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1. RESUMO

A elucidacdo da base molecular da variacdo fenotipica adaptativa compreende um
dos principais objetivos da biologia evolutiva. Na ultima década, o gene do receptor de
melanocortina-1 (MC1R) regulador da sintese de melanina tem sido foco de diversos
estudos sobre a coloragédo do corpo nos vertebrados. Analisou-se a variagdo deste gene em
duas espécies do género Liolaemus que apresentam coloragfes distintas e cripticas. Os
polimorfismos genéticos encontrados nas espécies ndo foram associados com o padréo de
coloragdo corporal. Em L. arambarensis foram observadas cinco substituicdes sinGnimas,
nenhuma delas era estritamente associada com a variacdo de coloracdo. Da mesma forma,
a analise comparativa mostrou que as sequéncias de Liolaemus foram monomorficas em
posicdes de aminoacidos funcionalmente importantes na coloracdo do corpo de outras
espécies de répteis. Contrariamente a outros grupos taxonémicos, tais resultados
demonstram que ndo hd um padrdo Unico de sitios responsaveis por mudangas na coloracao
do corpo nesse grupo. Estes resultados permitem inferir que outros genes e/ou processos de

regulacdo devem agir sobre a coloracdo, bem como acéo de fatores ndo-genéticos.

2. ABSTRACT

The molecular basis of adaptive phenotypic variation comprises a major goal of
evolutionary biology. In the last decade the melanocortin-1 receptor gene (MC1R), which
regulates the synthesis of melanin, has been the focus of various studies on the body
coloration in vertebrates. We analyzed the variation of this gene in two species of sand

lizards of the genus Liolaemus, both with distinct and cryptic color. The polymorphisms



found were not associated with the variation of body color. In L. arambarensis were
observed five synonymous substitutions, none of which were strictly associated with
colour type. Similarly, comparative analysis showed that the Liolaemus sequences were
monomorphic in amino acid sites functionally important in the body coloration of other
reptiles. Contrary to others taxa, these results suggest that there is not a unique pattern of
sites accounting for changes in body coloration. It is possible that other genes and/or
regulation process besides MC1R maybe influencing on the coloration, as well as action

the of non-genetic factors.



3. INTRODUCAO

3.1. Consideragdes Gerais

A elucidacdo da base molecular da variacdo fenotipica, um dos principais objetivos
da biologia evolutiva, tem despertado interesse dos pesquisadores ha muito tempo.
Entretanto, exceto nos Ultimos anos, ha poucos trabalhos que relacionam gendtipos a
fendtipos, devido principalmente a dificuldade em localizar um gene (ou genes)
responsavel por mudancas que atue diretamente sobre as caracteristicas fenotipicas
(Hoekstra, 2006). O sistema de pigmentacdo € um fenotipo promissor para este tipo de
estudo por explorar a conexdo entre gendtipo e fendtipo. Forgas seletivas como cripsis,
aposematismo, termorregulacdo e selecdo sexual direcionam a variacdo do padrdo de
coloracdo (Hoekstra, 2006). Assim, fenotipos com variacdo na pigmentacdo em populacdes
naturais apresentam uma oportunidade para estudo da base genética da diversidade
fenotipica e das mudancas evolutivas. Recentemente tem sido possivel ir além da
observacdo dos fenotipos e explorar a evolugdo dessa diversidade em nivel genético e
molecular (Protas e Patel, 2008). O estudo do polimorfismo de coloragdo corporal tem se
mostrado eficiente, principalmente ap6s a descoberta do gene receptor de melanocortina-1
(MC1R) (Figura 1) (Mountjoy et al., 1992; Eizirik et al.,2003; Mundy, 2005). Altera¢Ges
na sequencia codificante do correspondente gene sdo conhecidas por apresentarem forte
associacdo com a variacdo da coloracdo de pelagem e plumagem em espécies de

mamiferos e aves, respectivamente (Mundy, 2005).
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Figura 1. Representacdo bidimensional da proteina codificada pelo gene MCIR.
(Modificado de Majerus e Mundy, 2003).

Em pouco mais de uma década, varios trabalhos revelaram espécies animais com
determinadas mutagGes no gene MC1R que causam mudangas na coloracgao clara/escura ao
longo do corpo ou da pelagem (e.g., Tabela 1). Entretanto, paralelamente tém surgido
diversos casos em que o gene MCIR parece ndo estar envolvido nas diferencas de

coloracdo (Tabela 2).

Tabela 1. Relagdo de espécies animais com associacdo entre alteracdes no gene MCIR e
coloragdo corporal.

Espécies: nome comum, cientifico Referéncia
Gado (Bos taurus) Klungland et al., 1995
Rato (Mus musculus) Barsh, 1996

Cavalo (Equus caballus) Marklund et al., 1996
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Tabela 1. Relacdo de espécies animais com associacdo entre alteragfes no gene MC1R e

coloragdo corporal.

Galinha (Gallus gallus)

Raposa vermelha (Vulpes vulpes)
Suino (Sus scrofa)

Ovinos (Ovis Aries)

Céo (Canis lupus familiaris)
Urso Preto (Ursus americanus)
Bananaquit (Coereba flaveolata)
Onca (Panthera onca)

Jaguarundi (Puma yagouaroundi)

Algumas populacdes de rock pocket mouse,
(Chaetodipus intermedius)

Ganso (Anser c. caerulescens)

Moleiros (Stercorarius parasiticus)
Fairy-wrens (Malurus leucopterus)

Little striped whiptail (Aspidoscelis inornata)
Lesser earless lizard (Holbrookia maculate)
Eastern fence lizard (Sceloporus undulates)
Atoba-de-patas-vermelhas (Sula sula)
Carneiro de Dall (Ovis dalli)

Peixe-cego (Astyanax mexicanus)

Takeuchi et al., 1996

Vage et al., 1997

Kijas et al., 1998; Fang et al., 2009
Vage et al., 1999

Newton et al., 2000

Ritland et al., 2001

Theron et al., 2001

Eizirik et al., 2003

Eizirik et al., 2003

Nachman et al., 2003

Mundy et al., 2004
Mundy et al., 2004
Doucet et al., 2004
Rosenblum et al., 2004
Rosenblum et al., 2004
Rosenblum et al., 2004
Baido et al., 2007
Loehr et al., 2008
Gross et al., 2009

Tabela 2. Relacdo de espécies animais em que ndo se encontrou relagdo entre alteragcdes no
gene MCI1R e coloragéo corporal

