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RESUMO

Das subespécies de Platemys platycephala que ocorrem na Regido
Amazbnica, apenas a subespécie Platemys platycephala platycephala é
conhecida por apresentar mosaicismo dipléide — tripléide, além de possuir
determinacdo cromossdmica do sexo, diferentemente do que é comum para
maioria dos queldnios. Estudos anteriores mostraram a ocorréncia de mosaicos
para esta espécie, mas sabe-se pouco a respeito da sua estrutura e
constituicdo cariotipica, sendo necessarios mais estudos para uma definicdo
mais confiavel e definitiva sobre a espécie, bem como o estabelecimento de
relagdo entre o tempo evolutivo e o elevado numero cromossémico. NOés
analisamos dois espécimes de P. platycephala, e apesar de termos tido
problemas em encontrar metafases devido a falta de um protocolo especifico
para a familia Chelidae, encontramos diferenca no nimero cromossémico para
os dois individuos estudados, 2n = 93 e 2n = 72. Mesmo tendo encontrado
namero diferente de cromossomos e considerando que os individuos sao de
duas localidades distintas, ainda nao temos resultados suficientes para afirmar
a ocorréncia de poliploidia e o niumero exato de cromossomos para esta
subespécie, assim € necessario dar continuidade ao estudo para chegarmos a

uma conclusao.

Palavras-chave: Quelbnios, Platemys platycephala, poliploidia.



2. INTRODUCAO

Os répteis sofreram reducédo do numero de espécies desde a época em
gue dominavam a terra até os dias atuais. Apesar dos queldnios de agua doce
da Amazonia serem relativamente de grande utilidade para o homem, existem
poucos estudos sobre a sua biologia e poucos sdo o0s estudos citogenéticos
desenvolvidos para suas espécies. Do ponto de vista da citotaxonomia e

citogenética molecular, este € o grupo menos estudado entre os répteis.

Estudos citogenéticos em espécies da ordem Testudines sdo muito
escassos, quando comparado com outros grupos da classe Reptilia (Barros et
al., 1976). De acordo com Ezaz et al. (2006), ndo ha informacao sobre cerca de
caridtipos de 150 espécies pertencentes a doze familias (Cheloniidae,
Chelydridae, @ Emydidae, Kinosternidae, Testudinidae, Trionychidae,
Carettochelyidae, Chelidae, Podocnemididae, Pelomedusidae, Dermochelyidae
e Dermatemidideos). Atualmente sdo reconhecidos apenas trés grupos
cariotipicos definidos para a ordem Testudines: 1) cariétipos dipléides com
nameros elevados, 2n = 60 a 64 cromossomos, com a presenca de
microcromossomos; Il) cariétipo dipléide com numeros variando de 2n = 50 a
56 cromossomos com menos mMicrocromossomos do que no primeiro grupo; I11)
cariétipos com baixos numeros dipléides, variando de 2n = 26 a 28
Cromossomos, e sem microcromossomos (Ayres et al, 1969; Barros et al, 1976;
Touro e Legler, 1980; Bickham et al, 1985). Estudos citogenéticos com
espécies do género Podocnemis revelaram 0 género apresenta
namero dipléide de 2n = 28 (Rhodin et al, 1978, Ortiz et al,
2005 Fantin e Monjelo, 2011)

O género Sul-Americano Platemys, pertencente a familia Chelidae,
possui apenas uma espécie, Platemys platycephala (Schneider 1792),
caracterizada pelo pequeno tamanho normalmente com menos de 18 cm de
comprimento de carapaca. A espécie apresenta duas subespécies: Platemys

platycephala platycephala (Schneider 1792) e Platemys platycephala



melanonota (Ernst 1984). Platemys p. melanonota, uma subespécie de
coloracdo mais escura, € encontrada no Peru e no Equador, enquanto
Platemys p. platycephala € encontrada nas Guianas, Venezuela, Colémbia,
Brasil e Bolivia (Ernst, 1983; 1987; Pritchard e Trebbau 1984). Estudos
citogenéticos realizados em Platemys p. platycephala revelaram individuos
diploides e triploides (mosaicismo) encontrados em populacdes naturais desta

espécie no Suriname e Guiana Francesa.

