéo
avaliada de C. carbonaria, pode corresponder a populacdes de C. carbonaria*, o que
explicaria as médias proximas entre 0s grupos avaliados por esse autor e o presente estudo.

Os resultados obtidos no presente estudo para C. carbonaria, diferem dos registros
de outras localidades para populagdes silvestres da espécie (LEGLER, 1963; CASTANO-
MORA; LUGO-RUGELES, 1981; PRITCHARD; TREBBAU, 1984; MOSKOVITS,
1988), em que machos atingem tamanho superior ao alcancado por fémeas. O maior

tamanho corpéreo alcancado pelos machos pode ser resultado da acdo de outros agentes
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seletivos, que ndo apenas o combate na disputa por fémeas; mas também, a preferéncia das
mesmas por machos maiores (NIBLICK et al., 1994).

Existem relatos na literatura de populacbes de C. carbonaria com médias de CLC
muito proximas de C. denticulata (FRETEY, 1977, CASTANO-MORA; LUGO-
RUGELES, 1981; PRITCHARD; TREBBAU, 1984; MOSKOVITS, 1988;
JEROZOLIMSKI, 2005), diferindo dos dados encontrados no presente estudo, no qual essa
diferenca foi bastante acentuada. Os individuos de C. carbonaria avaliados apresentaram
média de CLC de 28,20 cm para 0s machos e 29,55 cm para as fémeas; enquanto que C.
denticulata apresentou médias de 47,05 cm para 0s machos e 41,43 cm para as fémeas. Tais
dados sugerem que algumas das populacdes de C. carbonaria, citadas na literatura como
préximas a C. denticulata em relagdo a tamanho, correspondam na realidade populagdes de
C. carbonaria*.

Em populacgdes de Chrysemys scripta e de Testudo hermanni, ha relatos de variaces
no comprimento da carapaca e na massa corporal de até trés vezes, em funcdo de
caracteristicas relacionadas ao ambiente, tais como temperatura, disponibilidade de
alimento e taxas de mortalidade. Entretanto, é dificil avaliar a influéncia desses eventos na
estrutura etaria de populac@es adultas de C. carbonaria e C. denticulata, tendo em vista a
forte influéncia antropogénica na estrutura etaria dessas populacdes, dada por meio da
predacdo desses animais para consumo, principalmente por populagdes indigenas
(GIBBONS et al., 1979; WILLEMSEN; HAILEY, 2001; JEROZOLIMSKI, 2005).

Individuos de C. carbonaria, especialmente grandes, provavelmente néo
representativos do tamanho dos individuos adultos de suas respectivas populagdes, ja foram
relatados na literatura (WILLEMSEN; HAILEY, 1999). Os indigenas da tribo Kayapd
eventualmente encontram jabutis excepcionalmente grandes, chamados na lingua local de
kapran-ti, o que significa literalmente jabuti-grande (WILLEMSEN; HAILEY, 1999;
JEROZOLIMSKI, 2005).

Embora tenha ocorrido a escolha por individuos maiores que 25 cm de CLC para o
estudo, poucos espécimes encontrados no local da coleta apresentavam medidas abaixo
desta. Stickel (1950) encontrou dados semelhantes em populacdes naturais de Terrapene c.
carolina em uma regido de florestas no Vale do Rio Patuxent (Maryland, EUA), onde

individuos jovens representavam menos de 10% dos individuos amostrados, proporcao
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semelhante a registrada por Jerozolimski (2005), para C. carbonaria e C. denticulata no
territorio da aldeia 4 'Ukre. Tendo em vista que os animais utilizados no presente estudo
séo, em sua maioria, provenientes de populacdes naturais, os dados encontrados refletem os
dados sugeridos na literatura. Estes dados se devem, provavelmente, ao fato de que animais
de tamanho reduzido se abrigam sob a serapilheira e emaranhados de cip6s com mais
facilidade que os individuos adultos, levando a uma amostragem tendenciosa. Outros
fatores que podem estar atuando nesse padréo sdo a baixa taxa de natalidade e/ou elevada
mortalidade, principalmente em &reas onde ocorre consumo de carne desses animais
(JEROZOLIMSKI, 2005). O impacto da caca influencia diretamente na redugdo do
tamanho corporeo médio de populacdes que apresentam alta longevidade, fato esse
associado a maior remocdo de individuos adultos da populacdo (LAMBERT, 1984; HART,
2000; LUISELLI, 2003). Nascimento (1997) registrou para a comunidade da aldeia 4 'Ukre,
que o tamanho dos jabutis em regides proximas a areas foi significativamente menor
(média de 2,8 kg) do que o dos capturados em areas distantes (média de 5,0 kg), sugerindo
a influencia direta da caga no tamanho corpdreo de populacfes de jabutis.