Espécies: nome comum, cientifico Referéncia

Algumas populacGes de rock pocket mouse Hoekstra and Nachman, 2003

(Chaetodipus intermedius)
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Tabela 2. Relacéo de espécies animais em que ndo se encontrou relacdo entre alteracdes no

gene MCI1R e coloragéo corporal

Diversos primatas (60 espécies)

Diversas felosas (Phylloscopus)

Desert horned lizard (Phrynosoma platyrhinos)
Common side-blotched lizard(Uta stansburiana)
Common gartersnake (Thamnophis sirtalis)

California legless lizard (Anniella pulchra)

Mustelideos (Mustelidae)

Pocket gophers (Thomomys bottae)

Uirapuru-de-chapéu-azul (Lepidothrix coronate)

Género Macaca

Lobo- cinzento (Canis lupus)

Mundy and Kelly, 2003
MacDougall-Shackleton et al., 2003
Rosenblum et al., 2004
Rosenblum et al., 2004
Rosenblum et al., 2004
Rosenblum et al., 2004
Hosoda et al., 2005

Wilasiuk and Nachman, 2007
Cheviron et al., 2006
Nakayama et al., 2008
Anderson et al., 2009

Em répteis € comum encontrar variacbes da coloracdo dorsal ao longo da

distribuicdo geograficas. Em alguns casos, a variagdo da coloragdo dorsal coincide com o

substrato que as espécies habitam, sugerindo atuacdo de pressdes seletivas. Também, a

variacdo da cor parece estar associada com diferencas na temperatura ambiental

(Rosenblum et al., 2004). Propde-se que a variacdo da coloracdo age na regulacdo da

temperatura em uma variedade de espécies ectotérmicas (Bittner et al., 2002). Os avancos

na compreensdo da base genética de pigmentacdo em outros vertebrados fornecem meios

para investigar 0s processos responsaveis pela variacdo da coloracdo no grupo de répteis

(Rosenblum et al., 2004).
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3.2. O Gene Receptor de Melanocortina-1 (MC1R)

A proteina codificada pelo gene MC1R (receptor de melanocortina-1) € parte da
superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR — G protein-coupled receptor).
Compreende um dominio N-terminal, sete dominios transmembrana e um dominio
carboxi-terminal (Figura 1)(Gross et al., 2009). O gene MC1R é expresso em melandcitos
(melandforos) de desenvolvimento de penas e pélos, e executa o controle da sintese de
melanina (Mundy, 2005). A compreensdo do funcionamento do processo de regulagédo
pigmentar em répteis & deficiente em pesquisas, entretanto, o processo € considerado
similar ao mecanismo presente em aves e mamiferos. Nos mamiferos, a melanina é
produzida em células especializadas conhecidas como melandcitos, e havendo dois tipos
basicos de pigmentos: eumelanina (marrom escuro ou preta) e feomelanina (creme claro,
amarelo ou vermelho) (Takeuchi et al., 1996; WIlasiuk e Nachman, 2007). Intermedia o
sinal de transducdo do horménio estimulante melanéforo (a-MSH) e da proteina
sinalizadora agouti (ASIP). Ao se ligar ao receptor MC1R, a-MSH aumenta a producéo de
eumelanina em relacdo a feomelanina pela elevacdo do nivel intracelular de AMP ciclico
(cAMP) ativando a via de sintese de eumelanina. O agouti € competidor com a-MSH pela
ligacdo ao receptor, diminuindo o nivel de cAMP e a producdo de eumelanina e, em oposto
elevando a producdo de feomelanina (Figura 2; Hoekstra, 2006; Nakayama et al., 2008).
Estudos com vertebrados domésticos demonstraram que determinados polimorfismos de
MC1R foram associados ao aumento da producdo de eumelanina, ou seja, predomindncia
da coloragdo escura, em oposto, também ha polimorfismos que favorecem a coloracéo
clara, coma producdo aumentada de feomelanina (Theron et al., 2001; Eizirik et al., 2003;

Mundy, 2005).
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Figura 2. Representacdo simplificada da sintese de pigmentos eumelanina e feomelanina
em célula de melandcito.
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Embora a morfologia da célula produtora de pigmento de répteis seja diferente
daquelas de aves e mamiferos a fungdo da melanina € notavelmente conservada. Répteis
possuem trés camadas de trés tipos diferentes de células de producdo de pigmento
(cromat6foros): xantoforos, iridéforos e melan6foros (Rosenblum, 2004). Sendo que
apenas esse ultimo tipo celular produz melanina, as demais células sdo responsaveis por
outros pigmentos cuja sintese e regulacdo sdo praticamente desconhecidas. A coloragdo
escura da pele é principalmente um resultado da producéo/dispersdo de pigmento pelos
melanoforos (Trullas et al., 2007). Em lagartos que sofrem mudancas de coloracdo em
curto prazo (ou seja, flexibilidade fenotipica), granulos de melanina (melanossomos)
agregam ou dispersam dentro dos melan6foros resultando em clareamento ou

escurecimento da pele, respectivamente (Trullas et al., 2007). O movimento intracelular
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dos pigmentos pode ocorrer em resposta a um ou mais fatores: a) resposta a
neurotransmissores que elevam os niveis de horménios (hormdnio estimulante melanéforo
a-MSH e de catecolaminas, como isoproterenol); b) luminosidade (Sherbrooke et al.,
1994; Trullas et al., 2007). Além disso, as alteragdes na cor que ocorrem durante o
desenvolvimento do organismo — ontogenia - podem causar aumento ou diminuicdo da
producdo (em vez da movimentagdo) de pigmentos melanina em resposta a longa
exposicdo a sinais ambientais, como a temperatura (Garcia et al., 2003). Embora os
estimulos ambientais possam contribuir para variacdo da coloracdo fisioldgica e
ontogenética, sugere-se que a variacdo entre e dentro de espécies sdo geneticamente
controladas. Essa informacdo tem recebido maior suporte com a compreensdao da base
genética do melanismo a partir da analise molecular. Em aves e mamiferos, o melanismo é
muitas vezes mediado por substituicdes de aminoacidos na proteina MC1R. Em répteis ha
um namero restrito de estudos desenvolvidos que fornecem informacgdes sobre a evolugédo
molecular do gene MCI1R e a fungdo do gene na variacdo adaptativa da coloragédo

(Rosenblum, 2004; 2009).

