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Hello darkness, my old friend...

(Paul Simon)
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Resumo

Os anuros apresentam alta diversidade nos domdiaidtoresta Atlantica e constituem o grupo
vertebrado mais ameacado. Em parte, isso se dewa propria biologia e relacdo de dependéncia
com o meio; mas também pode sera atribuida a medi#sconectividade de habitats, incidéncia de
doencas e as mudancas climatica. Neste contextmossenvolvendo a ecologia dos anuros séo
essenciais para compreender 0s mecanismos queiesiiisuas comunidade e suas relacdes intra e
interespecificas. Da mesma forma, a compreens@saldos recursos necessarios a reproducao dos
anfibios ou a partilha de nicho podem ser fundaaiepara a elaboracédo de medidas que auxiliem
na conservacao desses animais. Estudos sobretaxeitomia dos anuros também séao de grande
valia para a elucidacéao da evolucdo cromossomigauWm ou mesmo para a compreensao de suas
relacbes filogenéticas. Neste estudo foi analisanea assembléia de anuros em uma poca
temporaria em area bastante impactada, em meiorgstth Atlantica paranaense, onde a baixa
heterogeneidade do ambiente parece favorecer andooi de uma Unica espécie na assembléia. O
pequeno HylidaeDendropsophus wernerapresentou altos indices de dominancia e freguenc
durante seu periodo reprodutivo no ambiente estyadatduzindo a assembléia a baixos valores de
equitabilidade e diversidade. Apesar Dewerneri aparentemente ser favorecida pelo ambiente
alterado, foi constatada sobreposicéo de nichocedpandicando que existe possibilidade de uso
compartilhado deste recurso entre as demais espgestradas na poca. Com relacdo a analise
citogenética das espécies do génBrendropsophusque ocorrem no ambiente amostrado, o
emprego de técnicas convencionais e moleculareemsiaram variacdes em padrdes previamente

descritos, indicando que o género é cariotipicadivierso.



Abstract

Anurans are highly diverse, especially in Atlarfocest, and constitute the most endangered group
of vertebrates due to its close relationship witkinment. Loss and habitat split, diseases, and
climate changes constitute additional threats farrans. Therefore, studies with anuran ecology
are essential for understanding the mechanismssthattures anuran communities and their intra
and interspecific interactions. Thereby, comprelmansf resource use for reproduction and niche
partitioning, are important for anuran conservatibloreover, citotaxonomic studies with anurans
are also pivotal for elucidation of chromosomallation of the group and comprehension of their
filogenetic relationships. In the present study amalyzed an anuran assemblage in a temporary
pond in an impacted site, surrounded by Atlantre$g where the low environmental heterogeneity
seems to favor the dominance of a single species. little hylid frog Dendropsophus werneri
showed high dominance and frequency during itsoeietive period, leading the community to
low evenness and diversity. AlthougbB. werneri apparently be supported by impacted
environment, niche overlap was observed, implyiagsibility of use by other species observed in
the pond. Cytogenetic study Dendropsophus werneand other thre®endropsophusegistered

in the same site, using conventional and molectdahniques, showed variations in patterns

previously described, indicating that the group ogskaryotipically diverse.



INTRODUCAO GERAL
A floresta Atlantica e os anuros

A floresta Atlantica brasileira possuiu no passad@ grande extenséo latitudinal com uma
notavel heterogeneidade, mas hoje restam apenasd&6%wa cobertura original, reduzidos a
pequenos remanescentes com distribuicdo esparsae@déaet al., 2004; Galindo-Leal e Camara,
2005; Silva e Casteleti, 2005; Ribeiro et al., 2009

Essa grande perda de diversidade se deve a exods; recursos e ao crescimento da
ocupacdo humana sobre essas areas, ambos emaéla@do nos ultimos 50 anos. Além disso, as
areas restantes da floresta Atlantica incluem Basgoucas formacdes de floresta restantes, como
também florestas cultivadas com espécies exotieas Pinus sp. e Eucalyptussp.), o que
empobrece ainda mais sua composicao floristicar{Reeb, 1990; Ab’Saber, 2003; Mamede et al.,
2004; Galindo-Leal e Camara, 2005).

Com relagdo aos anuros, o grupo corresponde aodivaiso dentre os Lissamphibia e o
Brasil representa o pais com a maior riqueza décespde anuros em todo o mundo (SBH, 2010)
com mais de 400 espécies ocorrendo na florestathi#a sendo este o bioma com o maior nimero
de endemismos de anuros (Duellman, 1999).

No Parana, até 2004 o estado apresentava uma amgotomposta por 120 espécies
(Segalla e Langone, 2004), mas novos taxons foesoothertos, inclusive em areas de abrangéncia
da floresta Atlantica (e.g. Ribeiro et al., 208%yes et al., 2006). Nos ultimos anos 0 nuamero de
trabalhos envolvendo a anurofauna paranaense amumgmincipalmente com foco na distribuicdo
e ecologia de algumas espécies (e.g. Lingnau, 20fdte e Machado 2005, Conte e Rossa-Feres,
2006; 2007; Miranda et al., 2008), mas muitas pagids de anfibios ainda carecem de informacéo.

Anuros apresentam uma grande diversidade de megosdutivos e, de modo geral, séo
dependentes de ambiente florestal imido devidoagpsdpria historia de vida (Haddad e Prado,

2005). Essa intima relacdo entre os anuros e dahals torna potenciais indicadores da real



situacdo de um ambiente natural, pois sdo sensiveiteracdes (e.g. Blaustein e Wake, 1990;
Bernarde et al., 1997, Azevedo-Ramos et al., 200kzdo, 2009).

Outro fator importante na vida dos anuros sdo f$oamas larvais, ou girinos. A alta
diversidade dos anuros no Brasil contrasta condozido nimero de girinos conhecidos de poucas
espécies (e.g Costa et al., 2009). O modo de wdautinos € muito diferente dos adultos (Wells,
2007), mas o conhecimento acerca dessas formassldr@sicamente ainda € restrito a descri¢coes,
dados sobre dieta ou taxonomia (e.g. Rossa-Fesds 2004; Rossa-Feres e Nomura, 2006; Costa
et al., 2009). A metamorfose em anuros represemi@ mudanca extrema, tanto na morfologia
guanto em sua ecologia (Altig e McDiamird, 2007; IM/e2007), tornando estudos sobre o
desenvolvimento de girinos uma importante ferramgira a compreensdo da evolucao de tracos
de vida do grupo (Altig e McDiamird, 2007). Da mesiiorma, estudos sobre a ecologia de
comunidades de girinos podem servir de auxilio patanservacao dos Anura (Thurnheer e Reyer,
2000; Rossa-Feres e Nomura, 2006)

Os anuros representam o grupo de vertebrados que emdrenta ameacas a sua
sobrevivéncia devido a diversos fatores, tanto anthis quanto pela acdo humana (e.g. Garner,
2001; Collins e Storfer, 2003; Silvano e Segal®)3) e estudos com foco na biologia e ecologia do
grupo sdo fundamentais para sua conservacao (8ilgaBegalla, 2005). Da mesma forma, a
compreensao de padrdes de uso do sitio reprodeti@goartilha de recursos entre membros da
mesma espécie ou de outros taxons também sdo anfewtpara a elaboracdo de medidas de
protecao (Wells, 1977). Apesar de alguns estudssreleerem os padrdes espaciais e temporais no
uso do ambiente durante eventos reprodutivos deoar(e.g. Conte e Machado, 2005; Conte e
Rossa-Feres, 2006; 2007), € de conhecimento conenmgitas espécies que ocorrem no Parana
ainda permanecem sem maiores informacdes. Logopreemder padrdes de estruturacdo das
taxocenoses de anuros e a relacédo entre as espédesontribuir para medidas de protecao da

anurofauna.



A citogenética e 0s anuros

O inicio dos estudos com anfibios no Brasil tewa@doco principal a taxonomia do grupo
e persistiu dessa forma até meados do século XX Méranda-Ribeiro, 1926). Com o passar do
tempo, além de trabalhos taxondmicos, estudosioakdos com a ecologia de algumas espécies
ganharam espaco (e.g. Heyer et al., 1990; Contessa_Feres, 2006; 2007). Na atualidade, estudos
citogenéticos e moleculares desenvolvidos com asfiestdo em andamento (e. g. Kasahara et al.,
1996; Kasahara e Haddad, 1997; Amaral et al., 20@@enco et al., 2000; Busin et al., 2001; Silva
et al., 2004) oferecendo perspectivas para umaamelimpreensédo das relacdes filogenéticas e
evolucdo cariotipica do grupo. Especialmente paraurdy o estabelecimento das relacbes
filogenéticas baseadas somente em dados morfofdgiceomplexo, pois 0s anuros possuem
relativamente pouca variacdo morfolégica (GrifBth1963). Neste contexto, estudos citogenéticos
vém servindo como ferramenta para a resolucéo aldgmas de ordem sistematica promovendo
entendimento de relacdes filogenéticas entre ooarfa.g. Bogart, 1991).

Com relacdo as técnicas citogenéticas, mecanisraosvdlucdo cariotipica podem ser
detectados com base em cariotipos corados convethciente com Giemsa (e.g. Bogart, 1973),
mas o surgimento de técnicas de bandamento e rharce@mossomica facilitaram o entendimento
das relacOes filogenéticas entre anuros e posaibiin a compreensdo de mecanismos evolutivos
envolvidos na diferenciacéo cariotipica. Dentreaggécnicas, destacam-se a banda C, a deteccédo
das Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs/AgIROA coloracdo com fluorocromos base
especificos. Estas técnicas fornecem bons ressl&@atém sido usadas em analises citogenéticas de
diversas espécies de anuros brasileiros (e.g. Griba., 2005Silva et al., 2006Gruber et al.,
2007; Campos et al., 2008).

A técnica de bandamento C revela regibes cromossd@miicas em heterocromatina
constitutiva (Sumner, 1972). O termo heterocronaafm atribuido, com bases em observacdes

morfologicas, a segmentos cromossomicos que pegeaneondensados durante toda a interfase



(Heitz, 1928). A heterocromatina € altamente cosdéa e de dificil acesso até mesmo no processo
de transcricdo, mas apresenta caracteristicas rherdais como capacidade de se propagar (por
exemplo) podendo influenciar na expressao géniceedides especificas (Grewal e Jia, 2007).
Apesar de sua funcao ser variada e ainda poucoreemgida, € de conhecimento geral que pode
atuar como estrutura de auto-montagem ou como adi@pno recrutamento de proteinas que
regulam processos cromossOmicos (Grewal e Jia,;2R@%ahara, 2009). A heterocromatina
protege a integridade genémica tornando estrut@@etitivas recombinantes inertes e impedindo
eventos de transposicdo potencialmente mutagér$t@sassociacdo com sequencias repetitivas se
torna crucial na organizacao funcional de estrstaramossémicas como centrdmeros e teléomeros
(Grewal e Jia, 2007). A técnica de banda C coratisemente estas regides heterocromaticas,
formando bandas que geralmente estdo localizade@sdando centrébmero dos cromossomos, sendo
consideradas bandas C positivas (Kasahara, 200®)mbdo geral o DNA cromossémico é
depurinado e desnaturado sucessivamente duranteatamento acido e alcalino, permitindo a
marcacao das regides de interesse, ricas em Diddailite repetitivo (Sumner, 1982).

