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RESUMEN
Con el objetivo de ampliar el conocimiento citogenético de los anfis-
bénidos, describimos el cariotipo y la localizacién de los organizado-
res nucleolares de Amphisbaena kingii'y analizamos los resultados en
el contexto de una filogenia molecular reciente. Las preparaciones
cromosémicas obtenidas a partir de epitelio intestinal y testiculo
fueron tefidas con coloraciéon convencional y argéntica. El nimero
diploide es 26, el mas bajo conocido para los Amphisbaenia. La tin-
cion Ag— NOR revelé la localizacién de los organizadores nucleolares
en la regién telomérica del par 3. Los macrocromosomas tienen la
misma longitud relativa que A. darwini, A. trachura y A. heterozonata
y la posicién del NORs es un caracter compartido con A. microcepha-
lum. A. kingii integra un clado formado por especies que poseen 12

macrocromosomas bibraquiados.
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ABSTRACT
Chromosomes and nucleolar organizer regions in Amphisbaena
kingii (Bell, 1833) (Squamata: Amphisbaenidae) of the North of Ar-
gentina. We analyzed the karyotype of Amphisbaena kingii in order
to increase the cytogenetic information of Amphisbaenia. Chromo-
some spreads from intestinal epithelium and testes were studied
after conventional Giemsa and Ag-NOR staining. A diploid number
of 26 and Ag—NOR on macrochromosomes pair 3 were found. Rela-
tive length of macrochromosomes is similar to those of A. darwini, A.
trachura and A. heterozonata while NORs position is the same as A.
microcephalum. A. kingii belongs to a clade that includes species with

12 biarmed macrochromosomes.
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INTRODUCCION

Amphisbaenia o “viboritas de dos cabezas” es un linaje monofilético de reptiles fosoria-
les distribuidos en el sur de Europa, norte de Africa, Asia Menor, América e Islas del Cari-
be (Vidal et al,, 2007). Aquellos de América del Sur estan reunidos en una Unica familia,
Amphisbaenidae, que comprende dos géneros: Mesobaena con M. huebneriy M. rhachi-
cephala'y Amphisbaena con 165 especies (Uetz, 2012). De este total, en general usando
como muestra un Unico ejemplar sélo el 13 % fueron analizadas citogenéticamente.
Desde este punto de vista, Amphisbaena es el clado mas diverso entre los Amphisbae-
nia (Gans, 1978) y los caracteres del cariotipo revelados con coloracién convencional y
Ag-NOR son considerados filogenéticamente informativos (Cole & Gans, 1987; Laguna
et al,, 2009). El rango de nimeros diploides varia entre 2n= 26 a 50 y los ndmeros fun-
damentales entre 42 a 64 (Huang et al., 1967; Huang & Gans, 1971; Becak et al,, 1972;
Cole & Gans, 1987; Hernando, 2005; Laguna et al., 2009; Falcione & Hernando, 2010). La
condiciéon primitiva para los Amphisbaenia, un cariotipo formado por 2n= 12 macro-
cromosomas (M) y 22 o 24 microcromosomas (m) (Cole & Gans, 1987), esta presente en
A. caeca, A. fenestrata, A. manni, A. microcephalumy A. xera (Huang et al., 1967; Huang
& Gans, 1971; Hernando, 2005). La posicién de los organizadores nucleolares conocida
en seis especies (A. bolivica, A. heterozonata, A. hiata, A. mertensi, A. microcephalumy A.
ridleyi) muestra una localizacién especie especifica del NOR. Sélo en A. ridleyi se detec-
taron sefales en regiones teloméricas a través de hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH) (Laguna et al., 2009).

La reciente hipétesis filogenética molecular de Mott & Vieites (2009) plantea una evo-
lucién homoplasica de los caracteres morfolégicos usualmente utilizados en la diagno-
sis de los anfisbénidos de América del Sur. En este contexto, los caracteres del cariotipo
cuando se contrastan como caracteres independientes y dependiendo del nivel de ana-
lisis, pueden contribuir a inferir tanto la relacién entre los anfisbénidos sudamericanos
como su evolucidon cromosémica. Por ello, con el objetivo de ampliar el conocimiento
citogenético de estos reptiles, analizamos el cariotipo y la localizacién de los organiza-
dores nucleolares de Amphisbaena kingii, comparamos los caracteres cuantitativos de
los macrocromosomas con otras especies del género y evaluamos nuestros resultados
en un contexto filogenético. Amphisbaena kingii es un taxén que posee el crdneo com-
primido lateralmente y segun la hipétesis de Mott & Vieites (2009), integra un clado
con A. darwini, A. lesserii, A. munoai'y A. angustifrons, especies con cabeza redondeada.
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MATERIALES Y METODOS

Se analizaron seis adultos (cuatro machos y dos hembras) de A. kingii recolectados en la
localidad de Napenay (26°42'97"S; 60°36'34"0) Departamento Independencia, Provincia
del Chaco (Argentina). Los ejemplares estan depositados en la Coleccién Herpetoldgica
Corrientes de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNEC), Corrientes (Argentina) iden-
tificados con los siguientes nimeros: 08371, 08373 (9), 08372,08374, 08375, 08376 (J).