3.3. Modelo de estudo: género Liolaemus

O género Liolaemus (Liolaemidae) inclui lagartos de pequeno e médio porte, e
possui cerca de 225 espécies descritas, constituindo o maior nimero de espécies do grupo
Squamata do sul da América do Sul (Avila et al., 2010; Etheridge, 2000). Esta distribuido
em grande variedade de habitats, desde o nivel do mar até 5000 metros de altitude, em

extensas areas de areia edlica, incluindo praias arenosas do Chile, Argentina, Uruguai e 0
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sul do Brasil, e areias planas e sistemas de dunas dispersos por todo o interior da Argentina
e Chile (Figura 3) (Etheridge, 2000; Verrastro et al., 2003). Esses répteis exibem um
extenso espectro de adaptacdes morfologicas e comportamentais que facilitam a vida por
baixo e na superficie de areia, assim como focinho em forma de cunha, especializagdo do
esterno para respiracdo embaixo da areia, mergulho rapido como escape e refugio diurno,
reducdo do dimorfismo sexual e coloracdo criptica (Etheridge, 2000; Silva e Verrastro,
2007). Liolaemus caracteriza-se por uma grande versatilidade ecoldgica, constituindo-se
em um género com diversos tipos morfoldgicos, padrdo de coloragdo variavel, geralmente
criptico (Donoso-Barros 1966 in Silva, 2006). No sul do Brasil ocorrem duas espécies:
Liolaemus arambarensis Verrastro et al., 2003 e Liolaemus occipitalis Boulenger, 1885.

L. occipitalis ocorre na primeira linha de dunas arenosas no extremo sul do Brasil,
nos Estados do Rio Grande do Sul e sul de Santa Catarina (Figura 4-5) (Verrastro e
Krause, 1999), extendendo-se até a costa uruguaia (desde Barra Del Chuy até a margem
esquerda do Arroio Valizas) (Verrastro et al., 2006)

L. arambarensis habita ambientes de restingas da Laguna dos Patos, com
ocorréncia conhecida desde Itapud (Municipio de Viamao) até S&o Lourenco do Sul, sendo
endémico destes locais (Figura 6-7) (Verrastro et al., 2003).

A espécie Liolaemus occipitalis apresenta coloracdo clara e vive em um substrato
arenoso claro (fenétipo claro), enquanto L. arambarensis apresenta coloracdo corporal
escura (fendtipo escuro), e ocupa dunas de interior de continente, que possuem substrato
arenoso mais escuro, sendo portando, tambem criptica. Ambas espécies foram selecionadas
para realizacdo desse estudo por apresentarem coloragéo criptica ao seu habitat bem como

pela sua proximidade filogenética (Figura 8) (Verrastro et al., 2003).
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Figura 3. Distribuicdo do género Liolaemus na América Latina, em preto, elaborado a

partir de dados obtidos em http://data.gbif.org.
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Figura 4. Mapa de distribuicdo de Liolaemus occipitalis marcada em amarelo. Mapa elaborado a
partir de informac@es bibliogréaficas da distribuicdo da espécie (Verrastro et al., 2006).

Figura 5. Liolaemus occipitalis sobre subtrato tipico de seu habitat. Foto: André
Martins
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Figura 6. Mapa de distribui¢do de Liolaemus arambarensis marcado em amarelo. Mapa elaborado a

partir de informacdes bibliograficas da distribuicdo da espécie (Verrastro et al., 2003).

Figura 7. Liolaemus arambarensis sobre subtrato tipico de seu habitat.Foto: Marcio Borges-
Martins.
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Figura 8. Hipotese filogenética proposta por Etheridge (2000 in Verrastro et al., 2003) a
partir de caracteres morfométricos e meristicos. Em destaque relacdo das espécies

selecionadas para este estudo.
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3.4. Area de estudo

Foram utilizadas amostras de individuos de Liolaemus occipitalis e L.
arambarensis coletados ao longo de sua area de distribui¢do (Tabela 3) (Figura 9).

Tabela 3. Lista das localidades amostradas neste estudo. Nimero dos espécimes
depositados em colecéo.

Espécie (fendtipo) Localidade N° colecdo UFRGST?
Praia dos Ingleses — SC 465-468
Praia da Joaquina — SC 267-269, 273
Praia de Garopaba - SC 456-459
Morro dos Conventos - SC 260, 261
Torres — RS 246-248, 252
Cidreira— RS 309-311
Liolaemus occipitalis \1ocardas — RS 298-300, 306
(claro) S0 José do Norte — RS 234- 236, 242
Rio Grande — RS 275-280
Taim - RS (210) 210-215
Chui — RS 289-291
Valizas - UY 904- 906
Barra del Chuy-UY 907-909
Tapes — RS 431-440
Liolaemus arambarensis
Arambaré — RS 477-478, 480, 482-484, 489
(escuro) o
Barra do Ribeiro-RS 811-815,850, 851

1Colecdo de Tecidos do Laboratério de Herpetologia, Departamento de Zoologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, curadora Profa. Dra. Laura Verrastro.
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Figura 9. Mapa da distribuicdo dos pontos de coleta das amostras.1- Praia dos Ingleses,
SC; 2- Praia da Joaquina, SC; 3- Praia da Garopaba, SC; 4- Morro dos Conventos, SC; 5-
Torres, RS; 6- Cidreira, RS;7- Mostardas, RS; 8- Sdo José do Norte, RS; 9- Rio Grande,
RS;10- Taim, RS; 11- Chui, RS; 12- Barra del Chuy, UY; 13- Valizas, UY; 14- Barra do
Ribeiro, RS; 15- Tapes, RS; 16- Arambaré, RS.
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4. OBJETIVOS

O estudo tem por finalidade analisar o gene receptor de melanocortina-1 (MC1R),
verificando ocorréncia de polimorfismos e testar possivel associacdo com o padrdo de

coloragdo corporal de Liolaemus occipitalis e L. arambarensis (Iguania: Liolaemidae).

Dentre os objetivos especificos destacam-se:

e Analisar sequéncias do gene MCIR e identificar possivel associagdo de

polimorfismos com os fendtipos claro (L. occipitalis) e escuro (L. arambarensis);

e Inferir a sequéncia de aminoacidos codificados pelo gene MCI1R, analisar a taxa de
conservagdo, caracterizar as substituicdes a fim de inferir se estdo em sitios

funcionalmente importantes da proteina;

e Testar selecdo positiva do gene MC1R.
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5—-ARTIGO

Melanocortin-1 receptor (MC7R) is not responsible for cryptic coloration in two

South American sand lizards of the genus Liolaemus

Artigo em preparacdo para Journal of Heredity
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Abstract

A major goal of evolutionary biology is to elucidate the molecular basis of
adaptive phenotypic variation. In this study we analyzed the coding region of the
melanocortin-1-receptor (MC7R) in two sympatric species of sand lizards
(Liolaemus) with different dorsal body colors associated with their different
substrate environments. Five synonymous substitutions were found in L.
arambarensis, none of them associated with body coloration. Comparative
analysis indicated that both Liolaemus species are monomorphic for amino acid
sites that are functionally important for reptiles. Our results suggest that
structural or regulation differences in other genes, rather than in MC7R, underlie

body pigmentation in this group.