Por outro lado, em anfibios € comum que regidessram heterocromatina constitutiva
apresentem sequencias repetitivas de pares de B&sés.g. Campos et al., 2008). Neste caso 0s
cromossomos podem ser corados por fluorocromos-dspeeificos, muito Gteis para revelar
regides ricas em bases repetitivas AT ou GC. O egeoprde técnicas de coloracdo com
fluorocromos € bastante promissor, sobretudo etelv@dos ndo-mamiferos e € comum o uso de
ao menos dois fluorocromos, sendo um com espetzfiel para bases AT (geralmente DAPI) e
outro especifico para bases GC, geralmente €MAsahara, 2009).

Sobre as Regides Organizadoras de Nucléolos (ROHNSsjas constituem sitios
cromossOmicos formados por numerosas copias de geeecodificam RNA ribossémico (Long e
David, 1980; Miller, 1981). Essas regides repremanima porc¢ao variavel do genoma eucarioto e

a caracterizacao do numero e posicdo das RONsdermsiito utilizada em anfibios (Gruber et al.,



2005; Silva et al., 2006; Gruber et al., 2007; Casnpt al., 2008). As RONs constituem um
marcador citotaxondmico para alguns grupos (Goddpase Bloom, 1975) e geralmente sao
observadas ao menos em um cromossomo do conjuploiden de uma espécie. Apesar da
diversidade de técnicas existentes para a detelgsfi®ONs, a mais comum € a impregnagao por
prata, que detecta regides ativas na intérfaseéstida associacdo da prata com as proteinas acidas
nucleolares.

Com relacao as técnicas de hibridizacéo fluorescerditu (FISH) € valido ressaltar que se
trata de um procedimento molecular onde sondas MA Du RNA reagem com segmentos
complementares de DNA alvo (Kasahara, 2009). Deorsihplificado, o0 DNA € desnaturado e
renaturado em um ambiente onde as sondas compefes) tios complementares das fitas de
DNA. Fluorocromos podem ser acoplados as sondagéatido acréscimo de moléculas de biotina
ou digoxigenina, por meio de tratamentos comoft translationou PCR. As sondas podem ser de
sequencias variadas (teloméricas, centroméridasssomais, DNA repetitivo ou satélite, genoma
total e outras), de acordo com o interesse do estadelando a localizacdo dessas sequencias nos

cromossomos (Guerra, 2004; Kasahara, 2009).

Justificativa

Tendo em vista a riqueza da anurofauna da flodstatica e os riscos aos quais o bioma
esta sujeito; juntamente com as ameacas sobreuogsa@ a escassez de trabalhos com foco na
citogenética envolvendo o grupo; é imperativo cedeslvimento de estudos envolvendo anuros,
principalmente com populacdes de espécies do Parstréscenta-se a isso 0 potencial da
citotaxonomia como ferramenta capaz de auxiliasisematica de Anura e na compreensdo de
mecanismos cromossomicos e evolutivos, bem commpartancia dos estudos ecologicos no

fornecimento de bases para a conservacao dos gaopoais.
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Capitulo |

Sitio de vocalizacdo e dominancia deendropsophus werneeim uma assembléia de anuros de

area alterada na floresta Atlantica paranaense

Este capitulo serd submetido ao periédico Jouffrtdemetology
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Resumo

Os anuros representam o grupo vertebrado mais an®wagobretudo nos dominios da floresta
Atlantica. Estudos com taxocenoses de anuros s@pathele importancia para a compreensao de
relacdes inter e intraespecificas, bem como pdderdtificacdo de padrdes ecoldgicos e podem
fornecer bases para medidas de conservacao do. diegte trabalho apresentamos dados sobre
uma assembléia de anuros que utiliza uma pequegatpmporaria como sitio de vocalizagéo e
reproducdo em um ambiente aberto e alterado noiontde uma é&rea protegida da floresta

Atlantica. Foi identificada uma espécie dominardeassembléia, onde sua freqiiéncia e abundanci:
ao longo de seu periodo reprodutivo e da tempodadsocalizacdo sdo maiores que de outras
espécies promovendo baixa equitabilidade e divadsidAparentemente a espécie é favorecida pelz
baixa heterogeneidade do ambiente reprodutivo. iNan& foi identificada partilha de recurso

espacial na assembléia, indicando que as demagsiesgpodem utilizar o ambiente amostrado,

mas que outros fatores provavelmente dificultam aowgpacao mais equitativa da poca.
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Abstract

Anurans represent the most threatened vertebratggespecially in Atlantic forest. Studies with
anuran assemblages are important to understanai@gand intraspecific relationships, as well to
identify ecological patterns, providing supporictinservation of the group. Herein we present data
on an anuran assemblage that breeds in a smallotangppond in a disturbed site within the
Atlantic forest. We identified one single speciesdmminant with high levels of frequency and
abundance during the breed and vocalization seaseading the assemblage to low rates of
evenness and diversity. Apparently, this specissijpported by low environmental heterogeneity of
the pond. However, the assemblage showed spati#igpang; indicating that other species could
also occur in the pond, and unidentified factorsstrhe restricting the pond occupancy by other

species.
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Introducao

As propriedades do habitat sdo fundamentais pa@beevivéncia das espécies animais e
sua relagdo com o ambiente pode determinar suaag&@ap permanéncia e sucesso através da:
geracgOes (Pianka, 1967; 1973). Embora seja cresoemfimero de estudos envolvendo a ecologia
de anfibios brasileiros, inicialmente o conheciroesttbre o uso de habitats reprodutivos para a
maioria dos anuros no Brasil era restrito a infaypes descritivas para algumas comunidades (e.g
Bertoluci e Rodrigues, 2002; Prado e Pombal, 2006nte e Rossa-Feres, 2006), mas abordagen:
ecoldgicas mais informativas, utilizando anuros candicadores, tém ganhado espac¢o nos ultimos
anos (e.g. Abrunhosa et al., 2006; Melo et ab72@aldino et al., 2008; Dayrell, et al., 2009).

Durante o periodo reprodutivo anuros com estrasédgareproducdo dependentes do meio
aguatico possuem um comportamento gregario, formasdembléias. Nestes agrupamentos as
espécies passam a partilhar espaco e recursos,uéos roasos evitando a sobreposicdo de nicho
para permir a coexisténcia (Bertoluci e Rodrigu¥)2; Abrunhosa et al., 2006; Galdino et al.,
2008; Dayrell et al., 2009). Essas assembléiasticogr®m uma oportunidade Unica para o estudo de
interacdes intra e interespecificas (Bertoluci eiRpies, 2002), bem como estudos sobre 0 uso dc
ambiente reprodutivo (e.g. Hiert, 2008).

No entanto, em ambientes modificados, principalmgrglo homem, pode haver menor
variedade de microhabitats e, consequentementermmgneza (Pianka e Huey, 1971), conduzindo
a mudancas na estrutura das comunidades. Da mesma, fambientes homogéneos ou com
dominancia de poucas espécies tendem a apresamardguitabilidade e diversidade (Begon et
al., 2006; Olden e Rooney, 2006). Neste conteximpreender os mecanismos que possibilitam a
coexisténcia das espécies de anuros durante detetasi épocas do ano é fundamental para &
entender os padrfes ecoldgicos do grupo (Mela,2G07).

Desta forma, este estudo teve como objetivo fom#@eos sobre uma assembléia de anuros
em ambiente com baixa diversidade e heterogeneidadenicrohabitats, a fim de fornecer

informacdes sobre taxocenoses de anuros que otiknabientes alterados para sua reproducéao.
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Material e Métodos
Area de estudo

Este trabalho foi desenvolvido na colbnia de Chateds (25°47°41.97"'S, 48°54°'43.62"'W,
cerca de 200 m sobre o nivel do mar), uma areanahigente coberta por Floresta Ombrofila
Densa Submontana na Area de Protecdo Ambiental YAlRAGuaratuba, municipio de Sdo José
dos Pinhais, Parana (Figura 1). Foram realizadadases de campo com duracao de trés dias cad
uma, entre outubro de 2009 e abril de 2010. Em fas#g a coleta de dados foi iniciada no ocaso e
finalizada ap6s as 3h, quando a atividade de wag#lp dos anuros diminuia ou cessava. O
ambiente amostrado constituia de uma poca tempd@Zim x 8 m) dominada p8&rachiaria sp.,

localizada em meio a areas de pastagem, proxiroeda be floresta e mata ciliar (Figura 2A).

Desenho amostral

A poca foi dividida em oito transec¢des de 4m dguie (Figura 2B) para viabilizar a
amostragem do numero de machos em atividade déizagE®m, bem como a coleta dos dados de
localizagéo para os machos cantores na poca. Anoddeamostragem das transeccdes em cade
ocasido foi definida mediante sorteio. Para cadas#&ccao foi registrado o nimero de machos
cantores através de trés censos auditivos ao ldagwite, sendo o primeiro apods o inicio do coro,
outro as 23h e o ultimo as 3h. Cada censo audtiaagealizado durante cinco minutos na margem
de cada transeccédo. ApOs esta etapa, cada transarec@ercorrida na mesma ordem do sorteio,
sempre na mesma velocidade. Para machos avistadasvedade de vocalizacdo foram registradas
sua distancia da agua, distancia da margem e di ltda transeccao, sua posicado em relacao ac
solo durante a vocalizacao e o substrato utilizado.

A temperatura do ar, da agua e a umidade relativar doram registradas no local a cada
censo para cada dia de coleta com auxilio de unotéigrometro digital. Os dados de precipitacéo

foram obtidos junto ao SIMEPAR.
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Andlise de dados

Para determinar a equitabilidade da comunidadeefgizado um teste de dominancia de
Simpson para cada espécie durante cada més ddgarfwstral, seguido da analise de freqiiéncia,
equitabilidade de Pielou e diversidade de Shann@mdy (Krebs, 1999). Para o célculo da
dominancia e equitabilidade foi considerado o nonukr individuos em atividade de vocalizacéo.
A diversidade foi considerada alta quando>H0% H’'max.

A fim de verificar a influéncia dos fatores clinéis (temperatura do ar e da agua, umidade
relativa do ar e precipitacdo pluviométrica) sabr@imero de espécies em atividade de vocalizagac
na poca, foi feita uma analise de correlacdo dar@pmen (§, com valores de p < 0,05 considerados
significativos (Zar, 1999).