Los individuos fueron pretratados con colchicina al 0,1 %. Se obtuvieron las prepara-
ciones cromosdémicas a partir de un homogeneizado de epitelio intestinal y de células
testiculares (Kezer & Sessions, 1979). Fueron coloreadas con una solucién de Giemsa
(pH 6,8) y tratadas segun la técnica de Howell & Black (1980). Medimos 15 metafases de
tres individuos machos y una hembra usando el software libre MicroMeasure, version
3.3 (Reeves & Tear, 2000). Para comparar con otras especies del género, calculamos la
proporcién entre los brazos (r) y la longitud relativa de los macrocromosomas (LR). Para
describir el cariotipo se siguio la propuesta de Peccinini-Seale (1981): 2n= nUmero de
macrocromosomas metacéntricos/submetacéntricos + nimero de macrocromosomas
subtelocéntricos/acrocéntricos + nimero de microcromosomas.

RESULTADOS
El cariotipo de A. kingi presentd 2n= 26, 12 + 0 + 14, todos los macrocromosomas fue-
ron metacéntricos y cada par se distinguié por su longitud. Fueron identificados cin-
co pares de microcromosomas como bibraquiados (Fig. 1a). En 22 células testiculares
contabilizamos seis macrobivalentes y siete microbivalentes (Fig. 1b). No observamos
constricciones secundarias ni diferencias entre los cariotipos de machos y hembras.
Asimismo, identificamos la localizaciéon de los organizadores nucleolares en posicién

terminal en el par 3 (Fig. 2).
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Figura 1. (A) Cariotipo de Amphisbaena kingii coloreado con Giemsa (2n = 26, 12 + 0+ 14).
(B) Célula meidtica de testiculo de A. kingii mostrando 13 bivalentes.
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Figura 2. Metafase intestinal de A. kingii con Ag—NOR en el par 3 (se indica con una flecha).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se confirmo el cariotipo de A. kingii 2n= 26, 12 + 0 + 14, previamente descripto a partir
de siete metafases de un uUnico ejemplar recolectado en Tramandai (Brazil) (Huang &
Gans, 1971). Estos autores, a diferencia de nuestros resultados, describieron el par 1
como submetacéntrico y de tamafio similar al par 2.

Con sélo 21 taxones analizados, el género Amphisbaena es remarcable por su varia-
bilidad cromosémica (Gans, 1978). Hasta el momento, se describieron una especie poli-
morfica (A. dubia) y 13 férmulas cariotipicas de las cuales nueve son especie especificas
(Tabla 1). Cinco férmulas estan caracterizadas por poseer seis pares de macrocromoso-
mas metacéntricos y submetacéntricos y entre 7 a 12 pares de microcromosomas. En
las restantes formulas, el rango de ndmeros diploides estd comprendido entre 38 y 50
con nimero variable de macrocromosomas uniy bibraquiados y de microcromosomas
(Huang etal, 1967; Huang & Gans, 1971; Laguna et al,, 2009; Falcione & Hernando, 2010).

Amphisbaena kingii tiene un cariotipo distintivo por el nimero diploide (2n= 26), el
mas bajo conocido para Amphisbaenia debido al reducido nimero de microcromo-
somas (siete pares). Con respecto a los macrocromosomas, A. kingii comparte con 11
especies de Amphisbaena una férmula cariotipica con seis pares de macrocromosomas
bibraquiados. En A. kingii, A. darwini, A. trachura y A. heterozonata los macrocromoso-
mas son metacéntricos y tienen un tamano relativo similar (Tabla 2).

La formula frecuentemente observada en los Amphisbaenia y considerada la condi-
Cién primitiva es 2n=12 + 0 + 22 0 24 m (Huang & Gans, 1971; Cole & Gans, 1987). Asu-
miendo esta hipdtesis, el cariotipo de A. kingii posee condiciones primitivas (nUmero

y morfologia de los macrocromosomas) y derivadas (niUmero de microcromosomas).
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Entre las especies con 12 macrocromosomas bibraquiados y analizadas con tincién
argéntica, A. heterozonata tiene regiones Ag-NOR positivas en los pares 1, 3 y 4, A.
hiata posee un Unico par cromosémico portador de organizadores nucleolares (par
4) mientras que A. microcephalum y A. kingii comparten la localizacion telomérica en
el par 3 (Hernando, 2005). Entre las especies con macrocromosomas acrocéntricos, en
A. bolivica y A. mertensi el par portador del NOR es de tamaifo mediano mientras que
en A. ridleyi corresponde al par 2, en ambos casos en la region telomérica (Hernando,
2005; Laguna et al., 2009; Falcione & Hernando, 2010). Esta variabilidad sugiere que los
Ag-NORs son marcadores filogenéticamente informativos y deberian considerarse en
estudios cromosémicos sobre anfisbénidos (Laguna et al., 2009).