Key words: melanocortin-1 receptor, adaptation, pigmentation, Liolaemus
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Introduction

Body coloration in animals has long attracted the attention of evolutionary

biologists. To expand the understanding of color patterns is critical to

understand the connection between genotype and phenotype. The pigmentation

system is affected by selective forces such as crypsis, aposematism,

thermoregulation and sexual signaling, all of which drive variation in both

pigmentation and color pattern (Hoekstra 2006).

Most studies on animal pigmentation have focused on the melanin

system, in which specialized cells known as melanocytes produce either of two

pigments — eumelanin or pheomelanin — resulting in different tone and color of

skin, hair and feathers. A high concentration of eumelanin produces a dark

appearance, whereas pheomelanin usually results in a brown or reddish

phenotype (Skoglund and Héglund 2010).

With some exceptions, melanism involves the MC7R gene, which

encodes the melanocortin-1 receptor (Mundy 2005; Vidal et a/. 2010). Indeed,

numerous amino acid substitutions within the coding region of this gene have
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been reported a strong association with a surprisingly large number of

vertebrate species, including birds (Theron ef a/. 2001; Mundy 2005; Baiao ef

al. 2007), reptiles (Rosenblum et a/. 2004, 2009) and mammals (Ritland ef al.

2001; Eizirik et al 2003; Hoekstra 2006; Loehr et al. 2008). Other studies have

shown that MC7R does not seem to be involved in color differences (birds:

MacDougall-Shackleton ef al 2003 and Cheviron ef al 2006; reptiles:

Rosenblum ef al 2004; and mammals: Mundy and Kelly 2003; Hosoda ef al.

2005; Anderson et al. 2009).

In reptiles, melanophores produce only eumelanin, and therefore MC1R

activity might simply affect the amount of melanin produced. In spite of these

differences, changes in the production and dispersion of melanin granules are

ultimately responsible for changes in the dorsal color of reptiles (Rosenblum ef

al. 2004). Geographical variation in dorsal color is common in reptiles, and

selective pressures can often be inferred. In some cases, color variation

coincides with the different colors of the substrates (cryptic); while in other
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cases, color variation seems to be associated with different thermal

environments (Rosenblum ef a/. 2004; Clusella-Trullas ef al. 2008).

Lizards of the genus Liolaemus (Iguania: Liolaemidae) include species of

small to moderate-size (Etheridge 2000). They live in a variety of habitats, in

extensive areas of aeolian sand, including the coastal sand beaches of Chile,

Argentina, Uruguay and southeastern Brazil, and the sand flats and dune

systems scattered throughout much of the interior of Argentina and Chile

(Etheridge 2000). The genus is characterized by great ecological versatility, with

variable, often cryptic color patterns (Etheridge 2000; Silva and Verrastro 2007).

Liolaemus occipitalis is restricted to coastal sand dunes in the states of Santa

Catarina and Rio Grande do Sul, Brazil. It has a cryptic color pattern that makes

it inconspicuous in its background environment (Bujes and Verrastro 2006).

Liolaemus arambarensis is endemic to restingas (coastal dune forests) around

the Patos Lagoon in southern Brazil (Silva and Verrastro 2007). Liolaemus

occipitals is light-colored and lives on light sandy soils. The body color of L.

arambarensis is darker than that of L. occipitalis, the dunes where it lives
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consist of darker sand from the interior of the continent, and therefore its body

color is also cryptic (Verrastro ef al. 2003; Bujes and Verrastro 2006).

We examined sequence variations in a portion of the MC1R gene in
these lizard species, as an initial step for a genetic investigation of body
coloration. Our main question was whether the color differences between the
two species are caused by variation in the MC7R gene. If the same coloration
pattern occurs repeatedly across taxa, are the same genes responsible for the

similar pattern?

Materials and Methods

The samples were collected from across the ranges of both species. We

examined a total of 50 individuals of Liolaemus occipitalis, here termed “light”,

and 27 individuals of L. arambarensis, termed “dark” (Table 1). The number of

specimens of each species differed because of the wider distribution of L.

occipitalis.
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We designed primers for the MC7R gene using the sequence from

Phrynosoma platyrhinos (AY586114). The base pair numbers in the primer

names refer to nucleotide positions of the start codon in the lizard gene in

GenBank. The sequence was PCR-amplified using primers MC1R_F 220 5’-

TACTACTTCATCTGCTGCCTGGC-3’ and MC1R_R 870 5'-

GCATAAATGATGGGGTCCAC-3, under the following conditions: initial

denaturation cycle at 94°C for 3 min, 30 s at 94°C, 45 s at 61.5°C, and 60 s at

72°C (30 cycles), followed by a final 5-min extension period at 72°C. PCR

products were sequenced directly with the amplification primers, using an

ABI3730 automatic sequencer (Applied Biosystems). Potential heterozygous

sites were identified by visual inspection of the chromatograms, and confirmed

by sequencing the complementary strand. We aligned and translated to amino

acid sequences using Bioedit 7.0.9.0 (Hall 1999).

We calculated the number of variable sites, number of haplotypes,

haplotype diversity, and nucleotide diversity in the program DNASP v5 (Librado

and Rozas 2009). We tested for evidence of selection at MC1R by calculating
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Tajima’s D statistic and Fu’s neutrality test (FS) using ARLEQUIN 3.1 (Excoffier

et al. 2005). The sequences were deposited in GenBank under the following

accession numbers: MC1R (JF825310-JF825386).

Results

We amplified a portion (630 bp) of the coding region of the MC7R gene,

which includes all of the sites known to be involved in color variation in other

reptiles, and also includes most of the mutations known for vertebrates. Twelve

polymorphisms were observed, of which five were nonsynonymous (Table 1).

Five nucleotide polymorphisms were observed exclusively in Liolaemus

arambarensis (Table 1).