Para verificar a similaridade no uso do substra&watalizacdo (solo, agua e vegetacao) e
estratificacdo vertical foi aplicado o teste deikirndade com indice de Morisita-Horn {J; com
posterior andlise de agrupamento por média ndogradd (UPGMA) (Krebs, 1999). Nesta analise
Leptodactyluscf. latrans foi desconsiderado, pois nenhum individuo foi tade em atividade de
vocalizagdo. A estratificacéo vertical foi divididan categorias, onde de 0 a 50 cm, as categoria:
foram de 10 cm; e a partir de 51 cm até 150 cneateyorias foram de 50 cm. Apos esta etapa foi
efetuado o teste dé a fim de verificar se houve diferenca na distigéioi vertical entre os pares de
espécies mais semelhantes quanto ao uso do sab#m@tteste de estratificacdo vertical foram
consideradas as espécies que utilizaram a vegetagdo sitio de vocalizacdo e apresentaram
similaridade maior que 0,90 (com registros supes@r cinco).

Foram efetuados calculos considerando somente @ciesdominante, devido ao maior
volume de dados. Para avaliar a distribuicdo eaphorizontal da espécie dominante foi realizado
o teste do vizinho mais proximo de Clark e Evang (Rde foi considerado o maior registro de
abundancia para a espécie. Os valores de R vagarerd a um, onde valores proximos a zero
representam distribuicdo regular e valores proximosm consistem em distribuicdo aleatoria

(Krebs, 1999).



145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159
160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

21

Também foi efetuado o teste de correlacdo entmrefmtabidticos e numero de machos
cantores (Zar, 1999) e foi aplicada uma analisevaltdncia (ANOVA), com teste Tukey a
posteriori a fim de comparar as médias (Zar, 1999), pardfieariflutuacdes nos valores de
abundéancia de machos cantores ao longo dos meseseti®, entre as diferentes transeccgoes e a
abundancia de cantores ao longo da noite. Tambgaplicado o teste do qui-quadradg)(para
avaliar a preferéncia da espécie com relacdo astratin de vocalizacdo e um teste de regressac
para testar se houve relacdo entre o numero dereard a profundidade média da coluna de ague
em cada transeccao (Zar, 1999).

Em todas as analises foi verificada a distribuipgomal dos dados. Valores de riqueza
foram transformados pon% +0,5]; a abundancia e valores de precipitacawiguétrica foram
logaritmizados [log (x+1)]; dados de temperatunario transformados por [log x] e a umidade por
[arcosen (x)] (Zar, 1999). As analises estatistioemm realizadas pelo software livre PAST, versao

2.01 (Hammer et al., 2001).

Resultados

A poca temporaria foi utilizada como sitio de vaagao por 10 espécies de anuros (Tabela
1), pertencentes a duas familias: HylidBer{dropsophus elegan®. microps D. minutus D.
werneri Hypsiboas faberScinaxsp. (aff. alter), S. pererecae S. Rizibilig e Leptodactylidae
(Leptodactyluscf. latranse L. notoaktites A comunidade apresentou um valor de dominaneia d
0,42, uma equitabilidade de 0,39 e o H’ represeBfb% do H’'max, conD. wernerirepresentando
a espécie com maior frequéncia em relacdo as deamikbngo de todos os meses (Tabela 2).
Durante o estudo foram encontradas evidénciasividaate reprodutiva (fémeas com ovos, casais
em amplexo ou desovas) pdda elegansD. microps D. minutus D. wernerj H. fabere L. cf.
latrans.

O numero de espécies em atividade de vocalizagéseou correlacdo significativa com a

temperatura do ar e a precipitacéo (p < 0,05),coasuma forca de interacéo fraca (r=-0,389 e r
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= - 0,285, respectivamente). Da mesma forma, @ tegistrou que a temperatura da agua e a
umidade relativa do ar ndo apresentam relacdo conmiinoero de espécies em atividade de
vocalizacédo (p > 0,05).

De acordo com o teste de similaridade e agrupantamorelacdo ao uso dos substratos de
vocalizacado, dois grupos distintos devem ser censttbs. Em um dos ramos as espédidabere
L. notoaktitesforam agrupadas de acordo com o uso do substalo ¢ agua), apresentando alta
similaridade no uso do substrato de vocalizacgp=Q@, com coeficiente cofenético igual a 1),
enguanto que no outro ramo foram reunidas as desspéxies, que utilizaram preferencialmente a
vegetacdo da poca. Com relacéo a distribuicdocaérip uso do sitio de vocalizagéo, a analise de
similaridade e o agrupamento também evidenciarais glopos com semelhanca acima de=C
0,72 com relacdo ao uso do substr@mnaxsp. (aff.alter) e S. rizibilis (C4 = 98) eD. elegans D.
werneri (Cy = 98) apresentaram a maior semelhanca no uso doemtebcom relacdo a
estratificacdo vertical (Figura 5Pendropsophus elegans D. werneri apresentam diferencas
significativas no uso da vegetacdo quanto a attoraelacdo & gug’E 22,46; gl = 6; p < 0,05),
ondeD. elegansapresenta menor variacdo no uso da altura dod&itimcalizacao (11 - 40 cmpDe
werneriapresentou maior amplitude nos registros (0 -ch2p

Para a espécie dominant@. (werner) € possivel afirmar que a distribuicdo dos machos
cantores no interior da poca segue um padréo alegtbgura 5) (R = 0,96) e que o numero de
machos em atividade de vocalizacdo para esta esp@m esta relacionado com os fatores
climaticos avaliados (p > 0,005). No entanto, derdm com os resultados da ANOVA, existe
variacdo no numero de cantoresiewerneriao longo dos meses amostrados; {E 27,5; p <
0,05), nas transecc¢dess@ss= 12,93; p < 0,05) e também ao longo da noite;{E 18,23; p <
0,05), onde o numero de cantores registrados fopse maior no censo das 23 h. O namero de
individuos em atividade de vocalizacdo variou d® zen marco a 113 em dezembro (Figura 6) e,
com relacdo a variacdo relacionada as transecedesgressao linear mostrou uma interacao

positiva significativa r= 0,58; p < 0,05) entre o nimero de cantores eofupidade média da
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coluna d’agua em cada transeccéo (Figura 7), canséccOes mais profundas apresentando maio
abundéancia de cantores.

Dendropsophus wernerapresentou ainda diferencas significativas quaadouso do
substrato de vocalizacdg?®(= 16,266; gl = 3; p < 0,005), onde a maior parts degistros

correspondem a individuos vocalizando em folhgsas&cao horizontal em relacéo ao solo.

Discussao

A temperatura do ar e a precipitagdo foram os datalimaticos que exerceram maior
influéncia sobre a atividade de vocalizacdo doganno ambiente estudado. De maneira geral,
esses fatores, principalmente a precipitacdo, eésiderados preponderantes para a atividade de
vocalizacdo de anuros (Duellman e Trueb, 1994;9Betger e Gruber, 2004; Abrunhosa et al.,
2006; Saenz et al.,, 2006). Componentes abidticaterpoinfluenciar as espécies de modos
diferentes, devido principalmente a caracteristitB@némicas como o modo reprodutivo,
determinando os padrdes de distribuicdo tempofalu@#hosa et al., 2006; Hiert e Moura, 2010).

Com relacdo ao uso do substrato, a semelhancavabseentreHypsiboas fabere
Leptodactylus notoaktitesevelada pelo agrupamento, pode ser atribuidauas sstratégias
reprodutivas gensuHaddad e Prado, 2005), ondefaber(modo 4), utiliza panelas construidas no
nivel do solo para sua oviposicad.enotoaktites(modo 30) usualmente deposita seus ovos em
camaras subterraneas. Em Castelhanos, ambas aegd$peam registradas utilizando o solo como
sitio de vocalizacdo, mesmo em outros tipos de emtbi(Cunha et al., 201Mlypsiboas faber
frequentemente vocaliza no solo ou em poleirog ate(Martins e Haddad, 1988), mas a vegetacéo
da poca ndo oferece sustentacdo para esta espibzag 0 estrato vertical. Em contrapartida, o
outro agrupamento € caracterizado pelo uso daag@®micomo sitio de vocalizacdo, o que é tipico
das espécies de habito escalador (e.g. Bastos da#ati999; Bertoluci e Rodrigues, 2002; Rocha
et al.,, 2008; Cunha et al., 2010). Esse agrupamantdeve a restricdes morfolégicas evolutivas

comuns e reflete o estreito nivel de parentesae®at espécies que o compdem (Faivovich et al.,
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2005), onde a forma do corpo e tamanho dos canteiesspécies permite que utilizem e partilhem
0s poleiros existentes no estrato vertical (Rossad~e Jim, 2001). Na poca estudada os anuros
maiores e de maior massa corporal permaneceramresgmximos ao solo (e.gd. fabere L.
notoaktitey, enquanto que espécies menoi2sndropsophus elegan®. microps D. minutus D.
werneri Scinaxsp. (aff.alter) e S. rizibilis) podem fazer uso da estratificacéo vertical. Earte,
mesmo entre as espécies menores, a massa comotam parece exercer influéncia, pbis
werneri(menor que as demais) apresentou maior amplitodeso do estrato vertical da vegetacéo,
enguanto animais um pouco maiores cdauinaxsp. (aff. alter) vocalizaram proximos a agua,
geralmente nas raizes @aachiaria sp. (mais resitentes). Abrunhosa et al. (2006pwm a
partilha do ambiente reprodutivo a sucesséao terhparacupacao do ambiente, proporcionada pelo
modo reprodutivo das espécies, enquanto Melo,g8I07) e Gottsberger e Gruber (2004) atestam
que a partilha espacial constitui um fator impddgpara a coexisténcia entre espécies. Apesar de
avaliada, a partilha temporal foi observada na codage da poca estudada e pode estar
relacionada com a estruturacdo dessa assembléia.

Os dados de riqueza, equitabilidade e dominanociatam D. werneri como a espécie
predominante da assembléia, destacando-a das defssds espécie possui alta frequéncia de
ocorréncia ao longo da temporada de vocalizacam, ¢t®mo altos valores de abundéncia. Em
Santos e Séo Vicente (estado de Sao Pdbloyverneri € a espécie d®endropsophusmais
abundante em oito corpos d’agua amostrados (L.Feddp dados ndo publicados). Da mesma
maneira, em Morretes e Pontal do Sul, no litoralapaenseD. werneri apresenta notavel
abundancia frente as outras espécies, nitidamerg@aahndo-se em namero de cantores nessa
assembléias (obs. pess.). A heterogeneidade amlbiprincipalmente vegetal, € um dos fatores
preponderantes no favorecimento da diversidadenKRjal973; Pianka e Huey, 1971), inclusive
para anuros (e.g. Rossa-Feres e Jim, 2001; CoRtessa-Feres, 2007; Vasconcelos et al., 2009;
Cunha et al., 2010). Em Castelhanos o ambienteladtué dominado por uma graminea exotica

(Brachiaria sp.) com potencial reconhecidamente invasor (Bartei al., 2008) e oferece pouca
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heterogeneidade de microhabitats. Por outro |&dowerneri redne alguns atributos de espécie
colonizadora e generalista, como ser abundante umagea de ocorréncia, utilizar ambientes
abertos para reproducédo e apresentar modos repaslgimplificados (Pombal e Gordo, 2004;
Miranda et al., 2008, Cunha et al., 2010). A domaiz deBrachiaria sp., além de proporcionar
baixa heterogeneidade ao sitio de vocalizacadoc@desorecer a permanéncia Dewerneri Seu
habito escalador e seu tamanho reduzido (Pombaseo® 1998) permitem que se distribua em
uma amplitude maior no estrato vertical, enquani® gpu habito territorialista, com repertorio que
inclui sinalizacdes e interacdes agressivas (Maagtdal., 2008), inclusive com outras espécies de
porte similar (obs. pess.), parece habilita-la apac a poca com sucesso. Além disso, suas
proporcdes corporais Ihe permitem ocupar maiorrditade de substratos que as outras espécies
Em CastelhanoB. wernerinunca foi registrada vocalizando no interior daebta e parece utilizar
somente as areas abertas da regido (Cunha €1G8;, 2010).