Diversos trabalhos sugerem a existéncia de hibridos entre C. carbonaria e C.
denticulata. Porém, no caso de grandes grupos distintos do padrdo de C. carbonaria, como
observado em C. carbonaria*, inferimos que a existéncia destes se deve a variacdes em
nivel de populacdes e ndo a eventos de hibridacdo. Esses grupos podem até mesmo
corresponder a uma nova espécie. Vargas-Ramirez e colaboradores (2010) também
relataram a existéncia de populagdes de C. carbonaria morfologicamente divergentes,
apresentando-se mais préximas a C. denticulata em morfologia e coloracdo, tais dados
reforcam a hipo6tese proposta pelo presente estudo.

Ives e colaboradores (2008), estudando a espécie asiatica Indotestudo forstenii,
sugeriram que as diferencas de caracteres morfoldgicos em populacdes de queldnios,
podem ser resultado de linhagens evolutivas distintas. Entretanto, ndo encontraram
correlagcdo com divergéncia genetica, dificultando a interpretacdo desses dados, pois ndo se
sabe ao certo até onde variagbes dentro de uma determinada espécie corresponde a
variacdes regionais, ou a um grupo ja diferenciado.

Em vista das diferengas morfoldgicas significativas encontradas no presente estudo,

assumimos a existéncia de morfotipos de C. carbonaria, que podem representar populacfes
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ou espécies ja diferenciadas, ou em processo avancado de diferenciacdo. Estas diferencas
morfoldgicas encontradas reforcam a hipotese proposta pelo presente trabalho de que nédo
se pode considerar C. carbonaria* como C. carbonaria. Nossos dados reforcam a urgéncia
em se estudar este morfotipo encontrado, principalmente quanto a sua distribuicdo
geogréfica e status de conservacgdo, caso seja confirmado que o mesmo representa uma
nova espécie de jabuti brasileira.

Esses dados obtidos sdo de grande utilidade para fins taxondmicos e de
conservacao, tendo em vista que apesar de C. carbonaria ndo estar inclusa na Lista
Vermelha de Espécies Ameacadas (IUCN, 2008) esta afirmacédo parte da premissa que nao
h& subdivisdes genéticas ou morfotipos na espécie. Porém, ndo se sabe ao certo o status de
conservacdo e distribuicdo geogréfica do morfotipo encontrado, tendo em vista que existem
diferencas regionais em relagdo ao status de conservacdo de C. carbonaria. Na Coloémbia,
por exemplo, a espécie € listada como criticamente ameacada (CASTANO-MOURA,
2002).

As caracteristicas morfoldgicas foram avaliadas com o objetivo de caracterizar as
diferencas entre as espécies avaliadas, além de verificar quais sdo as caracteristicas
sexualmente dimérficas entre os grupos avaliados. Os resultados contribuiram para o
conhecimento da biologia dos queldnios terrestres brasileiros, fornecendo dados para
futuros estudos genéticos e taxondmicos, contribuindo dessa forma, com a preservacao

desse importante e pouco estudado grupo de vertebrados.

5.2. Analise citogenética de C. carbonaria, C. carbonaria* e C. denticulata

O ndmero diploide de cromossomos 2n= 52 foi observado em outros membros da
familia Testudinidae, como em C. donosobarrosi, C. chilensis, C. elephantopus e C.
gigantea, em membros da familia Pelomedusidae e em membros do género Sacalia e
Mauremys, familia Bataguridae (BENIRSCHKE et al., 1976; BICKHAM, 1971;
BICKHAM; BAKER, 1975; FORBES, 1966; GOLDESTEIN; LIN, 1982; SAMPAIO et
al., 1971). Esses dados refletem o caracter conservado do caridtipo da familia Testudines.