The substitution at amino acid site 88 from Glu>Ala occurred in 11

individuals of Liolaemus occipitalis (260, 261: Morro dos Conventos, Santa

Catarina — SC; 275, 276, 277, 278, 279, 280: Rio Grande - RS; 211, 212, 214:

Taim, RS) and three individuals of L. arambarensis (479, 481, 485: Arambaré,

RS); this change is from a negative polar amino acid to a neutral nonpolar

charged amino acid. Another substitution at site 93 from Val>Ala occurred for
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only one locality of L. occipitalis (309, 310, 311: Cidreira, RS), both were an

uncharged amino acid. At site 110 from Ser>Thr in three individuals of L.

occipitalis (210, 213, 215: Taim, RS), both were neutral polar. At site 293 from

Pro>Leu in individuals of L. occipitalis (456, 457, 458, 459: Praia da Garopaba,

SC) were an uncharged amino acid. At site 293, another substitution occurred,

from Pro>Thr (210, 211, 212, 213, 214, 215: Taim, RS; 907, 908, 909: Barra del

Chuy, Uruguay) and in three specimens of L. arambarensis (432, 434, 435:

Arambaré, RS), the change was from an uncharged amino acid to a neutral

polar amino acid (Table 1).

Seven polymorphic sites were variable among the light haplotypes,

whereas two sites were variable among the dark haplotypes (Table 1). The ratio

of variant to invariant sites was significantly different between light and dark

alleles (7/630 and 2/630, Fisher's exact test, P <0.01). The mean level of

nucleotide diversity among light alleles (pi= 0.0025) was higher than the

nucleotide diversity among dark alleles (pi = 0.0006) (Table 2). We did not

observe any predicted protein sequence that was unique for each species. We
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first determined Tajima's D statistic, a measure of the relationship between the

number of segregating sites (SNPs) and nucleotide diversity; tests of selection

by Tajima’s D statistic in L. occipitalis and L. arambarensis indicated non-

significant results (D= 0.981, p<0.02) (Table 2). Fu's FS test of neutrality is a

method to further evaluate the polymorphic patterns under population growth

and genetic hitchhiking. The values were not statistically significant for these

sand lizards (p>0.02), i.e., there was no deviation from neutrality (Table 2).

The MC17R haplotypes and the frequencies of the haplotypes in each

species are shown in Tables 1 and 2. Liolaemus occipitalis has 9 haplotypes,

H1-H9. Liolaemus arambarensis has 3 haplotypes, D1-D3. All haplotypes are

exclusive of a species (Figure 1,2). In a haplotype network, L. occipitalis

haplotype H1 formed a cluster with individuals of populations distributed

throughout the territory of the species (Figure 1). In L. arambarensis, the most

frequent haplotype, D1, was also present in all populations of the species

(Figure 2).
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DISCUSSION

In Liolaemus studied, a straightforward relationship between the variation

of MC1R gene and the color phenotypes was not observed. No common amino

acid replacement was found exclusively in L. arambarensis, the dark-colored

species, although exclusive nucleotide polymorphisms were found. Moreover,

known amino acid replacements associated with dark-colored phenotypes in

other lizard species were not found in this species (e.g., replacement sites in

168, 170 and 208; Rosenblum ef al. 2004; 2009).

Previous reports of the effects of MC7R gene in vertebrates, including

mammals, birds and reptiles with dark and light polymorphism (e.g., Ritland ef

al. 2001; Theron et al. 2001; Mundy et al. 2004; Rosenblum et al. 2009), have

found very strong associations between nonsynonymous single nucleotide

polymorphisms (SNPs) and color characteristics. For instance, in the Eastern

Fence Lizard (Sceloporus undulatus), Little Striped Whiptail (Aspidoscelis

inornata) and Lesser Earless Lizard (Holbrookia maculata), single point
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mutations for amino acids 168, 170 and 208, respectively, are strongly

associated with the degree of melanism (Rosenblum ef a/. 2009). Nevertheless,

we did not detect any association between the amino acid variation at MC1R

and the degree of melanism in sand lizards.

Many mutations of the MC1R protein associated with melanism are

located around the boundary of the second transmembrane domain and the

second extracellular loop, or the third transmembrane domain and third

extracellular loop (McRobie ef a/ 2009). In this position there is an acidic

domain where there is likely to be an interaction with the positively charged

arginine of the a-MSH (Garcia-Borron ef al. 2005; McRobie ef al. 2009). This

domain includes three acidic residue sites (Glu94, Asp117 and Asp121), which

are well conserved in the sequences of all vertebrate species, including the

sand lizards studied. In addition, this MC1R region is of great interest for

understanding the receptor behavior, because each mutation can have opposite

consequences according to electrostatic modification (Peterschmitt ef al. 2009).
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The ratio of the rates of nonsynonymous and synonymous substitution

(dN/dS) is widely used to test the selective neutrality of protein coding genes.

Most nonsynonymous substitutions are eliminated from populations by purifying

selection (Nakayama ef al 2008). However, we did not observe any

nonsynonymous substitutions associated with the differing color phenotypes in

sand lizards in the sequence region of MC1R. In view of the great diversity of

sites in MC1R that are potentially associated with changes in color, there is no

perceptible pattern of which sites are responsible for changes, much less

among species of the same group or between groups. Previous studies of

reptiles have found species with polymorphism in coloration and association

with the MC7R gene, and also species that did not show such an association

(Rosenblum ef al 2004). In species in which changes in the gene were

associated with the light/dark color, a single site of the protein was found to be

responsible. In other taxa such as birds and mammals (except for some cases

in which the same site of the protein is responsible for light/dark alterations in

different species), many substitutions are found in only one species, i.e., there
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is no consistent pattern of sites responsible for the formation of a particular

phenotype. The existence of different molecular bases for the same phenotype

in two different taxa provides strong evidence for convergent phenotypic

evolution on a relatively short time scale (Nachman ef a/ 2003). Different sites

are responsible for similar effects. However, previous studies, cited above, that

included 3D modeling have indicated certain regions of the protein as most

likely replacements, such as the region of the second and third transmembrane

domain or the second and third extracellular loop on the MC1R (McRobie ef al.

2009).

Whereas for some reptiles, gene activity is altered by the influence of the

mutation in the MC7R gene, in others, such as sand lizards, other genetic

variations may influence the phenotype, e.g., at one or more loci downstream of

MC1R. The results of this study encourage further analysis of the MC7R gene

and the factors that regulate the expression of the gene.

Forsman ef al/. (2008) proposed that color polymorphism may not only

increase the rate of sympatric speciation, but also enhance the rates of
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allopatric, peripatric and parapatric speciation by serving as a precursor to

geographical variation. This may have occurred in the speciation of the sand-

lizard group, as a result of natural selection for background color matching.