A tartaruga, Platemys platycephala, € uma de apenas duas espécies
conhecidas por apresentar mosaicismo diploide - tripldides. Segundo Bickham
e Hanks (2010), apenas individuos diploides sdo conhecidos na Bolivia e no
Brasil. Enquanto que em P. platycephala do Suriname, a frequéncia de
mosaicismo foi estudada em uma grande amostra para explorar mais
plenamente a diversidade de niveis de ploidia entre os individuos. As analises
revelaram uma grande diversidade de condic¢es, incluindo dipléides , mosaicos
diploides - triploides , tripléides e mosaicos triploides — tetrapldides. A maior
classe de frequéncia encontrada foi de 100% diploide, e a segunda maior foi de
100% tripldides. No entanto, os individuos mosaicos foram observados a partir
de todo o espectro de misturas que variam de quase todos diploide para quase
todos os triploides e dois individuos foram mosaicos triploides - tetraploides.
Parece provavel que os dipléides, tripldides e mosaicos ndo representam
bi6tipos distintos, mas simplesmente condi¢cbes diferentes dentro de uma
gama de possiveis misturas de ploidia. Como o trabalho realizado no Brasil,
analisou apenas dois exemplares e de origens desconhecidas, é necessario
um esforco maior para uma caracterizacdo mais confidvel e definitiva da
espécie e os resultados ainda poderdao contribuir para estudos evolutivos e
conhecimento da biodiversidade da espécie no Brasil.

3. MATERIAL E METODOS

Utilizamos dois espécimes jovens de Plathemys platycephala
platycephala, sendo um coletado no estado do Amazonas e o0 outro no Amapa,
ambos do sexo feminino. Os animais ndo foram sacrificados, e as amostras de

sangue foram obtidas através de puncéo da veia femural.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bickham%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20234128

O procedimento para obtencédo de células metafasicas foi seguindo o
protocolo de Moorhead et al. (1960) com modificagcdes. O sangue total foi
inoculado em meio de cultura para cariétipo RPM a 29°C, sendo agitadas duas
vezes por dia para maior proliferacao celular. Passadas 95 horas e 15 minutos
de incubacédo foram adicionados 400 ul de colchicina 0, 025%, e apoOs 45

minutos as células foram recolhidas para contagem mitética.

As células foram centrifugadas a 800 RPM por 10 minutos, sendo
descartado o sobrenadante e o pellet ressuspenso em solucéo hipotdnica pré-
aquecida a 37°C de KCI 0,075M. As células voltaram a ser incubadas a 29°C
por mais 50 minutos. Apds o tratamento com solucéo hipotbnica, cinco gotas
de fixador Carnoy (metanol: acido acético, 3:1) foram adicionadas para
interromper a acédo do KClI, e a preparacéao foi centrifugada a 800 RPM por 10
minutos. Novamente, apés o0 descarte do sobrenadante, o pellet foi
ressuspenso em 8 mL de Carnoy (metanol: &cido acético, 3:1) e centrifugado a
800 RPM por 10 minutos, esse procedimento € repetido mais duas vezes.
Decorridos os trés processos de fixacdo e descarte do sobrenadante,
adicionou-se aproximadamente 1,5 mL de fixador a solucdo, a qual foi
transferida para um tubo eppendorf e homogeneizada.

A solucédo foi gotejada a uma altura de aproximadamente 1,80 cm,
sobre regibes distintas de laminas limpas e Umidas, colocadas sobre um
suporte em banho-maria a 50°C. Depois de secas em temperatura ambiente,
foram coradas com Giemsa (diluido a 5% em tampao fosfato 0,06M e pH 6,8),
por 10 minutos. Em seguida as laminas foram lavadas, secas ao ar e

analisadas em microscopio 6ptico.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o obtivemos muito sucesso nas analises realizadas com o sangue
dos dois Plathemys platycephala platycephala pois o nimero e a qualidade de
metafases obtidas ndo foram suficientes para inferir o numero exato de
cromossomos. De um total de 47 metafases obtidas, foi possivel realizar com
precisdo a contagem cromossémica de apenas duas, uma metafase para cada

individuo estudado. Esse numero de células € muito pequeno para se inferir



qualquer conclusao a respeito do cariétipo de individuos e por isso os estudos

devem continuar para que possamos chegar a qualquer concluséao.