O género Chelonoidis é um dos poucos géneros de queldnios em que se sugerem

variacdo cromossdmica intragenérica. Sampaio e colaboradores (1971) reportaram
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diferengas na posi¢éo do centrémero do cromossomo 12 de C. carbonaria e C. denticulata,
que € um dos menores Macrocromossomos, na primeira especie esse Cromossomo
apresentou-se metacéntrico e, na segunda, acrocéntrico. Entretanto, Bickham e Baker
(1976), reavaliaram o cariotipo de C. carbonaria e C. denticulata, e observaram que néo
havia diferencas na morfologia cromossdmica entre essas espécies. Nossos dados
concordam com o observado por Bickham e Baker (1976), pois nenhuma diferenca
cromossémica foi observada entre os grupos avaliados. Esse conflito entre os autores
reflete as dificuldades metodoldgicas encontradas nas analises citogenéticas em queldnios,
devido ao grande nimero de microcromossomos e ao fato de ser extremamente dificil obter
metafases com um mesmo grau de condensacdo dos cromossomaos e sem sobreposicdes.

O cari6tipo dos grupos avaliados assemelha-se em nimero e morfologia com o
cariotipo do género Sacalia e Mauremys (Bataguridae), que compreende uma familia
sugerida na literatura como basal em relacdo aos Testudinidae. Como o cariotipo primitivo
dos Batagurideos parece ser restrito ao Velho Mundo, a extrema similaridade com o
cariotipo dos Chelonoidis brasileiros sugere que 0os mesmos possuem linhagens comuns no
Velho Mundo (BICKHAM; BAKER, 1975).

Nossos dados confirmam que algumas espécies da familia Testudinidae, apresentam
um namero relativamente menor de microcromossomos, em relagdo a familia Trionychidae
(MATSUDA et al. 2005; NOLETO et al. 2006; ROHILLA et al. 2006). Os mecanismos
envolvidos na alteragdo numérica dos microcromossomos ao longo da evolucdo dos
Testudines podem ser a perda numerica, translocacdo de microcromossomos para
cromossomos acrocéntricos e formacdo de cromossomos metacéntricos (BICKHAM,
1975).

A técnica de bandamento G foi utilizada no pareamento dos cromossomos de
algumas espécies, como Hydromedusa tectifera, Chelonia mydas, Podocnemis vogli e
Platemys platycephala. Em todas essas espécies avaliadas, a técnica ndo mostrou
sensibilidade e reprodutibilidade suficientes para permitir a diferenciacdo entre grupos
préximos, com base no padrdo de bandamento, ndo sendo, portanto, um bom marcador
citotaxondmico para quel6nios (BICKHAM et al., 1980; HAIDUK, BICKHAM, 1982;
MORITZ, 1984; NOLETO et al., 2006; ORTIZ et al., 2005). As dificuldades técnicas

podem se dar devido ao tipo de cultura, em que nem sempre é possivel obter metafases sem
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citoplasma sobreposto, o que dificulta a acdo da tripsina, responsavel pela degradacdo do
cromossomo e formacdo das bandas G. Dessa forma, devido a pouca reprodutibilidade da
técnica e a inconstancia dos padrées de bandamento encontrados, ndo foi possivel utiliza-la
como caracter taxondémico para as especies estudadas.

A heterocromatina, evidenciada pela técnica de bandeamento C, constitui parte
importante do genoma de eucariotos, por possuir fun¢bes como segregacao cromossémica,
organizacao nuclear e regulacdo da expressdo génica (GREWAL; JIA, 2007). O padrdo de
distribuicdo da heterocromatina encontrado em Chelonoidis carbonaria* e C. denticulata,
com auséncia de blocos heterocromaéticos evidentes ou difusos, ja foi observado em outros
grupos de vertebrados, como em peixes da familia Pimelodidae, e para a maioria dos
Siluriformes (LEGRANDE, 1981; FENOCCHIO; BERTOLLO, 1992; SWARCA et al.,
2001; TRECO et al., 2008). Essa caracteristica peculiar da cromatina, compartilhada por
Chelonoidis carbonaria* e C. denticulata é resultante de mecanismos epigenéticos como
remodelamento da cromatina e metilacgdo do DNA, que auxiliam na compactagdo e
organizagdo do genoma em dominios cromaticos. Diversas atividades génicas séo
dependentes do estado de condensacdo da cromatina, que pode mudar em resposta a sinais
celulares e atividade génica, respondendo inclusive a mudancas ambientais (GREWAL;
JIA, 2007). Tais fenbmenos podem explicar as varia¢des na quantidade e na distribuicéo da
heterocromatina constitutiva. Essas alteraces s@o consideradas importantes na evolugédo de
alguns grupos de vertebrados, permitindo a diferenciacdo de espécies e populacdes, além de
serem ferramentas Uteis para estudos de relagdes filogenéticas (ANDREATA et al., 2006;
TRECO et al., 2008).