Apesar de nao testado, é provavel que exista cagépgtor espaco, tanto entre espécies de
maior porte K. faber e L. notoaktite} como entre as demais, visto que ocorre sobrejmsie
nicho espacial e coexisténcia (e.g. Dayrell et241Q9). De maneira similar, o padréo aleatorio de
distribuicdo horizontal dB. werneri demonstra que a competicéo intraespecifica possipapel
secundario na estruturacdo dessa populacdo (esgaferes e Jim, 2001; Galdino et al., 2008),
uma vez que foi verificada a disponibilidade deosite vocalizacdo vagos no estrato vertical,
levando-se em conta que a espécie € territoriabima defender seu poleiro de canto (Miranda et
al., 2008). A dominancia dB. werneri e a menor frequencia das outras espécies no dstio
vocalizacao, principalmente do gén&endropsophuspode estar associada a outras extensodes d
nicho, como a dimenséo acustica (Rossa-Feres e2lifl). Também pode ser relacionada a
recursos necessarios as outras especies que Aacdesioniveis na poca ou ainda a existéncia de
outros sitio préximos ndo avaliados, o2lewerneripode ndo ser dominante, fazendo com que a

poca estudada represente um ambiente excepcianzd paxocenose de Castelhanos.
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Os fatores climéaticos nédo tiveram influéncia sab@@undancia de cantoresbewernerj
mas € consenso que diferentes espécies de anutes) pesponder de com distincdo as variaveis
climaticas, devido as suas diferentes estratégpsodutivas (Abrunhosa et al., 2006; Hiert e
Moura, 2010). Apesar dB. werneri apresentar dois modos reprodutivos conhecidos ijRom
Gorod, 2004; Miranda et al., 2008), a estratégprodutiva observada para a populacdo de
Castelhanos corresponde ao modseng¢uHaddad e Prado, 2005), conferindo com o relatado p
Miranda et al. (2008), que sugerem que essa ddexgio de modo reprodutivo pode estar
relacionada ao desmatamento ou a alteracdes adasatdo que poderia explicar a auxéncia de
relacdo entre a abundancia da espécie e fatomaatidos, como observado nos resultados. No
entanto, algumas espécies podem ser influenciagasapdo combinada de fatores abioticos e nao
de uma variavel especifica (Hiert e Moura, 2010).

A variacdo no numero de machos cantoredeverneri ao longo da noite, com maior
registro de cantores em torno das 23 h, pode edtarionado com a presenca de fémeas na pog:
(e.g. Bastos e Haddad, 1999), geralmente avistpdasvolta desse horario. A presenca e o
comportamento das fémeas sao fatores que podenomaasariacdées no canto de machos com
efeitos sobre a selecao sexual, onde machos mais ppdem ser favorecidos (Bosch, 2001).

No caso da variacdo com relacao as transecc¢degrfiicada uma correlacao positiva entre
0 numero de cantores e a profundidade da lamirgud,d que novamente pode ser explicado pelo
modo reprodutivo adotado por esta espécie, ondga é essencial para sua reproducdo (Pombal ¢
Gordo, 2004; Haddad e Prado, 2005; Miranda et2808). Outro fator que poderia auxiliar na
compreensao deste padrao seria a protecdo coatlfadares, visto quR. werneriapresenta a fuga
e mergulho como um mecanismo defensivo (obs. pésedadores representam um risco constante
para machos cantores durante agregacdes repraléva Toledo et al., 2007; Oliveira et al.,
2010) e os anuros possuem um repertério considedeveestratégias de defesa (Marchisin e

Anderson, 1978; Toledo et al., 2011), onde o poprbitat pode fornecer abrigos (Levitan e
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Genovese, 1989). Neste caso, parcelas do habitatlamina d’agua representariam tanto locais

ideais para a reproducdo como refagios contra gdozda.
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Tabelas

Tabela 1: Ocorréncia temporal das espécies de aneigistradas na poga temporaria avaliada na eoloni
de Castelhanos em Sdo José dos Pinhais, Paranatedor periodo amostral (entre outubro de 2009 e

abril de 2010).

2009 2010

Familia/Espécie Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr
Hylidae

D. elegans X X

D. microps X X

D. minutus X X X X X

D. werneri X X X X X X

H. faber X X X X

Scinaxsp.( aff.alter) X X X X

S. perereca X

S. rizibilis X
Leptodactylidae

L. latrans X X X

L. notoaktites X X X X
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Tabela 2: Valores de Abundancia proporcional + Repadrao (valores Minimos e Maximos)

observados e médias de Frequencia de ocorrénciesgéasies registradas na poca em atividade de

vocalizacao.

Espécie Abundancia + Desvio padrdo (Minimo-Maximo)  Frequencia
D. elegans 1.008 + 1.737 (0 - 3.932) 28.571
D. microps 0.749 + 1.748 (0 - 4.687) 28.571
D. minutus 3.310 £ 3.618 (0 - 8.823) 57.142
D. werneri 68.329 + 32.195 (0 - 100) 85.714
H. faber 1.959 + 2.073 (0 - 5.40) 57.142
Scinaxsp.(aff.alter) 4,343 +5.020 (0 - 11.538) 57.142
S. perereca 2.166 +5.732 (0 - 15.168) 14.285
S. rizibilis 0.160 + 0.424 (0 - 1.123) 14.285
L. latrans 1.122 + 1.445 (0 - 3.125) 42.857

L. notoaktites 2562 + 4.226 (0 - 11.764) 57.142
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Legendas de Figuras

Figura 1: Localizacdo da coldnia de Castelhanodémea de Protecdo Ambiental de

Guaratuba, em Sao José dos Pinhais, Parana.

Figura 2: (A) Area de estudo em poca temporariaidada porBrachiaria sp. (seta)
em meio a pastagem; (B) limites das transecc¢oeisa@i brancas) utilizadas no estudo

com distancias de 4 m entre eles.

Figura 3: valores de temperatura do ar, temperatardgua, umidade e precipitacdo
acumulada registrados entre outubro de 2009 e @br2010 na poga temporaria de

Castelhanos e flutuacéo na riqueza registradangw ldo estudo.

Figura 4: Agrupamento com relacdo a similaridadeude do estrato vertical do
ambiente amostrado, on&einaxsp. (aff.alter) (alt), S. rizibilis (riz), D.elegangele) e
D. werneri(wer) apresentam similaridade acima de 96%, engquanminutus(min) e
D. microps(mic) apresentam menor similaridade no uso datestrertical do sitio de

vocalizagéo. Coeficiente cofenético igual a 0,78.

Figura 5: Distribuicdo horizontal dB. werneri na area de estudo em dezembro de

2009, evidenciando um padréao aleatorio.

Figura 6: Variagcdo no numero de cantoresDdewerneri e flutuacdes dos fatores

climaticos ao longo do periodo amostral.

Figura 7: Regresséo linear positiva entre o nurderoantores e a profundidade média

das transecc¢fes da area de estudo.
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Figura 2
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Figura 6
°C, mm, %
120 - 100
100
- 80
80
%I - 60 mm Abundincia
S —+—Temp. Agua {"C)
=60 .
g —=— Precipitacao {mmj
< -0 +E@;3re{(:))
—s—Umi
40
- 20
20
0 0

Out Nov Dez Jan Fevw Mar Abr



Abuncdancia (log}

Figura 7

42

0.4

0.8

Profundidade (cim)

1.2

1.6

[N



Capitulo II

Descricao do girino deDendropsophus wernegAnura, Hylidae)

Este capitulo serad submetido ao periédico Joulfrtdegetology
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Resumo

Girinos apresentam modo de vida muito diferenteathgtos, tanto no que diz respeito a maneira
como utilizam o meio quanto sobre a estruturacésuds assembléias. No entanto, 0 conhecimentc
sobre girinos de anuros brasileiros ainda pequsiifioultando acoes de protecéo relativas ao grupo,
bem como a compreensdo de relagBes sistematicas antanuros. Visando contribuir para o
conhecimento sobre girinos no Brasil, este estugoesanta a descricdo do girino de
Dendropsophus wernerum Hylidae de pequeno porte pertencente ao glupmicrocephalus
endémico da floresta Atlantica. Os girinos forantidus a partir de desovas de dois casais
coletados na Area de Protecdo Ambiental de Guarauloram descritos no estagio 25. Os dados
apresentados baseiam-se nos valores médios ded@@diros e foram comparados com outros
girinos conhecidos do grud®. microcephalusa fim de evidenciar as similaridades morfolégicas

dos integrantes do grupo.
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Abstract

Tadpoles have a different life when compared witllis anurans, particularlly with respect to
habitat use and structure of their assemblages.eMeny the knowledge on Brazilian tadpoles is
scarce, making difficult to protect threatened ansy such as comprehension of anuran systematic
relationship. With intend to contribute to knowledgn Brazilian tadpoles; this study presents the
description of the tadpole dendropsophus wernera small hylid frog from Atlantic forest. The
tadpoles were obtained from eggs deposited by twples captured in a protected area in southern
Brazil. Tadpoles was maintained in laboratory, biigd in stage 25, before complete their
development. Thus we describe the tadpole baseB0oimdividuals, providing data about their
morphological characteristics, and comparing tlpaée ofD. werneriwith other nine tadpoles of

Dendropsophus microcephalgsoup, emphasizing their relationships based orphwogy.
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Introducao

Dendropsophus werneré um Hylidae de pequeno porte do grudpo microcephalus
(Faivovich et al., 2005) com distribuicdo associadéoresta Atlantica dos estados de S&o Paulo,
Parana e Santa Catarina (Frost, 2010). Aspectssiadistoria natural, como eventos de predacao
(Oliveira et al., 2010), vocalizagéo (Lingnau et 2D04), comportamento (Miranda et al., 2008) e
biologia reprodutiva (Pombal e Gordo, 2004; Miraretaal., 2008) podem ser encontrados na
literatura, porém seu girino permanece desconhecido

Problemas na identificagdo de girinos frequenteenampresentam um obstidculo em
trabalhos com anuros e no desenvolvimento de pragale conservagao (Rossa-Feres e Nomura
2006). Além disso, similaridades morfoldgicas podemtribuir para elucidar relagbes sistematicas
(e.g. D’Heursel and Haddad, 2007), tornando de3esigle girinos uma ferramenta importante para
a conservacdo do grupo. Apesar do gripomicrocephalusapresentar mais de trinta espécies
(Faivovich, 2005) poucos girinos foram descritosplicando em dificuldades para a conservacao
dos anuros (Rossa-Feres e Nomura, 2006).