This study did not include analysis of noncoding regions (promoter region

and 3’ untranslated region) of the MC7R gene. Recently, mutations in regulatory

regions have been proposed as a mechanism to fine-tune phenotypes, because

mutations in specific cis-regulatory elements may alter the expression of a

protein in particular tissues, while preserving expression in others (Hoekstra

2006; Nakayama ef al. 2008). However, all known mutations in the MC7R gene,

many of which are adaptive, occur in the coding region, either as amino acid

changes or as small deletions (reviewed by Hoekstra 2006; Majerus and Mundy

2003). However, analysis of the noncoding region of MC7R and the other genes

associated with pigmentation may be another way to understand the

development of light/dark color in reptiles.

Hoekstra (2006) listed several genes that have been associated with

light-colored or albino phenotypes, suggesting that there are several ways to
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"lose" pigmentation; whereas for the "gain", until now, only the MC7R gene has

been associated, also indicating that the /MC7R gene has no pleiotropic effects.

Currently there are 368 described loci that act on pigmentation in vertebrates

(more than 150 cloned and 209 uncloned genes) (Oetting ef al 2009). It is

possible that many of these loci may be found in reptiles; however, to date no

studies have targeted this group.

In reptiles, the development of light/dark phenotypes might be aided by

adaptation to different environments. Melanism has evolved repeatedly in

vertebrates, likely driven by both natural and sexual selection so at the

polymorphism level, the MC7R shows nonneutral evolution (Hoekstra 2006;

Nakayama ef al/ 2008). First, consider that melanism is the occurrence of

individuals that are darker in pigmentation, either as polymorphisms within

species or as consistent variation between closely related species (True 2003).

Second, the role of melanism in ectotherms has often been difficult to

determine, and several hypotheses may explain its occurrence. Among these,

thermoregulation, cryptic coloration, aposematism, protection from ultraviolet
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radiation, disease resistance and sexual selection are the most prominent

(Clusella-Trullas ef al. 2008).

Moreover, melanistic diurnal species inhabit cooler areas than do lighter-

colored species; melanism confers greater fithess in cold climates; there is a

tradeoff between melanism and body size; and color, behavior and physiology

may evolve together, and are coadapted (Clusella-Trullas ef a/. 2008). Although

the coastal climate—-melanism association seems plausible, only a few authors

have provided data supporting the thermal-melanism hypothesis in these

regions (Clusella-Trullas ef al. 2008). We can deduce the influence of location

on the species of Liolaemus studied here, with wider seasonal temperature

variations in the continental than in the maritime areas. Thus, L/olaemus

arambarensis , which inhabits the interior of the continent, may have developed

a greater degree of melanization as a thermal-adjustment mechanism.

Liolaemus occipitalis, which inhabits the first line of dunes, i.e., in contact with

the ocean and with narrower temperature ranges, has a lesser degree of

melanization. Temperature influences the melanocyte-stimulating hormone,
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which affects melanin dispersion. Other studies have shown how visual features

such as size, contrast, configuration, texture and edges of background objects

influence the type of camouflage pattern adopted by species (Zylinski et al.

2009; Stuart-Fox and Moussalli 2009).

In reptiles, little is known about the genetic basis of pigmentation.

Rosenblum ef al (2004; 2009) investigated the molecular evolution of MC1R

and the adaptive function of color variation in seven species of squamate

reptiles, found association between mutations in the MC7R gene and color

variation in three species. Based on their results, we must discard the presence

of mutations in the MC7R gene that can be directly linked to the phenotype of

Liolaemus species. In the opposite it is affirmed that there is no single pattern of

change in MCT1R sites that is responsible for variation in the phenotype.

Furthermore, are vast possibilities that lead to variation in pigmentation in

reptiles showing the complex interaction of factors and mechanisms that act in

this group, encouraging us to search for ways to elucidate the genetic basis of

color in this group.
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Legends

Table 1. Distribution of sampling localities of specimens of Liolaemus occipitalis
and L. arambarensis. MC1TR haplotypes and sequence polymorphism in
nucleotide and amino acid sites. All L. arambarensis individuals are
monomorphic for five sites (273, 393, 399, 495, 867 nucleotide position).
Nucleotide sites and amino acid are numbered with reference to the
Phrynosoma platyrhinos MC1R sequence (AY586114).

'Liolameus occipitalis,

2[. arambarensis;

3SC - State of Santa Catarina , Brazil;

4RS - State of Rio Grande do Sul, Brazil;

SUY - Uruguay.

Table 2. Summary statistics of genetic variation and statistical tests of neutrality
for phased sequence data used in the study.

All results are given for the whole dataset and for Liolaemus occipitalis and L.
arambarensis subpopulations: N is the number of specimens, S is the number
of segregating sites, d is the nucleotide diversity, h is the number of haplotypes,
Hd is nucleotide diversity, D is Tajima’s test of neutral model, and Fs is Fu’s Fs

test of neutral model, P<0.02.
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Figure 1. MCT7R haplotype network of Liolaemus occipitalis. Circle areas are
proportional to sample sizes. Each line segment represents a single

substitution.

Figure 2. MC1R haplotype network of Liolaemus arambarensis. Circle areas are
proportional to sample sizes. Each line segment represents a single

substitution.



Table 1. Sampling localities of specimens of Liolaemus occipitalis and L. arambarensis. MC1R haplotypes and sequence polymorphism in nucleotide
and amino acid sites. All L. arambarensis individuals were monomorphic for five sites (273, 393, 399, 495, 867 nucleotide position). Nucleotide sites

and amino acid are numbered with reference to the Phrynosoma platyrhinos MC1R sequence (AY586114).

Nucleotide sites Amino acid
sites
2 2 2 3 3 3 4 4 5 8 8 8 8 9 1 2
. . . Haplotypes 6 7 7 2 9 9 7 9 2 6 7 7 8 3 1 9
Species  Population Specimens > 388 39 1 518 7 7 8 0 3
L.occt Praiados Ingleses, SC’ 465-468 H1 A CTTGT CGT CTATCSTC E VvV S P
Praia da Joaquina, SC 267-269,273 H2 A C . .
Praia da Garopaba, SC 456-459 H3 . : . T . L
Morro dos Conwventos, SC 261, 260 H4 C A C A
Torres, RS* 246-248,252 H2 . A C .
Cidreira, RS 309-311 H5 C A
Mostardas, RS 298-300, 306 H1
Séo José do Norte, RS 234-236,242 H1 : .
Rio Grande, RS 275-280 H6 C . A .
Taim, RS 210, 213, 215 H7 : A . . T
211,212,214 H8 C A A T
Chui, RS 289-291 H1
Valizas, UY® 904-906 H1 . :
Barra del Chuy, UY 907-909 H9 . . . A T
L.ara.2 Tapes, RS 431,433,436-440 D1 T T T T G . .
432,434, 435 D2 T T T T G A T
Arambaré, RS 477,478, 480,482- D1 T T T T G
484, 489
479, 481, 485 D3 CT T T T G A
Barra do Ribeiro, RS 811-815,850,851 D1 . T . .. T T . T . G . |
Codon position 2 3 2 1 3 3 3 3 3 3 1 2

1Liolameus occipitalis; 2L. arambarensis;3SC - State of Santa Catarina, Brazil;*RS - State of Rio Grande do Sul, Brazil; *UY — Uruguay.
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Table 2. Summary statistics of genetic variation and statistical tests of neutrality for phased sequence data used in the
study.