Esse dado difere Chelonoidis carbonaria* e C. denticulata de Chelonoidis
carbonaria, que apresenta blocos heterocromaticos evidentes. Porém, anélises citogenéticas
mais sensiveis devem ser empregadas para verificar possiveis variacBes, ja que a
citogenetica convencional foi pouco elucidativa. Em machos de C. carbonaria, o
bandamento C revelou uma marcacéo na regido centromérica do par cromossémico 1 e 2, e
em dois pares de microcromossomos, como observado em Pelodiscus sinensis
(BICKHAM; BAKER, 1975). Variagdes heterocromaticas intragenéricas sdo raramente

descritas na literatura em quelénios.
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N&o foi observada a presenca de cromossomos sexuais nos grupos do presente
estudo, porém em algumas espécies de queldnios, como Chelodina longicollis, a presenca
de uma banda larga de heterocromatina constitutiva em um dos pares de
microcromossomos, revelou 0s cromossomos sexuais, confirmado posteriormente por
citogenetica molecular (EZAZ et al., 2006; YAMADA et al., 2005).

No género Chelonoidis, as RONs estdo localizadas na regido telomérica de um
pequeno par cromossémico metacéntrico, e ndo had constricdes secundarias visiveis,
enquanto em Gopherus, as mesmas estdo localizadas na regido intersticial de um braco
longo de um cromossomo médio subtelocéntrico, que possui constricdo secundaria visivel
(MARTINEZ et al., 2009). Esses resultados indicam que apesar de ndo existir diferencas
cromossdmicas numéricas na familia Testudinidae, a estrutura dos cromossomos pode
diferir em relacdo a morfologia e localizacdo das RONs. Essa baixa taxa de variacéo
encontrada se deve ao fato de que os quelbnios apresentam um caridtipo altamente
conservado.

O método para obtengdo de cromossomos mitdticos, padronizado no presente
estudo, mostrou-se eficaz, resultando em suspensdes com um bom indice metafésico e
cromossomos pouco condensados, facilitando as andlises citogenéticas. De forma geral, a
obtencdo de cromossomos metafasicos em quel6nios ndo é tida como fécil, pois além das
dificuldades em se obter bons indices mitdticos, a presenca de um grande nimero de
microcromossomos dificulta o pareamento dos pares homdlogos e o reconhecimento de

padrdes de bandamento cromossémico.



Conclusoes




Conclusoes 81

6. Conclusdes

A caracterizacdo morfoldgica realizada neste estudo permitiu a diferenciagdo
morfoldgica entre os grupos avaliados, podendo ser utilizada como ferramenta na
avaliacdo de unidades taxonémicas regionais em jabutis brasileiros;

Na espécie Chelonoidis carbonaria, as fémeas alcancam maior tamanho, enquanto que
em C. carbonaria* e C. denticulata, os machos sdo maiores que as fémeas. O grupo C.
carbonaria* demonstrou-se mais proximo morfologicamente de C. denticulata que de
C. carbonaria;

Apesar da imprecisdo em relacdo a localidade de origem dos animais avaliados, ha
forte evidéncia de que C. carbonaria e C. carbonaria* sdo grupos morfologicamente
distintos;

O bandamento C revelou diferencas entre os grupos C. denticulata e C. carbonaria* de
C. carbonaria, em relacdo a presenca de blocos heterocromaticos, presentes apenas em
C. carbonaria. Entretanto, as demais técnicas de citogenetica classica (coloracao por
Giemsa, bandamento G e impregnacgdo por ions prata) e molecular (hibridagdo in situ
com sondas de DNAr 28S) ndo revelaram diferencas na estrutura cromossdémica entre
0s grupos avaliados;

