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INTRODUCAO

De modo geral, 0s organismos ectotérmicos podem aquecer-se, esfriar-se ou manter sua
temperatura corporea estavel por diversas vias (POUGH, 2003) e, nos lagartos, o
mecanismo de regulacdo térmica atinge um destacéavel grau de refinamento (BOGERT,
1949, 1959). Isso ndo significa que sua temperatura € a mesma do ambiente em que se
encontram (ROCHA, 1994). Para manter sua temperatura corporea dentro de uma faixa
estreita favoravel as suas fungdes metabolicas, os lagartos se termorregulam, isto é,
controlam o ganho e a perda de calor corpéreo (ROCHA, 1994). Os lagartos do género
Ameivula habitam diferentes formacgdes vegetais do Brasil e apresentam uma ampla
variacdo em sua coloracéo, que pode tanto influenciar a absorcéo de calor proveniente
do sol como também estar associada a outros fatores, como criptismo e selecdo
sexual. 1sso os torna um excelente objeto de estudo para a investigacdo da base genética
envolvida na expressdo do melanismo. A variedade na coloracdo dos animais tem
relevancia comportamental e ecoldgica, podendo preencher uma colocacdo adaptativa
em alguns contextos. Analises e comparacOes desta diversidade, em laboratério e na
natureza, sdo vitais para a compreensdo de muitos processos biolégicos em nivel
molecular, celular e do desenvolvimento. O pigmento mais explorado nos estudos de
variacdo de coloracdo é a melanina, envolvida na protecdo contra radiacdo UV, na
camuflagem e, até mesmo, na selecdo sexual (CORSO; HEPP, 2013). Dentre 0s genes
atuantes na expressdo fenotipica, destaca-se 0 gene MC1R ou MSH-R (Melanocyte
Stimulating Hormone Receptor), relacionado com a producdo de melanina nos
melandcitos e envolvido com a expressdao de formas fenotipicas melanicas e néo
melénicas de diversos vertebrados, como mamiferos, aves e répteis. Sendo assim, o
género Ameivula auxilia na compreensao das bases genéticas e evolutivas envolvidas na
expressao desses fenOtipos essenciais em animais ectotérmicos e contribui para uma
melhor avaliacdo da relacdo entre a coloragdo corporal, o processo de termorregulacgéo e
a distribuicdo geografica. O MC1R € um gene de extrema importancia para o estudo da
genética da pigmentacdo, porque esta presente em diversos grupos de organismos, 0 que
torna possivel a realizacdo de andlises genéticas comparativas, auxiliando no
entendimento da regulacdo dos fendtipos, alem de possibilitar a descoberta de novas
interacOes deste gene com outras caracteristicas genéticas (CORSO; HEPP, 2013).

OBJETIVO
Caracterizar o gene MC1R em formas fenotipicas melénicas e ndo melanicas de lagartos
brasileiros do género Ameivula.
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METODOLOGIA

As amostras de tecido analisadas neste trabalho foram obtidas em coletas realizadas em
diversas localidades brasileiras, sob licenca do IBAMA, e retiradas do banco de tecidos
de vertebrados do Departamento de Zoologia do Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo, sob a superviséo do Dr. Miguel T. Rodrigues. O DNA total
foi extraido de amostras de figado ou masculo, previamente preservadas em etanol
100% ou freezer, segundo técnica com acetato de aménio de Fetzner (1999). As
sequéncias do gene MCI1R foram realizadas com os primers MCIR F 220 5’-
TACTACTTCATCTGCTGCCTGGC -3 e MCIR R 870 5-
GCATAAATGATGGGGTCCAC -3° (ROSENBLUM et al, 2004), e amplificadas por
polymerase chain reaction (PCR), nas seguintes condicdes: desnaturacéo inicial a 94°C
por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 40 segundos,
temperatura de anelamento a 58°C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 40 segundos;
e extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram verificados por
eletroforese em gel de agarose 2% e os fragmentos que apresentaram resultados foram
purificados, adicionando-se Exonuclease (EXO) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP).
Estes produtos foram levados ao termociclador, onde eram mantidos durante 50 minutos
a 37°C, seguidos de 15 minutos a 80°C. Para a reacdo de sequenciamento, foi utilizado o
kit Perkin Elmer ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction. Esses
produtos eram colocados em termociclador, com aquecimento inicial de 96°C por 30
segundos, seguido de 25 ciclos de 96°C durante 10 segundos, 50°C por 10 segundos e
60°C por quatro minutos. As amostras finais foram armazenadas em freezer e, em
seguida, precipitadas e sequenciadas no Instituto de Quimica da Universidade de S&o
Paulo (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer Biosystens/HITACHI).Os eletrofenogramas
foram analisados no software CodonCode Aligner e a sequéncia consenso verificada no
GenBank, através do BLAST. Logo ap6s, as sequéncias foram editadas e alinhadas no
software BioEdit e, finalmente, alinhadas no software Clustal Omega. Os desenhos das
proteinas foram gerados no software Protter, através da sequéncia de aminoacidos
gerada no BioEdit. Apds o término do alinhamento das sequéncias geradas desse
projeto, foi realizada analise e comparacgdo dos resultados obtidos com o alinhamento
dos trabalhos de Rosenblum et al., (2009), e Corso & Freitas, (2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foi obtido sucesso na amplificacdo de 11 amostras, resultando em sequencias
de 460 pares de bases em média, com alguns sitios polimdrficos identificados pelas
letras “R” (Adenina ou Guanina) e “Y” (Citosina ou Timina) na sequéncia consenso:
“AACCCTCTTTATGCTCCTCTTGGARAATGGGGTGCTGGTGGTAGAGGGCA
GCACACTGAGGCACATGGATAAYGTCATGGACATGCTCATATGCAGCTCT
CTGATGTCTTCACTCTCTTTCCTGGGTGTYATTGCTGTTGACCGCTACAT
CACCATCTTCTATGCCCTGCGTTAYCACAGCATCATGACCATACARCGGG
CTGTGGTCATCATCATGGTGGTCTGGRTTACCAGCAGCATCTCGAGCACT
ATCTTCATTGCCTATGACAGTACAGCGGTCATYCTCTGCTTGGTGGTCTT
CTTCCTCTCCATGATCATCTTGATTGTGGCCCTCTACATCCAYATGTTCA
CCTTGGCCTACCAGCATGCACGAAGRATCTCCGTCATGCAGAGGAAGCAR
TCTTCCCCCCARTTCAGGAGCATGAAAGGGGCCATCACCCTCACCATCTT
GCTYGGAGTCTTCTTTGTCTGCTGGGGGCCYTTCTTCCTCCACCTCATCC
TCATCCTCATCTGTCCTGARCGACCCACCTGTACCTGYTA”. O alinhamento de
nucleotideos apresentou um total de 136 transicdes distribuidas por 15 sitios (Quadro 1)
e permitiu também a identificacdo de dois espécimes heterozigotos da espécie A.
abaetensis. Com excecédo da posi¢ao 376, as demais acontecem quase sempre da mesma



