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RESUMO

A Floresta Atlantica possui uma vasta fauna de anfibios anuros, embora estudos
citogenéticos deste grupo seja pouco representativos quando comparados aos de
peixes e mamiferos. Nesse trabalho foram caracterizados os cariotipos de quatro
espécies pertencentes a Floresta Atlantica paranaense: Bufo abei, pertencente a familia
Bufonidae, e Bokermannohyla hylax, Trachycephalus mesophaeus e Hypsboas bychorfi
pertencentes a familia Hylidae. Essa € a primeira descri¢do citogenética para a espécie
B. Hylax, e os resultados demonstram caracteristicas bem conservadas no cariotipo, ja
que todos os exemplares das quatro espécies possuem apenas Cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos e um par portador de regides organizadora de
nucléolos (NORs) ativo. Dentro da familia Hylidae o 2n = 24 também € conservado,
porém o padrdo de bandas C, regifes ricas em GC/AT e localizacdo das NORs é

diversificado.



1 INTRODUCAO

1.1Consideracdes sobre os anfibios anuros

Anfibios sdo animais de pele fina e Umida, na qual ndo o correm pélos ou
escamas externas. S4o animais incapazes de manter a temperatura de seu corpo
constante apenas por mecanismos internos, por isso sao chamados animais de sangue
frio ou pecilotérmicos. A pele fina, rica em vasos sanguineos e glandulas, permite-lhes
gue a utilizem na respiracéo, absorcao de agua e defesa. Quando necessitam de agua
encostam a regiao ventral de seu corpo na agua e a absorvem pela pele. As glandulas
séo de dois tipos: mucosas para producdo de muco e serosas, que produzem veneno.
Todo o anfibio produz substancias toxicas, mas com grande diferenca nos niveis de
toxicidade e os acidentes com humanos somente acontecerdo se tais substancias
entram em contato com nossas mucosas ou sangue. Podem ser aquéticos ou
terrestres. As formas aquaticas respiram através de branquias, através da pele ou
através de pulmdes. As terrestres respiram geralmente tanto através dos pulmdes
guanto pela pele. Alimentam-se de minhocas, insetos, aranhas, e de outros
vertebrados como pequenos mamiferos (POUGH 2008).

Reproduzem-se através de ovos que originam uma larva e posteriormente um
adulto através do processo de metamorfose. Seus ovos sédo depositados em locais
umidos ou na 4gua, pois ndo possuem casca para protegé-los da dessecacéo. Estudos
de fésseis sugerem que o grupo teria evoluido a partir dos peixes pulmonados de
nadadeira lobada e servido de ancestral para os répteis, além de ser o primeiro
vertebrado em habitat terrestre. Em relacdo aos peixes (seus antecessores) os anfibios
possuem maior independéncia da agua, contudo ainda ndo representam seres
verdadeiramente terrestres, tendo a necessidade de viver em locais umidos mesmo
guando adultos. Surgiram no Devoniano e foram 0s primeiros animais terrestres.

Embora seus antepassados pré-historicos tenham atingido tamanhos muito grandes, a



maioria dos anfibios atuais ndo passa de 20 cm de comprimento, 0s menores podendo
chegar a menos de 1 cm (POUGH 2008).

Os anfibios tendem a habitar as regides préximas ao Equador, sendo mais
concentrados na regido tropical. Apesar disso, algumas espécies possuem adaptacdes
gue lhes permitem viver em regides frias, em grandes altitudes e até em desertos.
Dessa maneira, existem cerca de 4.500 espécies descritas de anfibios que se
distribuem por todos o0s continentes, exceto a Antartida. Sao elementos
importantissimos nas cadeias e teias ecoldgicas, principalmente como controladores de
insetos e outros invertebrados, sendo ora presas, ora predadores. No geral, sdo bons
indicadores bioldgicos e ambientais, ja que necessitam de um ecossistema equilibrado
(associacao entre meio bidtico e abibtico) para manterem sua diversidade. Em termos
ecolégicos sdo importantes no fluxo de energia na cadeia tréfica de uma ambiente
porque convertem cerca de 90% do que consomem em massa corporea,
diferentemente dos seres endotérmicos. Dessa forma, os anfibios apresentam taxas de
crescimento muito elevadas, e por isso tornam-se 6timas presas de seres maiores
(POUGH 2008).

A familia Hylidae engloba os anuros conhecidos popularmente como pererecas
ou relas. A principal caracteristica desse grupo é a presenca de ventosas na parte
terminal dos dedos. Possui cerca de 880 espécies distribuidas em quatro subfamilias
(FROST, 2004). No entanto, a existéncia de caracteres morfologicos altamente
conservados, dificulta as investigacfes taxondmicas e filogenéticas, dado o alto grau de
semelhanca entre as espécies, havendo a necessidade do uso de métodos mais
detalhados.

A citogenética tem se mostrado uma ferramenta interessante na caracterizacao
das espécies de anfibios e envolvendo todo um estudo referente aos cromossomos
quanto a posicdo do centrdmero, caracteristicas morfolégicas, organizacdo estrutural,
replicacdo, e evolugéo cariotipica. Gera dados de alta relevancia quando aliada a outras
linhas como a taxonomia tradicional e a ecologia, podendo contribuir na identificacéo de

espécies cripticas e taxonomicamente problematicas.