Com base nos dados morfologicos avaliados, € possivel sugerir que o morfotipo C.
carbonaria* corresponda a uma nova espécie de jabuti. Entretanto, se faz necessario
uma avaliacdo morfoldgica, genética e geografica mais abrangente no Brasil, com o

objetivo de avaliar o status de conservacgéo e a areas de ocorréncia deste morfotipo.
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Abstract

Superficial blood vessels are the most appropriate sites for reptile blood sampling. We
describe a simple method for obtaining blood from Testudines and Chelidae, utilizing the
margin-costal vein and cervical venous sinus. Additionally, we discuss advantages over
previously described techniques. The sampling sites utilized in the study proved to be easy
to access with less complication than other sites previously used by the authors or in the
peer reviewed literature. The quantity of blood obtained was sufficient for most
applications including genetic analysis and clinical pathology diagnostics. We concluded
that the margin-costal vein and the cervical venous sinus are the most suitable sites for

blood collection in Testudinidae and Chelidae, respectively

Keywords
Margin-costal vein, cervical venous sinus, blood sampling, Testudinidae, Chelidae.
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An easy sampling technique is essential for obtaining blood from chelonians for a
variety of purposes such as genetics and clinical pathology diagnostics. Genetics population
studies require a substantial number of individuals, and the classical methods of
biochemical, cytogenetic, or DNA analysis use materials from, spleen, liver, muscle,
kidney, intestine or cell cultures of heart and skin fibroblast®, all of this methods involving
killing or surgery. These methods are generally not feasible in endangered species, because
of the risk and number of animals available. Under such conditions, the application of
simple blood sampling methods becomes necessary. Thus, we have optimized a less
harmful, sterile and efficient blood sampling method for Testudines and Chelidae.

A variety of blood sample sites have been described in chelonians, including heart,
veins (jugular, brachial, ventral, coccygeal or scapular), brachial artery, orbital sinus, sub-
carapacial venipuncture site and trimmed toe-nails.>**>®"#9 Some sampling methods have
disadvantages, has higher risk of infection.’® The orbital sinus has been used for collecting
small volumes of blood through capillary tubes,** however, this method results in the
dilution of blood sample with extra cellular fluids and secretions, which may alter the
composition of plasma, affect the volume of cellular components and result in incorrect
interpretation of biochemical data. Since lymphatic systems are well developed in

chelonian forelimbs, tail and subcarapacial vein,*

obtaining blood samples from such
places may result in hemodilution with lymph.*®

Most of the published techniques have been applied in long-tailed species such as
Graptemys geographica, Trachemys scripta and marine turtle species.®****> However, the
tail is very short in some species, like in the Chelonoidis and Phrynops genus. This
characteristic may cause some practical problems in the blood sampling when utilizing the
tail vein, such as sample contamination, due to difficult to hold firmly animals with
recommended device such as those described for Trachemys scripta.'* In addition, the
amount of blood obtained from such sites is very low, and sometimes not enough for
lymphocyte separation and culture.

We collected blood samples from 20 adults of Chelonoidis carbonaria and C.
denticulata (Testudinidae), and 20 adults of Phrynops geoffroanus and P. hilarii (Chelidae)

for cytogenetic evaluation. The animals were from the “Reginaldo Uvo Leone” breeding
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farm in Tabapud, S&o Paulo, Brazil (20-59' 47.4"S, 49-07' 16.6"W). This place works with
wild and exotic reptiles, amphibians and birds with commercial purpose.

The animal care procedures followed in this study were authorized by the Ethics
Committee in Animal Experiments (ECAE) of the Faculdade de Medicina de S&o Jose do
Rio Preto (FAMERP) (Protocol n® 5517/2008), and approved by IBAMA/SISBIO
(2838725/n° 16488-1 and n°16488-2). In both species the sampling site were first cleaned
with distilled water and ethanol 70%. For the Testudinidae, the margin-costal vein, laterally
located to the longitudinal axis of the animal, can be easily accessed with a 5 mL syringe
equipped with 18G, ¥ inch needle (BD®). An insertion of 5 mm is necessary, and need to
access close to the inguinal scutes (Figure 1A). Some adjustment in angle, insertion and
positions of the needle may be necessary.