maneira para as mesmas amostras, mostrando proximidade filogenética entre alguns
espéecimes.
Posicéo

306|354 | 411 | 456 | 477 | 508 | 564 | 624 | 656 | 681 | 693 | 735 | 762 | 801 | 819

TOTAL
Consenso

MTR9974 F | G c|lae]c]|c
MRT 4636_R | G T c|lA]c]|c
MTR9974 R | G C G|ec|]c]|c
MTR 11231_R C c|lae]c]|c
MTR 11734 R C A|lc]|]c]|c
MTR 12569 F | G C G|ec|]c]|c
ITAL1 R G C c|le]T]|C
ITB 3_F A C cleo|T]|T
ABA5_R C c|aec|]c]|c
MTR 1_R G C G|ec|]c|c
MTJ 12_R G C c|laec]c]|c

136

Apesar do numero consideravel de mutacdes observadas na sequéncia de nucleotideos,
o alinhamento de aminoacidos dos espécimes estudados neste trabalho apresentou
apenas uma alteracdo, ou seja, houve apenas uma mutacdo ndo sindnima no espéecime
Ameivula confusioniba na posicdo 508 da sequéncia de nucleotideos, onde ha uma troca
de guanina por adenosina, correspondente a posicdo 170 da sequéncia de aminoacidos,
onde o apresentado pelos demais é valina, enquanto este espécime apresenta isoleucina.
E uma mutac&o pontual, pois troca apenas um aminoacido por outro e ocorre na regiso
transmembranica da proteina. Uma mutacdo nessa regido é relevante, pois mostra que
pode haver alteracdo na expressao da proteina, devido a troca de aminoacido, enquanto
uma mutacéo na regido intracelular, por exemplo, pode néo interferir no resultado final.
Para analisar se essa mutacdo esta ligada, diretamente, a expressdo do fenotipo sao
necessarios mais estudos com exemplares da mesma espécie e do mesmo género. Os
demais exemplares estudados ndo apresentaram muta¢fes nao sindnimas, indicando
assim que a troca de nucleotideos nao alterou a codificagdo de aminoacidos. Rosenblum
et al., (2009), e Corso & Freitas, (2011), expuseram que grande parte das mutacdes
ocorridas no gene MC1R sdo sinbnimas, ou seja, ha troca de nucleotideo em algum sitio
do coédon, mas ndo ha substituicdo de aminoacidos em nenhum ponto. Na comparacéo
dos resultados deste trabalho com os trabalhos de Rosenblum et al (2004; 2009) e Corso
& Freitas (2011), a espécie mais semelhante ao género Ameivula € Aspidoscelis
inornata. No alinhamento de nucleotideos, foram observadas apenas 10 diferencas e no
alinhamento de aminoéacidos, consta apenas uma diferenca na posicdo 222, onde A.
inornata codifica 0 aminoacido isoleucina, enquanto 0s demais espécimes deste
trabalho codificam valina.

CONCLUSAO

Assim como no trabalho de Corso & Freitas (2011), ndo foi possivel comprovar, para
este género, se a expressdo do melanismo esta relacionada, diretamente, com mutacdes
no gene MCI1R, indicando que outros genes e fatores (adaptacdo ao habitat, fisiologia,
filogenia) podem estar associados a variacdo na coloragdo.Como em A. inornata,
acredita-se que o fenotipo melanico € dominante no género Ameivula, porém mais
estudos sdo necessarios para corroborar essa informacdo, ja que muitos espécimes nao
apresentam um fenotipo melanico. Sdo necessarias mais investigagdes nao s6 para o
gene MCI1R e sua relacdo com o fenétipo melénico em si, como, também, para outros
genes que podem estar relacionados a pigmentacéo e, assim, a expressao fenotipica do
animal. Apesar de muitas pesquisas e indagacfes, em répteis, pouco se conhece sobre a



relacdo gendtipo/fendtipo para coloracdo. Muitos mecanismos, fatores e interaces
podem estar conexos com variacdo na coloracgéo, evidenciando a complexidade do tema,
0 que instiga mais estudos na area e a busca de maneiras para esclarecer o alicerce
genético e molecular da coloracdo neste grupo, para encontrar respostas fisiologicas,
filogenéticas, entre outras.
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