O caridtipo desta espécie foi descrito primeiramente por Barros et al.
(1976), apresentando um conjunto inteiramente acrocéntrico, com 2n = 64.
Estudos posteriores feitos por Bull e Legler (1980) e Bickham et al. (1985)
apresentaram 2n = 96 com presenca de microcromossomos e de acordo com

a organizacao cariotipica 0s autores presumiram que esta espécie é triploide.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram dois numeros
cariotipicos diferentes para os individuos, 01 e 02, com 2n = 93 e 2n = 72,
respectivamente, com Cromossomos acrocéntricos e muitos
microcromossomos (Fig. 01). Apesar dos numeros cromossdmicos serem
diferentes dos obtidos em estudos anteriores, a estrutura cariotipica do
individuo 01 sugere que ele provavelmente seja um tripléide (Fig. 0la), no
entanto, os resultados obtidos neste trabalho n&o sdo suficientes para nos
permitir afirmar que este seja exatamente o nUmero de cromossomos para a
espécie na regido do Amazonas. Seriam necessarias pelo menos 30 células
metafasicas de boa qualidade para confirmar este resultado. Para afirmar com
precisdo a poliploidia encontrada nossos estudos irdo continuar apesar do
projeto (PIBIC) ter sido encerrado.

Para o individuo 02, proveniente do Amapa, 0 numero de
cromossomos encontrados foi 72, com arranjo cariotipico 2n = 72 (Fig. 01b),
sendo que o par numero 36 apresentou caracteristicas que podem classifica-lo

COMO Cromossomos sexuais.

As espécies do género Podocnemis sdo caracterizados por baixos
ndameros dipldides (2n = 26 e 28) e a auséncia de microcromossomos e
cromossomos sexuais, enquanto que para Platemys platycephala, Touro e
Legler (1980) e Bickham et al. (1985) encontraram 2n = 96 e a presenca de

MIiCrocromossomos.



Fig. 01. Caridtipo dos dois espécimes de Plathemys platycephala
platycephala. a) Individuo 01, 3n = 93; b) Individuo 02 com 2n = 72, 0s

cromossomos do par 36 deste individuo podem ser 0s cromossomos sexuais.



O caridtipo de Plathemys platycephala platycephala é enigmético, pois
ainda nao esta bem descrito e existe contradicdo entre os autores a respeito do
namero e organizacdo dos cromossomos. Mas, de acordo com Fantin e
Monjel6 (2011), o elevado nimero cromossdmico encontrado nesta espécie
sugere que Plathemys é um género mais basal quando comparado com
Podocnemis, onde o humero de cromossomos é 2n = 28. Isto pode indicar que
multiplos rearranjos cromossémicos podem ter sido responsaveis pela reducdo
do numero de cromossomos na ordem Testudines. O tipo de rearranjos
cromossdmicos que poderiam levar a essa redugcdo no nuamero de
cromossomos encontrados para os Podocnemidideos pode ser explicado pela
morfologia dos cromossomos deste género, 0s quais sdo metacéntricos e
submetacéntricos e ndo possuem microcromossomos. Estes arranjos sugerem
que ocorreram fusdes entre cromossomos acrocéntricos reduzindo o namero
pela e aumentando o tamanho dos cromossomos, uma vez que ndo sao
observados microcromossomos. Assim, varios rearranjos dos Cromossomos
podem ser responsavel pela redu¢cdo do numero dipldide neste género, tal
como sugerido por Fantin e Monjel6 (2011).

5. CONCLUSAO

A poliploidia € uma condicdo existente para a espécie Plathemys
platycephala platycephala e o sexo nestes individuos pode ser determinado por
cromossomos sexuais diferentemente de grande parte dos quelbnios
estudados, mas uma analise mais aprofundada, com uma amostra maior &

necessario para confirmar isso.

A dificuldade em encontrar metafases continua sendo um problema,
pois as técnicas utilizadas continuam sendo adaptadas a partir de protocolos
desenvolvidos para outros grupos de animais, e o nivel de contaminacdo dos
meios de cultura ainda s&o considerados elevados. Apesar destas dificuldades
gue prevaleceram durante todo este estudo, obtivemos sucesso com as ultimas
adaptacdes e testes realizados e estamos otimistas que teremos resultados

melhores com a aplicagdo deste novo protocolo. Por isso, apesar do prazo do
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projeto ter terminado, os estudos irdo continuar e apresentaremos novos

resultados no Congresso de Iniciacdo Cientifica.
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