In Chelidae, the cervical venous sinus is located in the middle axis of the cranium
base, and can be easily accessed with a 5mL syringe equipped with a 21G, % inch needle
(BD®), the correct insertion of needle requires a 90° angle downward, right before the
cranium base, and a 2 mm deep insertion is necessary. However, this correct access
depends on the size of the animal. The syringe was withdrawn slowly to create a vacuum
for easy sampling. Both blood sampling methods are showed in details in the Figure. 1 A
and B.

The margin — costal and cervical venous sinus are located in the peripheral part of
the body, hence, there is no chance of injury to vital organs, and sufficient amount of blood
can easily be withdrawn from animals of any size.

The volume of blood take of each healthy animal should correspond to 1% of their
weight. After blood collection the skin was again swabbed with ethanol 70% to prevent
microbial infection, and the turtles were left in plastic boxes for observation for four hours.
None of the animals used in this study showed any health problems related to the blood
sampling.

Our procedure on this species allows collecting enough blood for several studies,
and appeared more appropriate, effective and easy with several advantages.

The methods demonstrated appear to be less painful and stressful, does not require
anesthesia and provides sterile conditions. This method can be adopted for several other

turtles, facilitating the study of this important vertebrate group.
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Figure 1. A. Position and blood sampling site (margin costal vein) for Chelonoidis
carbonaria (Testudinidae) (Inset: enlarged view to locate the exact position). B. Position
and blood sampling site (cervical venous sinus) for Phrynops geoffroanus (Chelidae) (Inset:

enlarged view to locate the exact position).
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Abstract

A simple, efficient and economic method has been optimized for in vitro peripheral blood
lymphocytes culture from Brazilian tortoise, Chelonoidis carbonaria (Testudinidae), based
in parameters like: culture media, mitogen concentration, mitotic index, culture volume,
incubation time and mitotic arrest. Peripheral blood samples were obtained from the
margin-costal vein. Samples of four couples were used and tests were made in order to
stabilize the optimal conditions. The most optimal condition for good mitotic index was
obtained when the lymphocytes were cultured at 37° C in a MEM medium (7.5 mL), with
Phytohaemagglutinin (PHA-P) as mitogen (0.375 mL), streptomycin/penicillin (0.1 mL)
and incubated for a period of 72 hours. The mitotic arrest was made for 2 hours with
colchicina (0.1 mL), after 70 h of setting the culture. After the mitotic arrest, the cells were
hipotonized with KCI (0.075 M) for 2 hours and fixed with methanol/acetic acid (3:1). The
non-banded mitotic chromosomes were characterized by Giemsa staining. The diploid
chromosome number of Chelonoidis carbonaria was 52 in females and males. Sexual
chromosomes were not observed. The present report is a successful attempt to in vitro
culture of peripheral blood lymphocytes for the mitotic chromosomes preparation of

Brazilian tortoises.

Key Words: Testudinidae, Chelonoidis carbonaria, lymphocyte culture, cytogenetic.
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Introduction

Cytogenetic characterization is an important parameter for the organism’s
identification in their natural habitat. The first level of genome analysis involves
karyotyping of mitotic chromosomes to know the organism's genome organization at the
cytological level (Singh et al., 1970; Gormam, 1973). The classical methods of
chromosome preparation described involves sacrifice or surgery of the studied specimens,
often being unsafe for survival of the animal, traumatic and unethical, because requires the
inoculation in vivo with colchicine solution. After sacrifice, cells can be obtained from the
spleen, lung, kidney (Medrano et al., 1987) or spinal cord (Kamesaki, 1989). These cells
are cultured and stimulated in order to obtain metaphases. (Bickham and Carr, 1983;
Medrano et al., 1987; Kamezaki, 1989; Kamezaki, 1990; Bickham, 1975; Killebrew, 1975;
Bickham and Baker, 1976 and Bickham et al., 1980.