Férmulas cariotipicas Especies
26=124+0+14 A. kingii
25=1243+10 A. dubia
26=12424+12
27 =124+1+14
28=1240+16
30=12+0+18 A. heterozonata, A. angustifrons,

A. darwini, A. hiata, A. trachura

32=12+0+20 A. microcephalum
34=12+0+22
36 =12+0+24 A. xera, A. manni,

A. caeca, A. fenestrata

38=14+8+16 A.alba

40 =6+12+22 A. mertensi

44 =0+24+20 A. bolivica
44=2+20+22 A. vermicularis
44 =4420+20 A. camura

46 =14+4+28 A. ridleyi

48 =6+16+26 A. fuliginosa

50 =8+14+28 A.innocens, A. leberi

Tabla 1. Férmulas cariotipicas conocidas para el género Amphisbaena.
Fuente bibliogréfica: Huang et al. (1967), Huang & Gans (1971), Becak et al. (1972), Cole & Gans (1987),
Hernando (2005), Laguna et al. (2009), Falcione & Hernando (2010) y este trabajo.
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Pares de Especies
macrocro= A. kingii A. darwini A. trachura A. heterozonata
mosomas

LR + DE r+DE LR r LR r LR r
2 2083+£130 1,2+0,12 222 119 219 1,25 24 11
3 18,01£050  13+0,12 166 1,18 176 1,18 164 1,26
4 1565+0,73  1,12+0,07 151 1,2 152 1,19 153 1,15
5 1254068  1,09+0,05 12,7 1,09 120 1,15 128 1,12
6 9,13+£082  1,13+0,08 95 1,10 90 113 96 1,12

Tabla 2. Comparacion de la longitud relativa (LR) y proporcién de brazos (r) de A. kingii con otras especies
de Amphisbaena. DE: desviacién estandar. Fuente bibliografica: Huang et al. (1967) y este trabajo.

La filogenia molecular de Mott & Vieites (2009) incluye en el andlisis 10 especies de
Amphisbaena con cariotipo conocido. En la hipotesis de estos autores, el clado que in-
tegra A. kingii comprende taxones con 12 macrocromosomas bibraquiados (A. darwini,
A. angustifrons junto a A. microcephalum); en otro clado estédn agrupadas A. fuliginosa,
A. vermicularis, A. bolivica, A. camura y A. alba, especies con mayor nUmero macrocro-
mosomas uniy bibraquiados mientras que A. mertensi forma parte del linaje mas diver-
gente de anfisbénidos sudamericanos (Fig. 3).

Los datos obtenidos a partir de coloracion convencional sugieren que las diferencias
en el ndmero de macrocromosomas involucran fisiones céntricas (Cole & Gans, 1987).
Sin embargo, para establecer homeologias e inferir los reordenamientos cromosémicos
que ocurrieron en la evolucion de los anfisbénidos sudamericanos es necesario el anali-
sis de un mayor nimero de especies y de sus patrones de bandas.
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— A. cunhai

L A mertensi
— A. brasiliana

L A.fuliginosa
A. ignatiana
—— A. kraoh

L A saxosa

—— A. roberti

L A vermicularis
A bolivica

L A camura

A.alba

2n=40(6+12+22)

2n =48 (6+16+26)

2n=44(2+20+22)
2n =44 (0+24+20)

2n =44 (4+20+20)

2n =38 (14+8+16)

Amphisbaena sp.
_lj[ Amphisbaena sp.
A.anomala

— A. caeca 2n=136(12+0+24)

| A. schimidti
____ A hastata

L A cuiabana

A. anaemariae
' | A. silvestri
A. leeserii

A. darwini 2n=30(12+0+18)
A. munoai

L A kingii 2n=26(124+0+14)

A.angustifrons ~ 2n=30(12+0+18)
Amphisbaena sp.
|: A. polystegum
E A. microcephalum  2n = 32-34 (12+0+20-22)

A. infraorbitale

Figura 3. Relaciones filogenéticas entre especies de Amphisbaena segtin Mott & Vieites (2009)
incluyendo la informacidn cariotipica disponible.
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