Species N S I1 H Hd D Fs

L. occipitalis 50 7 0.00250 9 0.813

L. arambarensis 27 2 0.00065 3 0.384

MCIR gene 77 0.981 -0.679

All results are given for the whole dataset and for Liolaemus occipitalis and L. arambarensis subpopulations: N is the
number of specimens, S is the number of segregating sites, m is the nucleotide diversity, h is the number of haplotypes,
Hd is the nucleotide diversity, D is Tajima’s test of neutral model, and Fs is Fu’s Fs test of neutral model, P<0.02.

53



Figure 1. MC1R haplotype network of Liolaemus occipitalis. Circle areas are proportional to sample sizes. Each line segment represents a single substitution.
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Figure 2. MC1R haplotype network of Liolaemus arambarensis. Circle areas are proportional to sample sizes. Each line segment represents a single substitution.

D3
® Barra do Ribeiro - RS

@ Tapes- RS
D2 @ Arambaré - RS

— @

54



55

DISCUSSAO GERAL

6.1. Polimorfismos MC1R em répteis

Nos lagartos analisados ndo foi observada relacdo direta entre a variacdo do gene
MCI1R e a coloracdo do corpo. Nao foram observadas substituicdes de aminoacidos
exclusivas na espécie de Liolaemus arambarensis que apresenta coloracao escura, embora,
ocorram nucleotideos exclusivos. Além disso, substituicbes de aminoacidos conhecidas e
associadas com o fendtipo de coloragdo escura em outras espécies de lagartos ndo foram
observadas em Liolaemus (i.e., substituicdo nos sitios 168, 170 e 208 do gene MCL1R)
(Rosenblum et al., 2004; 2009).

Estudos prévios sobre efeitos causados por alteracbes do gene MCIR em
vertebrados incluindo mamiferos, aves e répteis com coloracédo clara/escura (e.g. Ritland et
al. 2001; Theron et al. 2001; Mundy et al. 2004; Rosenblum et al., 2009) demonstraram
forte associacdo entre polimorfismo de Unico nucleotideo (SNPs) e a caracteristica de cor.
Por exemplo, em Eastern Fence Lizard (Sceloporus undulatus), Little Striped Whiptail
(Aspidoscelis inornata) e Lesser Earless Lizard (Holbrookia maculata) mutacdes unica nos
sitios de aminoacidos 168, 170 e 208, respectivamente, estdo fortemente associadas com o
grau de melanismo (Rosenblum et al., 2009). No entanto, ndo foi detectada nenhuma
associacdo entre a variacdo de aminoécidos codificados pelo gene MC1R e o grau de
melanismo dos lagartos Liolaemus estudados. Cabe lembrar que o principal efeito relatado
em alteracfes no gene MC1R (supressdo ou mutacdo de perda de fungdo) esté relacionado
com producdo exclusiva de feomelanina, ou seja variantes de coloracdo amarelo-vermelho

(Vidal et al. 2010).
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6.2 Localizacdo dos polimorfismos do gene MC1R em vertebrados

Muitas mutacdes do gene MCIR associadas ao melanismo codificam aminoécidos
que estdo localizados entre o segundo dominio transmembranar e a terceira al¢a
extracelular da proteina MC1R (McRobie et al., 2009). Este € um dominio acido onde ha
provavelmente interagdo com a arginina positivamente carregada da o-MSH (Garcia-
Borron et al., 2005; McRobie et al., 2009). Este dominio inclui trés sitios de residuos
acidos (Glu94, Aspll7 e Aspl21) conservados nas sequéncias de especies de vertebrados,
incluindo as espécies deste estudo. Além disso, esta regido da proteina MC1R é de grande
interesse para a compreensdo do comportamento do receptor, porque cada mutacdo pode
ter consequéncias opostas, de acordo com a modificacdo eletrostatica (Peterschmitt et al.,
2009).

Este estudo ndo incluiu analise das regides ndo-codificadoras (regido promotora e
regido ndo-transcrita 3') do gene MC1R. Recentemente, mutacdes em regides regulatorias
tém sido propostas como um mecanismo sintonia-fina de fendtipos uma vez que mutagdes
em determinadas regides cis-regulatérias podem alterar a expressdo de uma proteina
especifica nos tecidos, preservando a expressdo de outras (Hoekstra, 2006; Nakayama et
al., 2008). No entanto, todas as mutagcdes conhecidas no gene MC1R, muitas das quais
adaptativas, ocorrem na regido codificante, quer como mudancas de aminoacidos ou
pequenas delecbes (Hoekstra, 2006; Majerus e Mundy, 2003). Isso ndo descarta a analise
da regido ndo-codificante do MC1R, ao contrario, ainda fomenta que sejam estudados
outros genes associados com a pigmentacdo dando suporte para outra forma de entender a

coloracdo em répteis.
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Em Hoekstra (2006) estdo listados alguns genes que tém sido associados com a
coloragdo clara ou fendtipo albino, sugerindo que hd varias maneiras de se "perder” a
pigmentacdo, enquanto que para o "ganho", até agora, apenas o gene MC1R tem sido
associado, indicando também que o gene MC1R ndo possui efeitos pleiotropicos. Além
disso, atualmente h& 368 locis descritos atuando na pigmentacdo em vertebrados (mais de
150 genes clonados e 209 genes ndo-clonados) (Oetting et al., 2009) e é possivel que
muitos destes loci possam ser encontrados em répteis, no entanto, até 0 momento, ndo ha

estudos direcionados para este grupo.