These methods are generally not feasible in endangered species, because of the risk
and number of animals available. In such cases, karyotype analysis from cultured blood
lymphocytes without animal sacrificing is most desirable and useful. Few reports are
available for lymphocyte cultures of tortoises (Maecha, 1998, Ortiz; Rodriguez, 2003; Ulsh
et al., 2001), but these methods previously described do not show satisfactory results,
because of cell's differential adaptability, variation in preferred body temperature,
lymphocyte population and immunological responses against mitogen stimulation.

The Chelonoidis genus (Fitzinger, 1835) is currently represented by four species in
South America: Chelonoidis carbonaria, Chelonoidis denticulata, Chelonoidis chilensis
and Chelonoidis nigra. The specie C. carbonaria is considered endangered according to the
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora
(CITES, 2004), which may come to extinction if illegal trade and habitat loss are not
controlled. Chelonoidis carbonaria occurs in dry forests and areas of forest vegetation in
savannas.

This study is aimed to determine the variables required to obtain a good mitotic
index for Chelonoidis carbonaria, and also generate information about the karyotypic
characteristics of this specie, providing the basis for future research in cytogenetics of this

Specie.
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Material and Methods

Experiments were carried out on 8 adult individuals of Chelonoidis carbonaria from
the “Reginaldo Uvo Leone” breeding farm in Tabapud, Sdo Paulo, Brazil (20-59' 47.4"S,
49°07' 16.6"W). The animal care procedures followed in this study were authorized by the
Comissdo de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) of the Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho", UNESP/IBILCE (n°® 018/09) and approved by
IBAMA/SISBIO (n° 19514-1).

A total of 20 experiments was carried in the Centro de Estudos de Queldnios,
located in the Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, in order to
evaluate the needed variables to obtain a good mitotic index, such volume of culture media,
phytohaemagglutinin concentration, fetal bovine serum and lymphocytes layer volume. We
also evaluate the incubation time, mitotic arrest and hipotonization time (data not showed).

The margin-costal vein, laterally located to the longitudinal axis of the animal was
used as blood sampling site, and were first cleaned with distilled water and ethanol 70%.
About 5 mL of blood was collected from each animal. The samples was immediately
transferred to sterilized tubes containing heparin and stored at 37°C for 2 hours. After blood
collection the skin was again swabbed with ethanol (70%) to prevent microbial infection.

The animals were left on observation in order to recovery before be released. Cell
types such as red blood cells and lymphocytes were differentiated in centrifuge tube
according to their density. The upper layer lymphocytes were transferred to a sterilized
centrifuge tube, and incubated at 37°C for complete separation of lymphocytes.

In a 15 ml falcon tube, 7.5 ml of MEM culture medium was taken. All other
components were added serially (see Table 1). These steps were carried out in sterile
condition under laminar flow hood to avoid microbial contamination. The total volume
used per sample follows in the Table 1.

The culture was incubated in an incubator set at 37°C, and shaken gently every
morning to break the cell clumps. After 70 hours of incubation, colchicina was added to a
final concentration of 0.1 mL and the culture was harvested after 2 hours for good mitotic
count (Ulsh et al., 2001, adapted).
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The culture was centrifuged at 900 rpm for 5 min. After discarding the supernatant,
the cell pellet was resuspended in the hypotonic solution (1 mL of pre-warmed 0.075 M
KCI) and incubated, at 37°C, for 2 hour. At the end of hypotonic treatment, a few drops of
fixative solution (one part glacial acetic acid and three parts absolute methanol) was added
to the hypotonic solution to prefix the cells, followed by centrifugation at 900 rpm for 5
min. Again, after discarding the supernatant, the cell pellet was resuspended in 1 ml freshly
prepared glacial acetic acid-methanol following gentle agitation. The last step (fixation)
was repeated twice for proper fixation. The cells were finally suspended in 0.5 ml fixative
solution for chromosome preparation.

Chromosome were prepared by splash technique (Ulsh et al., 2000), stained with
Giemsa 6% prepared in Sorenson’s buffer (Ulsh et al. 2001), air-dried and mainted in
refrigeration for proper conservation. Chromosomes from at least 20 metaphase plates were
counted and the best mitotic plates were photographed under light microscopy equipped
with an image analyzer (AXIOCAM® ICc 3).