A fim de contribuir para o conhecimento da biologies anfibios da Mata Atlantica,
descrevemos o girino d@. wernerie comparamos com outros girinos pertencentes wgm @.

microcephalus

Material e Métodos

Em fevereiro de 2010 foram coletados 52 ovo®dwerneriobtidos a partir de desovas de
dois casais capturados em uma poga temporaria Ba Ae Protecido Ambiental (APA) de
Guaratuba (25°47'41.97"S, 48°54'43.62"W, 200 m d#itude), municipio de S&o José dos
Pinhais, Paranad. Os embrides foram levados ao d@fsar a fim de que completassem seu
desenvolvimento, mas morreram no estagio 25 (Gpst@80). Os exemplares foram entédo
preservados em formalina 7% e depositados na alkégadMuseu de Zoologia “Professor Adao
José Cardoso”, Instituto de Biologia, Universid&dadual de Campinas (UNICAMP), Campinas,

estado de S&o Paulo (ZUEC 17012 a 17014). A déschagseia-se na analise de 20 girinos fixados



92

93

94

95
96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115
116

117

118

48

no inicio do estagio 25 (Gosner, 1960) e dados enwfricos e a nomenclatura seguem Altig

(1970) e Altig e McDiamird (1999).

Resultados

O girino deD. werneri tem corpo alongado e comprimido dorso-ventralmembe vista
lateral (Figura 1A) e apresenta forma ovalada etavdorsal (Figura 1B), correspondendo a 33 %
de seu comprimento total. O focinho € levemenémdpular em vista dorsal e arredondado em vista
lateral. O espiraculo é sinistro, curto e estrestn projecéo, localizado no inicio do ter¢o paster
do corpo. A cauda corresponde a 69 % do comprintetah é comprimida lateralmente por toda
sua extensdo e apresenta um flagelo terminal. Adwch dorsal tem margem convexa e é mais
ampla do que a ventral, que também tem margem ranwnbas apresentando maior area no
primeiro ter¢o da cauda. O intestino é curto e iteam direita, ventralmente na base da cauda. As
narinas sdo bem definidas e localizadas no rostooso-lateralmente & boca. As distancias
internasal e interorbital sdo similares. A bocaegtral, dirigida para baixo e para frente. O disco
oral € modificado em um tubo curto, correspondea@®® % da largura do corpo e ndo apresenta
papilas ou denticulos (Figura 1D; tabela 2).

Os girinos sdo ligeiramente translicidos com cgkwa levemente acastanhada,
principalmente no corpo e regido anterior da ca@dorso apresenta pigmentacdo castanha mai
intensa na regido interorbital formando um desemHmhas compostas por pigmentos entre as
narinas e os olhos. A cauda apresenta uma linheomara por¢cdo média do musculo e pigmentos
distribuidos esparsamente. O ventre apresentaacdlorbege translicida com pequenas mancha:

formando estrias difusas e pigmentos distribuidas mu menos de forma dispersa.

Discussao

De acordo com diversos trabalhos (Bokermann, 1888z e Dias, 1991; Pugliese et al.,
2000, 2001; Carvalho-e-Silva et al.,2003; LynchQ@0Rossa-Feres e Nomura, 2006 e 0 presente

estudo) é possivel constatar que, de forma gewal girinos do grupd. microcephalugsensu
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Faivovich et al., 2005) apresentam caracteristoasuns como corpo em forma de violino, disco
oral reduzido e desprovido de papilas e denticoeeos (Tabela 2), espiraculo em posicéo e
morfologia semelhante e cauda com flagelo termiimida de acordo com estes trabalhos, apesat
de ndo mencionado de forma explicita por Cruz e [1891), Carvalho-e-Silva (2003) e Lynch
(2006) e provavel que o disco oral constitua unredpa modificado em tubo de succéo, mas que
pode apresentar comprimentos variados (Pugliesé,€2001). Os girinos dB. berthalutzaeD.
microcephalus D. decipiens D. oliveirai, D. rubicunduluse D. werneri apresentam maior
proporcao corporal (acima de 30 %) quando comparadm as demais espéci€s (meridianus,

D. nanus, D. sanborre D. studerag

Em todas as espécies e possivel verificar a existéie uma linha pigmentada longitudinal
conspicua que parte da narina, passa pelo olho estsade até a porcédo posterior do corpo,
podendo continuar na musculatura da cauda (Bokermi®@63; Cruz e Dias, 1991; Pugliese et al.,
2000; 2001; Carvalho-e-Silva et al., 2003; LyncbQ@& Rossa-Feres e Nomura, 2006). Essa linha
geralmente apresenta pigmentacao escurecida, ndasspo clara em alguns casos (Pugliese et al.,
2000). Também é possivel notar a pigmentacdo ctadenna regiao frontal interorbital em vista
dorsal, exceto er. microcephalu®nde este padrdao ndo aparece claramente (Lyn@6).20

Dendropsophus wernedpresenta regido ventral com padrédo de pigmentg@elhante a
D. meridianus,D. nanuse D. sanborni(Bokermann, 1963; Cruz e Dias, 1991; Rossa-Feres ¢
Nomura, 2006) com pequenas manchas em forma dasestnquanto quB. rubicunduluse D.
studeraeapresentam ventre uniforme (Pugliese et al., 2@Aryalho-e-Silva et al., 2003) ou
marmoreado (Pugliese et al., 2000).

Os girinos do grup®. microcephaluspresentam diversas caracteristicas morfologicas e
comum, 0 que pode representar a estreita relac@ardatesco entre as espécies que o compdern
No entanto, apesar desse grupo apresentar maistaeesspécies (Faivovich et al., 2005), somente
nove espeécies com distribuicdo abrangendo o Brasim seus girinos descritos, demonstrando a

necessidade de maiores esforcos nos estudos emgtolas formas larvais do grupo.
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Tabelas

Tabela 1: Medidas de 20 girinos dendropsophus wernemo estagio 25 (Gosner, 1960). Valores em

milimetros (mm) e apresentados como Média + Desadrao (Minimo — Maximo).

Medidas

Média + Desvio padrao (Minimo-Maximo)

Comprimento total
Comprimento do corpo
Comprimento da cauda
Altura do musculo da cauda
Altura da cauda

Distancia interorbital
Distancia internasal

Altura da nadadeira dorsal
Altura da nadadeira ventral
Didametro do olho

Diametro da narina
Distancia olho-focinho
Distancia narina-focinho
Largura do corpo

Disco oral

5.62+0.45 (4. 95 - 7.11)
1.84 +0.17 (1.57 - 2.10)
3.87 +0.40 (3.30 - 4.71)
0.46 + 0.07 (0.30 - .55
0.92 + 0.14 (0.69 - 1.20)
0.66 + 0.09 (0.41 - 0.80)
0.65 + 0.09 (0.40 - 0.79)
0.36 + 0.09 (0.21 - .62
0.20 + 0.06 (0.09 7.3
0.33 + 0.05 (0.23 - 0.43)
0.13 + 0.04 (0.07 - 0.19)
0.86 + 0.09 (0.69 - 1.04)
0.31 + 0.09 (0.15 - 0.44)
1.23 +0.12 (0.82 - 1.48)

0.44 + 0.05 (0.34 - 0.56)
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Tabela 2: Espécies do gruf@endropsophus microcephalusostrando o estagio do desenvolvimento da descriga

formula dental (FD), presenca ou auséncia de mapdadisco oral, proporcao do corpo em relagdmatpomento total e

referéncias. O simbolo “*” representa espécies scyjporcdes foram inferidas a partir de ilustracpessentes no

trabalho original. “t” A descricdo dB. sanbornié atribuida a Bokermann (1963) porque existem dhsvisobre a

identificacdo do exemplar descrito originalmentmo®. nanus(Pugliese et al., 2001; Rossa-Feres e Nomura,)2006

Espécie
D. berthalutzae*
D. decipiens
D. meridianus

D. microcephalus*

O

. hanus
. Oliveirai

. sanborni*

O O O

. rubicundulus

w)

. studerae

D. werneri

Estagio
38
37
33
36
37
37
37
35
33

25

FD

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

Papilas
presente
presente
ausente
ausente
ausente
presente
ausente
ausente
ausente

ausente

Corpo/Total (%)
37
37
27
31
25
36
27
34
27

33

Refaéeénc
Bokermann, 1963
Pugliese et al., 2000
Cruz e Dias, 1991
Lynch, 2006
Rossa-Feres & Nomura, 2006
Pugliese et al., 2000
Bokermann 1963
Pugliese et al., 2001
Carvalho-e-Silva et al., 2003

Presente estudo
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Legendas de figuras:

Figura 1. Girino deDendropsophus werneem vista lateral (A), dorsal (B) e ventral (C);

detalhes do disco oral e da boca evidenciando eiaséa papilas e denticulos (D).
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Capitulo IlI

Andlise cromosstmica de quatro espécies sintopiadsDendropsophusda floresta

Atlantica, sul do Brasil

Este capitulo sera submetido ao periédico Joulfrtdegoetology
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Resumo

O géneroDendropsophug notavelmente diverso, composto atualmente pis dea90 espécies.
Apresenta o numero dipldide igual a 30 cromossorna® uma sinapomorfia presente em todos 0s
taxons do clado. No entanto, existe pouca informag@genética disponivel para varias espécies e
para diferentes populagfes. Neste trabalho apessesto caritipo d®. werneripela primeira
vez e fornecemos informacgdes adicionais sobre popak dd. elegansD. micropse D. minutus

da Mata Atlantica paranaense. Através do uso camdbirtde técnicas citogenéticas de coloracao
convencionais e moleculares, foram identificadoscadores espécie-especificos relacionados com
padrédo de bandas C, com a morfologia cromossomiceaéizacdo dos genes ribossomais 45S. A
técnica de FISH com sondas teloméricas ndo evidem@nhum indicio de fusdes cromossémicas
para as espécies estudadas. Os dados obtidos esgtip sdo relevantes para abordagens
citotaxondémicas e evolutivas dos grupos e, frenteatos niveis de biodiversidade e endemismo
da floresta Atlantica, aliados as ameacas que madienfrenta, a ampliagdo do conhecimento das

espécies que a habitam € fundamental que visecosigarvacao.
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Abstract

The genusDendropsophuss highly diverse and are composed of over 90 ispedhe diploid
number of 30 chromosomes represents a synapomdgohthe group. However, information
available about cytogenetics of anuran speciespapdilation are scarce. Herein we present the
karyotype ofD. wernerifor the first time and provide additional infornmat for populations oD.
elegansD. micropsandD. minutusfrom Atlantic forest in southern Brazil. Combiningtogenetic
coloration techniques (conventional and molecula®,identified some specific markers, related
with C banding pattern, chromosomal morphology, &whtion of ribosomal genes 45S. FISH
technique with telomeric probes showed no evideriacghromosome fusions for analyzed species.
Data available in this study are relevant for eixanomic and evolution approaches for the group,
and, considering the high biodiversity levels andesnism of Atlantic forest, and threats for this
biome, the enlargement of anuran species knowladgkiding citogenetics, is essential for their

conservation.
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Introducao

O género DendropsophusFitzinger, 1943 pertence a subfamilia Hylinae esspo
representantes distribuidos por quase toda a reg@oropical com mais de 90 espécies,
organizadas atualmente em nove grupos filogenétistimtos (Faivovich et al., 2005; Frost, 2010).
As espéciesDendropsophus werneriD. elegans D. microps e D. minutus pertencem
respectivamente aos grupos de microcephalusD. leucophyllatusD. parvicepse D. minutus
(Faivovich et al., 2005) e, apesar de apresentaammdes de distribuicdo muito distintos, podem
ocorrer em simpatria, principalmente em areas dadpooriental da floresta Atlantica brasileira
(Frost, 2010; IUCN, 2010).

