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RESUMO: Este estudo investigou o caridtipo de duas espécies de lagartos da regido do Baixo Tocantins, estado do Para:
Copeoglossum nigropunctatum (2n = 30) e Thecadactylus rapicauda (2n = 44), com foco na distribui¢do de sequéncias
repetitivas. Utilizando a técnica de Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH), foram aplicadas sondas teloméricas e de
microssatélites (CAG)i, (CGG)10 ¢ (GAG)10. Os resultados revelaram padrdes distintos de marcagdo entre as espécies,
com acumulos especificos em regides distais, centroméricas e associadas as regides organizadoras de nucléolos. As
diferencas observadas sugerem que essas sequéncias repetitivas desempenham papéis importantes na estrutura,
estabilidade e evolucdo cromossdmica dos lagartos. Este estudo reforca o papel da citogenética molecular para
compreender a diversidade e evolucdo genética da fauna amazonica.
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INTRODUCAO

A Amazodnia é o maior bioma do Brasil e abriga uma grande diversidade de vertebrados (Chiarello et al.,
2008), e dentre eles os lagartos que pertencem ao grupo Sauria (Vitt ef al., 2008). Estudos para o conhecimento
da riqueza genética desses animais sdo pouco realizados na Amazodnia, implicando em lacunas no conhecimento
evolutivo e filogenético dos mesmos. Os lagartos tém sido amplamente utilizados como organismos modelo em
estudos ecologicos, morfologicos, sistematicos, genéticos e citogenéticos visando conhecer os padroes de
distribuicdo das espécies, identificacdo taxondmica, conhecimento da filogenia e da diversidade genética e
composi¢ao cariotipica, fornecendo informagdes relevantes sobre a biologia destas espécies (Pianka; Vitt, 2003).

Sequéncias repetitivas constituem grande parte do material gendmico da maioria dos organismos € sao
caracterizadas pela ocorréncia de segmentos de tamanhos variados repetidos milhdes de vezes no genoma
(Griffiths et al., 2006) podendo ser sequéncias repetidas in tandem, familias multigénicas, DNA satélites,
microssatélites e elementos transponiveis (TE). Essas por¢des do genoma oferecem informagdes importantes
sobre a evolucdo cariotipica de eucariotos implicando na resolu¢do de questdes evolutivas, genOmicas e
sistematicas, uma vez que o envolvimento de inumeras sequéncias repetitivas em processos importantes como,
controle da expressdo génica, reparo do DNA, diferenciacdo de cromossomos sexuais € supranumerario
(cromossomos B) ¢ observado em diversos estudos (Kidwell; Lisch, 2000).

O estudo destas sequéncias em lagartos sdo poucos realizados através da abordagem da citogenética
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molecular, o que leva a um déficit no conhecimento dos tipos de sequéncias presentes no genoma desses
animais ¢ de suas respectivas localiza¢cdes. Sendo assim, este trabalho busca analisar a distribuicdo de
sequéncias repetitivas no caridtipo de trés espécies de lagartos ocorrentes na regido do Baixo Tocantins, afim de
inferir dados adicionais de citogenética molecular para estes grupos.

METODOLOGIA

Para este trabalho, foram utilizadas duas espécies de lagartos, sendo eles: Copeoglossum
nigropunctatum e Thecadactylus rapicauda, coletadas através de expedicdes em 4reas rurais e ribeirinhas do
municipio de Abaetetuba-PA, onde foram instaladas armadilhas de interceptagdo e queda (Pitt falls), sendo
posteriormente encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Molecular e Evolu¢ao (LABEM) do Instituto Federal
do Para, campus Abaetetuba. As preparacdes cromossomicas foram obtidas através dos procedimentos descritos
por Ford e Hamerton (1956), com modificacdes para obtencdo de metafases mitoticas a partir de intestino,
medula 6ssea e baco. Para Bandeamento C, foi seguido o protocolo desenvolvido por Sumner (1972), com
modificacdes. Os experimentos de Hibridiza¢do in situ fluorescente (FISH), seguiram os procedimentos
previamente descritos por Yang ef al. (1995) e Kubat ef al. (2008), utilizando sondas de sequéncias Teloméricas
(TTAGGG), e sequéncias de microssatelites - (CAG)io, (CGG)io e (GAG)1o, respectivamente. As sondas
teloméricas foram obtidas a partir de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), usando primers especificos,
enquanto que as sondas de microssatélites foram obtidas comercialmente e marcadas diretamente com Cy3 na
regido terminal durante sua sintese (Sigma, St. Louis, MO, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO
C. nigropunctatum apresentou 2n= 30, sendo seu cariotipo constituido predominantemente por
cromossomos metacéntricos € submetacéntricos, com as regides de Heterocromatina Constitutiva sendo
evidenciadas nas regides distais e centroméricas, enquanto 7. rapicauda apresentou 2n=44 e predominancia de
cromossomos telocéntricos e acrocéntricos. As marcacdes de FISH evidenciaram padrdes especificos para cada
espécie. As sequéncias teloméricas hibridizaram nas regides distais dos cromossomos para ambas as espécies,
destacando padrao de conservagdo para os grupos em questao.

Para C. nigropunctatum, as sequéncias de microssatélites (CAG)io ndo apresentaram acumulo
especifico, estando dispersos por todos os cromossomos. Esse padrao disperso pode ser decorrente da auséncia
de cromossomos sexuais bem definidos nesta espécie, uma vez que as sequéncia do tipo (CAG)10 geralmente
estdo associadas a cromossomos sexuais em outras espécies. As sequéncias (CGQG)1o apresentaram marcagoes
em cluster, coincidindo com marcagdes da Regido Organizadora de Nucléolos (NOR), demonstrando uma
correlacdo direta deste elemento repetitivo com a NOR, padrdo de marcagdo também pode ser observado em
outros grupos de répteis. Por sua vez, (GAG)io apresentou acumulo nas regides distais de alguns
macrocromossomos € microcromossomos podendo ser decorrentes de diversos fatores, como alto conteido
génico dos microcromossomos, que em sauropsideos geralmente sdo mais ricos em pares de bases GC,
levando essas sequéncias a se concentrarem mais fortemente nesses cromossomos, ao passo que GAG é uma
sequéncia que pode desenvolver papel regulatério no genoma (Srikulnath et al., 2021).

Para T. rapicauda as sequéncias de microssatelites (CAG)10, (CGG)10 € (GAG)10 mostraram marcagoes
nas regides distais de todos os cromossomos. Esses padroes de marcagdes ¢ caracteristico para a espécie que
pertence a um grupo basal, além de ser encontrado em outras espécies de Squamata, sugerindo que o acimulo
de sequéncias repetitivas especificamente na regido terminal e subterminal estdo relacionadas a um papel
fundamental na estabilizagdo e funcionamento cromossémico, um fenomeno comum nos caridtipos desses
animais (Pokorna et al., 2012)
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CONCLUSOES

Nossos resultados reforcam que o uso de sequéncias repetitivas representa uma alternativa viavel para
estudos de diversidade de lagartos. Os dados obtidos neste estudo sdo de grande importancia para o
conhecimento do processo carioevolutivo das espécies de lagartos ocorrentes na regido do Baixo Tocantins,
sendo necessario a utilizagdo de outras ferramentas, moleculares que poderdao revelar uma maior diversidade
gendmica e gerar novos conhecimentos sobre a evolucao cariotipica desses animais.
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