Chromosomes were identified according to Bickham (1975) and arranged in three
groups: Group A, consisting of large size macrochromosomes, Group B consisting of
medium size macrochromosomes and Group C, including all the microchromosomes whose

centromeric positions was not clearly identifiable.

Results and discussion

In this study, the best conditions to obtaining mitotic index were: MEM culture
media (7.5 mL/sample) combined with Phytohaemagglutinin (0.375 pL/sample); fetal
bovine serum (1.5 mL/sample) and 2 mL of lymphocytes layer. It was incubated in laminar
flow chamber at 37°C. After 70 hours, we applied 0.1 mL of colchicine, for 2 hours, and
then, was used a potassium chloride solution (KCI 0.075M) for 2 hours. Methanol - Acetic
acid 3:1 was used as fixer solution. The mitotic cells were collected after 72 hours.

With the method above described, metaphases plates were identified with good
distribution and number, allowing the identification of sets of chromosomes. The non-
banded mitotic chromosomes were characterized by Giemsa staining. Chelonoidis

carbonaria revealed a diploid number of 2n = 52 chromosomes, in both sexes, divided into
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three groups (A, B, C). Group A was composed of 28 chromosomes (3 metacentric pairs,
one acrocentric and 10 submetacentric pairs), group B consisted of seven pairs of
acrocentric chromosomes, and group C showed five pairs of microchromosomes (Figure. 1
- A, B). Sexual chromosomes were not observed.

The optimized conditions in this study have yielded good mitotic index of about 10
- 15 metaphase per slide. Our method showed better results for Testudinidis than those
methods described for mammals, including humans and also for other reptiles, resulting in
good mitotic index (Ulsh et al., 2001, Ciofi et al., 2002). The culture technique we have
optimized can be applied to other turtle species also with certain modifications in essential
parameters like incubation temperature, incubation period, serum concentration and
mitogen.

The diploid chromosome number 2n= 52 was observed in other members of
Testudinidae family as C. denticulata, C. donosobarrosi, C. chilensis, C. elephantopus and
C. gigantea and also in Pelomedusidae, and Bataguridae family members (Benirschke et
al., 1976; Bickham, 1975, Bickham and Baker, 1975; Forbes, 1966; Goldestein, Lin, 1982,
Sampaio et al., 1971). Our data confirm that some species of the Testudinidae family, have
a relatively smaller number of microchromosomes in relation to family Trionychidae
(Matsuda et al., 2005; Noleto et al., 2006; Rohilla et al., 2006). The mechanisms
responsible for reducing the loss microchromosomes can be numerical, translocation of
microchromosomes for acrocentric chromosomes and formation of metacentric
chromosomes during the evolution of Testudines (Bickham, 1975).

A simple, efficient and economic method has been optimized for in vitro culture of
peripheral blood lymphocytes from Brazilian tortoise, Chelonoidis carbonaria
(Testudinidae), through the analysis of parameters like culture media, mitogen
concentration, mitotic index, culture volume, incubation time, duration of culture and
mitotic arrest. The present report is a successful attempt to in vitro culture of peripheral
blood lymphocytes for the preparation of mitotic chromosomes for this specie, and is
significant because reveals a viable and economic protocol for Brazilian tortoises cell
culture, particularly for a moderately equipped laboratory, without harming the animal.
This data may be useful for more accurate comparative cytogenetic studies regarding the

karyotypic evolution in this group.
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Table 1. Components of short-term culture of peripheral blood lymphocytes of Chelonoidis carbonaria.

C Culture
omponent volume
MEM (E) with NaHCO3 (CULTILAB) 7.5mL
Penicillin-Streptomycin (10.000 U.I. / mI-10 mg/mL) 0.1mL
Phytohaemagglutinin (PHA-P) (CULTILAB) 0.375 mL
Fetal calf serum (CULTILAB) 1.5mL
Lymphocytes with serum 2mL
(separated from 5mL whole blood)

Colchicine (16ug/ml) 0.1 mL

Figure 1: Cariogram of Chelonoidis carbonaria by Giemsa staining. A - Female. B - Male. Bar - 5 um.
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9. Anexos

A. Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal
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B. Autorizacdo para Atividades com Finalidade Cientificas — IBAMA/RAN
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