Uma caracteristica conspicua comum aos integradiesse género € 0 numero
cromossomico diploide igual a 30 (Gruber et alQ®0aivovich et al, 2005). No entanto, apesar
desse carater conservado, existem registros dac@as interespecificas relacionadas a outros
aspectos do cariotipo deendropsophuspp., como diferencas no Numero Fundamental (NF),
presenca de cromossomos B ou polimorfismos (Mesle#toal., 2003; Gruber et al., 2005;
Medeiros et al., 2006).

Recentemente os anfibios sofreram mudancas sigtivtis em sua classificacdo (Faivovich
et al., 2005; Frost et al., 2006; Grant et al.,60f) apesar de estudos citogenéticos e moleculare
constituirem ferramentas Gteis para a sistematadema (Medeiros et al., 2006; Kasahara, 2009) é
de conhecimento comum que apenas uma fracao dossamasileiros foi estudada sob o aspecto
citotaxondmico.

O estudo citogenético de vertebrados favorece gp@ensdo de mecanismos evolutivos
(Kasahara, 2009; Pereira, et al., 2009) e, emlmaacsescente o niumero de trabalhos citogenéticos
com anfibios, de modo geral o conhecimento soboeganizacdo cromossémica de anuros no
Brasil se limita a descricbes da morfologia e n@ameromossémico, ndo contemplando
informacgBes obtidas a partir de técnicas mais uéisak (Lourenco et al., 2000; Amaro-Ghilardi et

al., 2008; Nunes e Fagundes, 2008; Pereira, &C49).
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Nesse contexto, insere-se ainda a importanciatddasscom variedades populacionais pelo
potencial de fornecer caracterizacbes mais congleta tracar a evolucdo de um ou varios
cromossomos (Campos et al., 2009; Kasahara, 2009).

Portanto, visando contribuir para o conhecimentoittdaxonomia de anuros brasileiros, foi
desenvolvido o presente estudo, onde foram anabsasl cariotipos dB. wernerj D. elegansD.
micropse D. minutus(Figura 1) procedentes de uma localidade da flar&dantica do estado do
Parana, fazendo uso de técnicas citogenéticas moovis e moleculares. O cariotipo Be
werneri € apresentado pela primeira vez e informacdesoadis foram obtidas para as demais

espécies consideradas neste estudo.

Material e Métodos

Os exemplares analisados foram coletados no mimiadp S&o José dos Pinhais
(25°47°'41.97” S, 48°54°'43.62” W, cerca de 200 obee o nivel do mar) entre os meses de outubro
de 2009 e abril de 2010, em uma area de Florestar@ita Densa Submontana, na Area de
Protecdo Ambiental de Guaratuba (Figura 2), s@néia concedida pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo, licenca 88911-1 e 2), Insituto Ambiental do Parana
(IAP, licenca n° 114/08) e Comité de Etica em Expentacdo Animal do Setor de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal do Parana (CEEERR, licenca n°® 411).

Foram coletados e analisados seis individudSetelropsophus wernefirés fémeas e trés
machos), oito individuos db. elegans(trés fémeas e cinco machos), cincobdemicrops(trés
fémeas e dois machos) e noveldeminutus(quatro fémeas e cinco machos). Os espécimes foran
depositados na colecdo do Museu de Zoologia “PsofeAdao José Cardoso” (ZUEC 16983-
17011) da Universidade Estadual de Campinas (UNIEAM

Os cromossomos mitdticos foram nominados e claasifis por inspecao visual, segundo
Levan et al. (1964) e foram obtidos por métodotdieepartir da medula 6éssea femoral e figado, de

acordo com Badissera et al. (1993), com adapta¢@esutilizada a coloracdo convencional com
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solucéo de Giemsa 5 % em tampao fosfato (pH 6g8)octambém bandamento C e impregnacao
com nitrato de prata, segundo os protocolos de n8unil972) e Howell e Black (1980),
respectivamente. Também foi efetuada dupla coloracam fluorocromos diamidino-2-
phenylindole (DAPI) e CromomicinasACMA;3) a fim de evidenciar regides heterocromaticasrica
em AT e GC respectivamente (Schweizer, 1980). Fardlizadas ainda sondas ribossomais 18S
(Hatanaka e Galetti, 2004), marcadas com biotiegideenciadas por streptavidina FITC conjugada
e contracoloracdo DAPI; e sondas teloméricas (TT&RGIJdo et al., 1991), marcadas com
digoxigenina e detectadas com anti-digoxigeninamuda e contracoloracdo DAPI conjugadas.
Ambas as sondas foram amplificada por reacdo eraixath polimerase (PCR) e ligadas aos
respectivos sitios através de hibridizacao fluaetin situ (FISH) (Pinkel et al., 1986).

As analises foram realizadas em microscopio déuepdscéncia Zeiss Axiophot e Olympus
BX 41 e as imagens foram capturadas com softwase Data Manager Expo 4.0 (Applied Spectral

Imaging) e coolSNAP-Pro, software (Media Cybernetic

Resultados
Coloracgéo convencional

Todas as espécies analisadas apresentaram nuraerassdmico dipldide igual a 30, mas
com a morfologia cromossomica bem distinta entees Figura 3).Dendropsophus werneri
apresenta oito pares de metacéntricos (m) (3, 80911, 12, 14 e 15), cinco de cromossomos
submetacéntricos (sm) (1, 2, 4, 5 e 6) e dois Beekcéntricos (st) (7, 13) com NF igual a 56. Em
algumas metafases foi possivel visualizar congsic@ecundarias no par 13, geralmente
homomorficas (Figura 3) e que corroboram com as K@ D. elegansforam observados oito
pares de cromossomos m (3, 6, 7, 8, 9, 10, 12 dr&l)de sm (1, 2 e 4) e quatro de st (5, 11, 14 €
15), com NF = 52. Quanto @. microps foram encontrados dois padrdes cariotipicos niosi
(citétipos); um com cinco pares de m (3, 11, 12e113}), seis de s, 2, 4, 8, 9 e 10), quatro de st
(5, 6, 7 e 15) e NF = 54; e outro com cinco paeemd3, 11, 12, 13 e 14), setede sm (1, 2,4, 5, 8

9 e 10), trés st (6, 7 e 15) e NF = 52. Por firmcelacdo &. minutusobservou-se sete pares de
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cromossomos m (3, 8, 10, 12, 13, 14 e 15), oitqksna, 4, 5, 6, 7, 9 e 11) e NF = 60. Ainda com
relacdo a esta espécie, foram observadas constgegandarias em alguns cromossomos do par 1:

frequentemente heteromorficas, mas confirmandoCGissR Figura 3).

Bandamento C e CMADAPI

O bandamento C mostrou um padrao bastante consepaadD. werneri D. eleganse D.
minutus com bandas na regido pericentromérica dos cramuss Ainda nessas espécies, a
heterocromatina associada as Regides Organizaderdiicléolo (RONs) também foram bandas
C" (positivas) em algumas metafases analisadas. SerBenticrops ndo apresentou nenhum
padréo especifico.

Em D. wernerj D. eleganse D. minutus a dupla coloragdo CMADAPI revelou o0 mesmo
padrédo obtido na banda C, revelando que as regg&esocromaticas séo ricas em GC, embora, em
alguns cromossomos, a marcacao seja bastanteesotsinal fluorecente perceptivel seja fraco
(Figura 5). EmD. wernerie D. eleganstambém foram observadas marcacdes correspondestes
RONSs, mostrando que essas regides sao igualmeagam GC. Para a espébiemicropsnao

foram detectadas regides ricas em GC.

Localizacdo de RONs e rDNA

Em D. wernerias Regifes Organizadoras de Nucléolo (RONs) fataservadas na regiao
telomérica do braco longo nos homoélogos do partl®e forma semelhante, eb elegansas
marcacdes correspondentes as RONs foram observaamesma regido do mesmo par
cromossomica (13 st) gu2 wrneri. ParaD. micropsas RONs foram detectadas nos teldmeros do
brago curto do par 10 sm e é&n minutustambém foram detectadas na regiao telomérica,dmas
braco longo do par 13 sm (Figura 6.1). As constcSecundérias observadas corresponderam a

RONSs e as regides de rDNA em todos os casos p#aa & espécies analisadas (Figura 6.2).
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Localizagdo das regifes teloméricas

As sequéncias (TTAGGGgJoram detectadas nas regides teloméricas dos essmmms das

quatro espécies estudadas, ndo sendo reveladomesiimintersticial (Figura 7).

Discussao

O numero diploide (2n) igual a 30 foi constantetedas os individuos de todas as espécies
estudadas, incluind®. wernerj reforcando este caracter como uma sinapomorfia pagénero
(Faivovich et al., 2005). No entanto, segundo Racloet al. (2005), o niumero dipléide igual a 30
ainda nao pode ser considerado como uma sinap@parfa o género devido ao desconhecimento
do namero cromossémico dipléide Henohyla género irmdo d®endropsophuslsto evidencia a
importacia da citogenética para a sistemética dewrsddnApesar deste carater em cmum,
Dendropsophus wernerD. elegans D. micropse D. minutusapresentaram cariétipos bastante
distintos em sua morfologia geral, inclusive comméfio Fundamental (NF) varidvel, evidenciando
a diversidade cariotipica caracteristica do gé(@raber et al., 2005).