6.3. Mutacgdo responsavel por fenotipo ndo segue padrédo

A relacdo entre as taxas de substituicdo sindbnimas e ndo-sindnimos (dS / dN) é
amplamente utilizada para testar a neutralidade seletiva de genes codificadores. A maioria
das substituicdes ndo-sinbnimas sdo eliminadas da populacdo por sele¢do purificadora.
(Nakayama et al., 2008). No entanto, ndo foram visualizadas quaisquer substitui¢cGes nao-
sinbnimas do gene MCI1R associadas com fendtipos distintos nas espécies estudadas. Ao
observarmos a grande diversidade de sitios da proteina MC1R potencialmente associados
com mudancas na coloracdo notamos ndo haver um padrdo de quais sitios sdo responsaveis
pela variacdo, tampouco entre as espécies do mesmo grupo ou entre grupos. Nos répteis, ja
estudados, foram observadas espécies com polimorfismo na coloracdo associado ao gene
MCI1R, como também espécies em que estd associagdo ndo foi encontrada (Rosenblum et

al., 2004).
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Nas espécies de répteis que foram associadas alteracbes no gene com cor
clara/escura percebe-se um Unico sitio da proteina responsavel por esta agdo. Em outros
grupos, como aves e mamiferos - com excecdo de alguns casos em que 0 mesmo sitio da
proteina foi responséavel por alteragfes claro/escuro para as diferentes espécies: evolugdo
paralela - muitas das substituicdes sdo encontradas em apenas uma espécie, ou seja, ndo
existe um padrdo para os sitios responsaveis pela formacao de um fenétipo. A distinta base
molecular para o0 mesmo fenotipo de dois taxons diferentes fornece fortes evidéncias para a
evolucdo fenotipica convergente num espaco de tempo relativamente curto (Nachman et
al., 2003), ou seja, diferentes sitios s&o responsaveis por efeitos semelhantes. No entanto,
estudos ja citados anteriormente, que incluiram modelagem 3D, apontaram que
determinadas regides da proteina sdo mais provaveis de substituicdes, como é o caso da
regido do segundo e terceiro dominio transmembrana e a segunda e terceira alca
extracelular da proteina MC1R (McRobie et al., 2009). Enquanto que em alguns répteis a
atividade dos genes € alterada por influéncia da mutagdo, em outros, como 0s neste estudo,
diferentes variagfes genéticas ou genes podem influenciar o fenotipo.

Forsman et al. (2008) propds que o polimorfismo de cor pode ndo s6 promover a
taxa de especiacao simpéatrica, mas também incrementar as taxas de especiacdo alopatrica,
peripatrica e parapatrica, servindo como um precursor para a variacdo geogréafica. 1sso
pode ter ocorrido como processo de especiacdo do grupo de Liolaemus, como resultado da

selecdo natural para a cor do substrato.
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6.4. A influéncia de outros fatores sobre a coloracédo

Os fendtipos claro/escuro podem ser impulsionados pela adaptacdo a diferentes
ambientes nos répteis. Ao nivel polimorfico, o gene MC1R demonstra evolugdo ndo neutra
0 que pode refletir a selecdo natural e sexual sobre fendtipos de pigmentacdo em varias
espécies animais (Mundy et al., 2004; Hoekstra, 2006; Nakayama et al., 2008).
Primeiramente é preciso lembrar que melanismo se refere a ocorréncia de individuos que
sdo mais escuros na pigmentacdo ou com polimorfismos dentro da espécie ou como
variacdo consistente entre espécies estreitamente relacionadas (True, 2003). Em segundo
lugar, o papel de melanismo em ectotérmicos tem sido muitas vezes dificil de determinar
uma vez que ha varias hipoOteses que podem explicar a sua ocorréncia. Entre estas, a
coloracdo da termorregulacao, cripsis, aposematismo, protecao contra radiacao ultravioleta,
resisténcia a doencas e a selecdo sexual sdo as mais proeminentes (Clusella-Trullas et al.,
2008).

Além disso, espécies melanicas diurnas habitam areas mais frias do que as espécies
de coloracdo mais clara, compreendido como resposta a climas frios. Além disso hd uma
compensacdo entre melanismo e tamanho do corpo, comportamento e fisiologia de modo
que podem evoluir em conjunto, coadaptadas (Clusella-Trullas et al., 2008). Embora a
associacdo do melanismo de clima costeiro pareca plausivel, poucos autores tém fornecido
dados que apoiam a hipétese de melanismo térmico nessas regides (Clusella-Trullas et al.,
2008). Pode-se especular sobre a influéncia da continentalidade sobre as espécies de
Liolameus estudadas. Conforme conceito, ambientes localizados no interior do continente
possuem maiores amplitudes térmicas em relacdo aos ambientes costeiros — influenciados

pela maritimidade (Grinsted et al., 2006). O maior grau de melanizacdo da espécie L.
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arambarensis (fendtipo escuro) que habita solos de interior do continente poderia ocorrer
como mecanismo de ajuste térmico. Enquanto L.occipitalis (fen6tipo claro), que habita a
primeira linha de dunas, ou seja, em contato com 0 oceano, onde ocorrem menores
amplitudes térmicas possui menor grau de melanizagdo. Assim, podemos considerar a
ocorréncia da acdo da temperatura sobre a coloracdo, uma vez que ela influéncia o
hormonio estimulante dos melanocitos (a-MSH), afetando a disperséo de melanina.

Nos répteis, pouco se sabe sobre a base genética de pigmentacdo. Entretanto alguns
estudos foram iniciados por Rosenblum et al. (2004, 2009) os quais investigaram a
evolucdo molecular do gene MCI1R e a funcdo adaptativa da variacdo da coloragdo em sete
especies de Squamata. Na espécie Sceloporus undulates (Western Fence Lizards) a
coloracdo foi relacionada a cor do substrato (coloracdo criptica) — o fendtipo escuro
observado no substrato de coloracdo escura e o fenotipo claro em substrato claro. Outros
estudos tém demonstrado que recursos visuais, tais como o tamanho, contraste,
configuracgéo, textura e bordas dos objetos de fundo podem influenciar o tipo de padréo de
camuflagem que podem ser adaptadas pelas espécies (Zylinski et al., 2009; Stuart-Fox e
Moussalli 2009).

Diante dos resultados obtidos descarta-se a presenca de mutagdes no gene MC1R
que possam ser diretamente associadas ao fendtipo das espécies estudadas. Em oposto faz-
se afirmacdo de ndo haver um padrdo Unico de alteracdes dos sitios da proteina MC1R
responsaveis pela variagdo no fendtipo. Igualmente, sdo amplas as possibilidades que
levam a variacdo da pigmentacdo em répteis, demonstrando a complexidade de fatores e
interacdes de mecanismos que agem nesse grupo, instigando a partir desse passo a busca

por caminhos que auxiliem na elucidacao da base genética da coloracao desse grupo.
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