Mesmo se considerarmos somente espécies de um ngegpuy como por exemplo o grupo
D. microcephalusque possui informacgdes cariotipicas a respeitD.deerthalutzagD. cruzi D.
elianeae D. nanus D. rubicundulusD. sanborni(Medeiros et al., 2003; Gruber et al., 200%).e
werneri (presente estudo) ndo é possivel estabeler urAgadra o cariétipo, tanto em morfologia
como no NF ou par cromossdmico portador das Rediiiganizadoras de Nucléolo (RONSs).
Apesar das caracteristicas comuns perceptivei®e erdsas espécies, como o primeiro par
submetacénctrico (sm) e a presenca de um par @eén¢ticos (m) grandes (geralmente na posi¢céo
3), 0 numero de pares subtelocéntricos (st) vamiasideravelmente. Em parte isso pode ser
explicado por diferencas no sistema de ordenac&ocdmmossomos, uma vez que as diferencgas
entre eles é sutil, principalmente com relacdaatahho dos mesmos (Gruber et al., 2005).

O cariotipo deD. wernerié descrito pela primeira vez e apresenta o nNio(56) do grupo
D. microcephalusdevido ao nimero reduzido de cromossomos stcBela com Bogart (1973) a

reducdo no numero de cromossomos st em cariotpasiuros é uma condigdo derivada, devido a
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rearranjos cromossodmicos como inversdes pericéntrideste caso, considerando-se somente est
caracteristica cromossodmida, werneripoderia ocupar uma posicao derivada dentro doogaap
qual pertence.

Em comparacdo com o trabalho de Gruber et al. (200%®legansD. micropse D. minutus
apresentam algumas distingbes. Bmeleganso padréo encontrado nos exemplares de S&o Jos
dos Pinhais (PR) difere consideravelmente dos daubl (SP), sobretudo com relacdo ao numero
de m, sm e st. No entanto, o cariétipo de ambamwpslacdes € muito semelhante e as diferencas
observadas se devem provavelmente a divergénciaslenacéo pelas diferencas sutis no tamanha
dos cromossomos (Gruber et al., 2005). Barmicropstambém foram encontrados dois cariotipos
diferentes, com variacdes inclusive no NF (52 ¢ 84ddla a presenca de um par st adicional em urr
espécime. Essa mesma diferenca foi ressaltada empéres do interior de Sdo Paulo e Santa
Catarina, 0 que sugere a existéncia de variacagr@iem intraespecifica. E, a respeito [de
minutus o NF = 60 verificado em exemplares de Sao JoséPdtthais corresponde ao registrado
para populacdes do Estado de Sdo Paulo e Mato dGdasSul (Medeiros, 2003; Gruber et al.,
2005), mas novamente ha diferencas no numero desm e a existéncia de variagdo geografica
nesta espécie também é provavel. Medeiros et @03]2ressaltam que variacbes geograficas no
caridtipo podem indicar inclusive diferencas noehigspecifico e que a citogenética, juntamente
com outras ferramentas, pode auxiliar na melhanigéb do status taxondmico das espécies.

Apesar dos anuros de modo geral serem consideragosgrupo cariolégicamente
conservado (Nunes e Fagundes, 2008), os resultdntmbos sugerem queendropsophuspp.
constitui um género marcadamente diverso com relagéorfologia cromossomica.

Com relacao a localizacao das regides ricas enmndoetenatina constitutiva, o bandamento
C revelou um padréo que pode ser considerado (sgalAnanias et al., 2004; Gruber et al., 2005;
Amaro-Ghilardi et al., 2008; Campos et al., 200)m marcacdes principalmente na regiao
pericentromérica de todos os cromossomo® deverneri D. eleganse D. minutus Ainda para

estas espécies, a dupla coloracdo GMAPI observada neste trabalho mostrou que estagaba
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heterocromaticas séo ricas em GC, o que tambénuepaes recorrente (e.g. Ananias et al., 2007;
Campos et al., 2008; Kasahara, 2009). No entaata[p micropso bandamento C n&o evidenciou
bandas heterocromaticas e a dupla coloracdo nadsramosiarcacdes GC, diferentemente do
observado por Gruber et al. (2005) para populagdeutiras localidades. Segundo Kasahara (2009)
a heterocromatina ainda € pouco compreendida e\@arde até mesmo dentro de uma populacgéo,
podendo constituir uma diferenciacdo para a popolale Sdo José dos Pinhais. Para anuros (
padrdo de localizagcdo da heterocromatina parecarvpouco e sua deteccdo revela blocos
geralmente na regido pericentroméricas dos cromuss@e.g. Medeiros et al., 2003; Gruber et al.,
2005). Atualmente sabe-se que a heterocromatinge ped pepéis variados em diferentes
organismos (Grewal e Jia, 2007) e estudos envolverste carater em anuros devem ser
incentivados.

Com relacdo as Ag-RONSs, a localizacdo dos cisteorextremamente variavel entre os
anuros, inclusive frequentemente com casos dedmetefismos (Amaro-Ghilardi et al., 2008). As
espécies consideradas neste estudo apresentararactem de RONs bastante diversas quandc
comparadas entre si, mas sempre em cromossomosrwfioes, variando apenas na intensidade
do sinal. As sondas de rDNA revelaram o mesmo padb&ervado nas Ag-RONs em todos os
casos. Aparentemente, a localizacdo das RONs macies do grupdD. microcephalusé
comumente variavel (Medeiros et al., 2003; Grulienle 2005), indicando possiveis arranjos
cromossomicos dos cistrons da RON, como translesggdr exemplo, durante o curso da evolugao
(Raber et al., 2004; Carvalho et al., 2009).

ParaD. micropse D. minutusas marcacdes das RONs corroboraram com o depanito
Guber et al. (2005). Entretanto a RONDRIeeleganslocalizada nos teldmeros do par 13 st, difere
do descrito por Gruber et al. (2005) para espécideed)batuba (par 10), indicando variacéo
geografica. No entanto, Gruber et al. (2005) olmsam uma marcacédo diferencial telomérica
heterocromatica no par 14 st de algumas metafessesa espécie, podendo representar um sitic

adicional de RON. Outra possibilidade € a de quetarocromatina apresente associacdo com
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RONSs, uma vez que ha casos registrados desse p@kir@ro-Ghilardi, 2008; Carvalho et al.,
2009). Marcacbes com sondas rDNA especificas tedn sitilizadas como acessorias para
evidenciar as RONs (e.g. Lourenco et al., 2000; g2mret al., 2009; Carvalho et al., 2009) e
podem revelar RONs ndo marcadas por impregnacamjeto de prata por ndo estarem ativas na
intérfase que precederam as metafases analisadasadd deD. eleganso emprego esta técnica
pode auxiliar na definicdo do padréo de marcacd®@ dessa espécie.

Com relacdo a marcacdo por sondas telomeéricas (G&); 0 padrao observado para
todas as espécies deste estudo foi 0 mesmo, opaldr&o revelado foi exclusivamente telomeérico,
como observado para espécies relacionadas de armmms caracteristicas primariamente
conservadas (Amaro-Ghilardi et al., 2008). Apesarsitios teloméricos intersticiais constituirem
uma evidéncia de fusdes cromossémicas duranteeaeddiacdo cromossdmica dos caribtipos
(Silva e Yonenaga-Yassuda, 1997; Silva e YoneiYagsuda, 1998 a e b; Amaro-Ghilardi et al.,
2008), nem sempre séo evidenciados, o que tenasitbaido a auséncia desse tipo de rearranjo ou
a perda subsequente dessas sequencias (Kasal@®pg, 20

Neste estudo o emprego de técnicas diferenciadasoldeacdo, associadas as praticas
convencionais, produziram resultados que reforcamndiversidade cariotipica do género
Dendropsophustravés da obaservacao de diferencas no NF e rialogga cromossdmica entre as
espécies, bem como auséncia de bandas C para lgimpuleD. micropsestudada, além de
diferencas na localizacdo das RONs. Gruber e@DY) afirmam que o género pode ter sofrido
diversas inversodes pericéntricas que tornaram suBlogia cromossdmica extremamente diversa,
explicando em parte os variados padrdes observaal@s o grupo até o momento. Contudo, 0s
rearranjos cromoss6micos que geraram essa divéesmlada sdo pouco compreendidos e pouco
evidentes, denotando a importancia da continuiddeleestudos citogenéticos com diferentes

espécies e populacdesdendropsophuspp..
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Tabelas

Tabela 1: Dados morfolégicos cromossdémicos (m =aodgitricos, sm = submetacéntricos, st = subteldcés); NUmero
Fundamental (NF); cromossomos portadores das RAYR@NS); cromossomos portadores dos rDNA, revelgawssondas
18S apos FISH, mostrando a variedade nos cariddipbendropsophuspp.. ¥” Dados de Medeiros et al. (2003); “t” Gruber et

al. (2005) e “*" presente estudo; “-* informacacordisponivel.

Espécie m sm st NF AgRONSs rDNA
D. berthalutza& 8,9, 10, 12, 13, 14 1,2,3,4,7 5, 6,11, 15 52 15 -
D. cruzit 3,8,9, 10, 12,13, 14 1,2,4,6,7 5,11, 15 54 14 -
D. elegan$ 3,8,9,10, 13 1,2,4,6,7,12 5,11, 14, 15 52 10,14 -
D. elegans 3,6,7,8,9,10,12, 13 1,2,4 5,11, 14, 15 54 13 13
D. elianead 3,8,9,10, 12, 13, 14, 15 1,2,4,7 5,6,11 54 11 -
D. microps1l 3,8,9,11, 12,13, 14 1,2,4,10 5,6,7,15 52 10 -
D. microps2 3,8,9,11,12,13, 14 1,2,4,10 5,6,7,15 52 10 -
D. microp$1 3,11, 12,13, 14 1,2,4,8,910 5,6,7,15 54 10 10
D. microp$2 3,11, 12,13, 14 1,2,4,5,8,9,10 6,7,15 52 10 10
D. minutug 3,8,9,10,11,12,13,14,15 1,2,4,5,6,7 seate 60 13 -
D. minutug 3,8,10,12,13, 14, 15 1,2,4,5,6,7,9,11 seate 60 13 13
D. nahderert 3,8,9,10, 12,13, 14 1,2,4 5,6,7,11, 15 50 1 -
D. nanug 3,8,9, 10,12, 13 1,2,4,6,7 5,11, 14, 15 52 1,13 -
D. nanu¥ 3,8,9,10, 11, 13 1,2,4,5,7 6,12, 14, 15 52,5,12,13,14 6,13
D. rubicundulug 3, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 1,2,4,7 5, 6,15 54 7 -
D. sanbornt 3,8,9,10, 12,13 1,2,4,7 5, 6,11, 14, 15 50 14 -
D. sanborn¥ 2,8,9, 10,11, 14 1,3,4,6 5,7,12,13,15 50 12 12

D. wernerf 3,8,9,10,11, 12, 14,15 1,2,4,5,6 7,13 56 13 13
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Legendas de figuras

Figura 1: individuos das espécies estudaasiropsophus wernefA); D. elegangB); D. microps(C); D.

minutus(D) registrados em Castelhanos.

Figura 2: localizacdo da area de estudos na coldmi€astelhanos na Area de Protecdo Ambiental de

Guaratuba, Sao José dos Pinhais, Parana.

Figura 3: aspecto geral do caridtipol@ewerneri(A); D. elegangB); D. microps(C e D) eD. minutus(E)
revelados por coloragédo convencional. Constricéesrglarias evidentes nos cromossomos 13 de Ae 15d

E, correspondentes as marcacdes das RONSs. A lopiikale a 10 um.

Figura 4: Bandamento C mostrando regides ricas e&erdcromatina constitutiva concentradas na regiao
pericentromérica dos cromossomoddeaverneri(A); D. elegangB) eD. minutus(C). Barra equivalente a

10 pum.

Figura 5: Dupla coloracdo CMMAMAPI mostrando regides ricas em GC, coincidena® dandas C
positivas, pard. werneri(A), D. elegangB) eD. minutus(D). A seta em B mostra regido correspondente

a RON. Par®. microps(C) nenhuma regido rica em GC foi evidenciadardequivalente a 10 pm.

Figura 6: (6.1) Ag-RONSs positivas mostrando paresnossomicos portadores das RONSs; par 13 8.de
werneri(A), par 13 st d®. elegangB), par 10 sm d®. microps(C) e par 13 m d®. minutus(D); (6.2)
localizacdo das regides de rDNA (setas) reveladasspnda 18S apds FISH paba werneri (A), D.

elegangB), D. microps(C) eD. minutus(D), todas correspondentes as RONs. Barra equieael0 pum.

Figura 7: Localizacdo das sequéncias teloméricasOpaverneri(A), D. elegangB), D. microps(C) eD.
minutus (D), evidenciando marcacgfes exclusivamente nasnilos, reveladas por sondas (TTAGGG)

apos FISH. Barra equivalente a 10 um.
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Figura 4
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Anexo |

Predation on Dendropsophus wernefAnura: Hylidae) by a lycosid in the Atlantic

forest, southern Brazil

Publicado em Herpetology Notes 3: 299-300 (2010)



Herpetology Notes, volume 3: 299-300 (2010) (published online on 13 November 2010)

Predation on Dendropsophus werneri (Anura: Hylidae)
by a lycosid in the Atlantic forest, southern Brazil

Igor S. Oliveira'*, Adriele K. C. Oliveira'. Marta M. Cestari'. Luis Felipe Toledo?

Invertebrates are important prey items of anurans (e.g..
Santos. Almeida and Vasconcelos. 2004). However.
depending on their relative size to amurans, they can
turn from prey into predators (reviews in Toledo 2005;
Toledo. Ribeiro and Haddad. 2007). Predation events
are not frequently observed in nature. but the presence
of a wide range of potential predators may indicate
that such events may be more common than observed
(Pombal, 2007). Apparently. predation by spiders upon
post-metamorphic anurans is a common interaction in
the wild and, therefore. spiders have been claimed to be
one of the most important anuran invertebrate predator
(Menin. Rodrigues and Azevedo. 2005: Toledo. 2005).

During a field survey on 19% December 2009 in the
Area de Protecio Ambiental de Guaratuba (municipality
of Sao José dos Pinhais. Parana state. southern Brazil)
predation on an adult male of Dendropsophus werneri
(Cochran, 1952) by a wolf spider (Lycosidae) was
observed. Predation occurred at 2:32 am. in a flooded
area with predominant Brachiaria sp. inside a pristine
Atlantic Forest site (25°47°41.977 S, 48°54°43.62" W,
about 299 ma. s.1.). While the male D. werneri was trying
to release itself. holding the spider’s legs and trying to
escape, the spider was strongly attached to frog by the
abdomen at the water surface (Figure 1A). The spider
introduced its chelicerae into the frog’s abdomen. and
remained motionless. even with the frog’s movements
in an attempt to escape. After almost one and a half
hour the wolf spider moved from the water surface to

—
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about 10 cm up in the vegetation. carrying the dead frog
and eating it (Figure 1B). Both spider and frog were
not collected. but registered by photography and video
images. The identification of the species is assured by
the collection of several conspecific individuals in the
same pond during another ongoing study.

The genus Dendropsophus is commonly preved
upon by spiders (Bernarde. Souza and Kokubum,
1999:; Toledo, 2005; Pombal. 2007: Santana, Silva
and Oliveira. 2009). and other invertebrates (Toledo.
2003:; Castanho and Rocha. 2005: Forti. Fischer and
Encarnacdo, 2007). Solitary and venomous predators
usually prefer prey with similar size. and may select
prey in regard to the energetic cost related to predation
(Toledo. Ribeiro and Haddad. 2007). The case reported
here may corroborate this prediction.

Acknowledgements. We thank to Moacyr Grassman and their
family for permission to work in their property and CAPES for
financial support during field survey. LFT thanks FAPESP for a
grant and a scholarship.
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Figure 1. Wolf spider (Lycosidae) preving upon a male Dendropsopius werneri in a flooded site of the Brazilian Atlantic Forest.

Igor S. Oliveira et al.

A) Spider killing the frog by spiking chelicerae into frog’s abdomen at water surface: B) Spider eating the frog on the vegetation

upon the water.
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Procedimentos citogenéticos
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Obtencdo de metafases mitéticas por meéetodo diretgsegundo Cole e Leavens (1971) e

Baldissera et al. (1993tom adaptacdes

Injecdo abdominal intraperitoneal de solucdo aquiesdéermento bioldgico e dextrose na
proporcéo 1 : 2;

Apo6s 48 h, injecdo abdominal intraperitoneal deig@d de colchicina 0,1 % (0,1 mL / 10g
de massa corporal);

Apbs 4 h, anestesiar 0 espécime com lidocaina ®%rair o figado e a medula 6ssea;
Tratar com solucéo hipotonica de cloreto de patg¥&Cl) 0,075 M;

Desagregar o tecido até a obtencdo de uma solughogénea e deixar descansar por 40
minutos na solucéo de KCl a 37 °C;

Pingar trés gotas de fixador (metanol e acido eméta proporcdo 3 : 1) e deixar em
descanso por 10 minutos;

Centrifugar por 8 minutos a 6000 rpm (rotacOesmpiniuto) e descartar o sobrenadante;
Completar com solucéo de fixador, re-suspender tenmabe deixar em descanso overnight
no congelador;

Centrifugar por 8 minutos a 6000 rpm, descartaiwenadante e re-suspender o material;

Repetir esse processo mais duas vezes e armazernad@ material no congelador.

Coloracédo convencional com Giemsa

Pingar trés gotas da solugcdo em lamina limpa sebmor de banho-maria a 50 °C,
aguardando até a completa secagem do material,

Corar com solucdo de Giemsa 5 % em tampéo fostamoptd 6,8 durante 10 minutos;

Retirar o0 excesso de corante com agua destiladmardar a completa secagem antes de

analisar.
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Bandamento C(Sumner, 1972)

* ApOs a montagem as laminas foram mergulhadas esoldedo 0,2 N de &cido cloridrico
(HCI) durante 15 minutos a 25 °C e depois lavadas &gua destilada;

* Em seguida, as laminas foram mergulhadas em sotledudroxido de bario (Ba(Oh)5
% a 25 °C, permanecendo por 1 minuto e 30 segundos;

* Apbs esse tempo o material foi lavado em solucadi@e1l N e em seguida em &gua
destilada;

* As laminas seguiram entdo para megulho em soluglitas?2 x SSC a 50 °C durante 25
minutos;

* Finalmente foram entdo lavadas com agua destiladaradas com Giemsa 5 % por 10

minutos para posterior analise.

Ag-RON (Howell e Black, 1980)

* ApOs o preparo das laminas, pingar uma gota soldedgelatina incolor e duas gotas de
nitrato de prata (AgN¢) a 50 %.

» Cobrir cuidadosamente com laminula e levar parabacem camara umida a 60 °C por 3
minutos até a solucdo adquirir coloracéo castarmhwadio;

* Lavar com agua destilada e deixar secar naturatment

Dupla coloracdo CMAs/DAPI (Schweizer, 1976)
» Apés preparar a lamina, depositar 80 puL de solagga€romomicina A (CMA;3) sobre a
lamina, cobrir com laminula limpa de deixar desaansm camara escura em baixa

temperatura durante 1 hora e 30 minutos;

e Retirar a laminula, lavar com agua destilada erdecamente;
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Colocar 80 pL de solucdo diamidino-2-phenilindotamcAntifading (DAPI/Antifading),
cobrir com laminula e deixar descansar em camamar&®m baixa temperatura por, no

minimo, 15 minutos.

Localizacdo do rDNA com sonda 18S e sequéncias takricas (TTAGGG), por FISH (Pinkel

et al., 1986)

Lavar laminas preparadas com solucao tampao 1 €I(8la37 M, KCI 2,6 mM, NgHPQO,

8 mM, KH,PQO, 1,46 mM) em agitacdo durante 5 minutos em temperambiente;
Desidratar em série alcodlica gelada (70, 85 e%P@or imersdo por 5 minutos em cada
solucéo;

Adicionar 90 pL de RNAse 10 mg / mL (0,4 % RNAs2 x SSC), cobrir com laminula e
incubar em camara Uumida a 37 °C durante 1 hora;

Lavar as laminas com agitacdo por 5 minutos emS5K, retirar a laminula e repetir o
processo mais duas vezes;

Lavar em PBS 1 x por 5 minutos;

Mergulhar as laminas em formaldeido 1 % em PBScbm MgCh 50 mM durante 10
minutos em temperatura ambiente;

Lavar em PBS 1 x durante 5 minutos;

Desidratar em série alcodlica gelada;

Mergulhar as laminas em solug&o de formamida 702 & SSC e deixar em banho-maria
a 70 °C por 5 minutos (desnaturacdo do DNA);

Mergulhar imediatamente as laminas em etanol 7GRdg (- 20 °C) durante 5 minutos e

proceder com série alcoolica;
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Cobrir cada lamina com 50 pL de solucdo de hibaeichp (50 % formamida, sulfato
dextrano 10 %, 2 x SSC e sonda (18S ou (TTAGE&plificada e marcada por PCR) e
sobrepor laminula;

Incubar o material em camara Umida escura a 3¥éeight;

Lavar as laminas em formamida 15 % em 0,2 x SSC,pHlurante 10 minutos em agitagéo
a 42 °C, retirar a laminula e repetir a lavagem;

Lavar com 0,1 x SSC em banho-maria a 60 °C dutaneutos, e repetir 0 processo mais
duas vezes;

Lavar em solugcéo de Tween 20 (0,05 % em 2 x SS@nhtk15 minutos;

Colocar 90 pL de leite em p6 5 % em 4 x SSC e caomn laminula por 15 minutos em
camara umida;

Lavar o material em solu¢do de Tween 20 por 5 ragjutemover a laminula e repetir a
lavagem;

Colocar 80 pL de Streptavidina-FITC (1 pL / 500 dé leite) e deixar incubar por 30
minutos em camara umida e escura em temperaturiarateib

Mergulhar e agitar em temperatura ambiente povegss em Tween 0,5 % / 4 x SSC;
Desidratar em série alcodlica por 5 minutos;

Cobrir as laminas com 80 pL de DAPI/Antifading @6s 15 minutos, analisar em

microsopio de epifluorescéncia.
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