1.2 Consideracfes sobre a citogenética de anfibios anuros

A citogenética € uma ciéncia hibrida, constituida de citologia e genética. Esta
embasada no fato do material hereditario de um organismo encontrar-se arranjado nos
cromossomos. Essa forma de arranjo torna possivel a economia em numero de
unidades segregacionais, aumentando a eficiéncia da segregacao, reduzindo o perigo
de ganho ou perda de outras unidades individuais, além de possibilitar uma difuséo
entre os componentes cromossémicos (SWANSON; MERZ; YOUNG, 1969).

Os cromossomos encontrados nos anfibios sdo em grande parte metacéntricos e
submetacéntricos, muito raramente subtelocéntricos ou acrocéntricos.
Microcromossomos sO estdo presentes em casos raros, por exemplo, em Rana
temporaria (SCHMID et. al, 1985). A poliploidizacdo € um fenémeno difundido nos
anuros que representa um papel importante na especiacdo e evolugéo deste grupo. Em
nenhuma outra classe de vertebrados isto ocorre de forma tao freqiiente e naturalmente
como em Amphibia. Muitos estudos encontraram na familia Hylidae, animais tripldides e
tetrapldides, ja na familia Ranidae ndo ha relatos de poliploides. Experimentalmente,
foram produzidos polipléides submetendo os ovos a temperaturas ou choques de
pressao (SCHMID et. al,1985). SCHMID relatou uma populacédo tetrapléide em Anura
(4n=44) e observacdes das fases meidticas revelaram pareamento quadrivalente, o
qual envolvia os quatro cromossomos supostamente homoélogos. Os varios passos da
evolucdo que levaram a variabilidade cariotipica entre as familias de Anura devem ter
surgido devido, principalmente, a alteragbes cromossOomicas, do tipo fusdo céntrica
(BECAK et. al, 1970).0s cromossomos de anfibios diferem da maioria das outras
classes de vertebrados, na frequéncia de regides de heterocromatina constitutiva
(MIURA, 1995). Na maioria dos carittipos de anuros estudados h4 de 3 a 5 blocos de
heterocromatina. HEPPICH (1978) descreveu o padrédo de banda C em Rana esculenta,
Rana ridibunda e Rana lessonae. As trés espécies do género apresentam

heterocromatina constitutiva nos centrdbmeros, alguns telémeros, na constricdo



secundaria do par 10 e algumas bandas intercalares. Esse padrdo se repete em
estudos feitos em varias espécies do género Hyla (GRUBER et. al, 2002). Na maioria
dos caribtipos de anuros a heterocromatina constitutiva esta presente em centrémeros,
teldbmeros e préximas as RONs mas, raramente, em posi¢cdes intercalares. Durante a
meiose, pareamentos desiguais podem ocorrer nas regides organizadoras de nucléolos
e trocas de cromatides podem levar a polimorfismos no tamanho das RONs, o que
ocorre também em peixes. A maioria das espécies de Anuros examinadas possuem um
s6 par homdlogo de RONSs no caridtipo.

De acordo com uma compilacdo feita por GRUBER (2002), menos de uma
centena de espécies pertencentes a familia Hylidae foram cariotipadas e esses estudos
estdo geralmente restritos a analises de mitose e meiose com coloragéo convencional.
A sub-familia Hylinae tem sido considerada como conservadora ja que a maioria das
espécies exibe cariotipo semelhante, com 2n=24 e niamero fundamental de bracos igual
a 48, com poucas descricfes para 2n=30 e 2n=48. Entretanto observa-se que mesmo
conservando-se o numero dipldide h4 uma grande variabilidade na localizacdo das
RONSs e distribuicdo da heterocromatina.

1.3 Consideragao sobre os anuros da Floresta Atlantica.

Na Floresta Atlantica sdo conhecidas cerca de 340 espécies de anfibios,
somando-se espécies das Ordens Anura e Gymnophiona. De acordo com o nivel atual
de conhecimento, cerca de 24% das espécies de anuros de Mata Atlantica,
aproximadamente 80 espécies, sdo conhecidas apenas da sua localidade-tipo; dentre
estas, oito espécies sao restritas a apenas uma localidade do sul da Bahia (HADDAD e
ABE, 1999). Grupos filogenéticos inteiros estdo restritos a Mata Atlantica, como é o
caso da Familia Brachycephalidae, considerada como endémica desta formacdo. Uma
situagdo comum na Mata Atlantica é a ocorréncia de espécies raras em locais restritos,

0 que aumenta as chances de declinios populacionais e extincdes (exemplos de



espécies talvez extintas sdo Holoaden bradei, H. luederwaldti, Paratelmatobius lutzii,
entre outras).

A grande extensdo da mata atlantica que gera variagées no clima e fauna pode
gerar diferencas nas pressoes de selegcdo em cada regido. Ainda levando em conta que
varias populacbes de anfibios acabam isoladas pela fragmentacdo dessas areas, ha
grande probabilidade de diversificacdes em diferentes populacdes da mesma espécie.
MARCELINO (2005), apresentou um trabalho sobre variagdo genética entre duas
populacdes de Hypsiboas bischoffi pertencentes ao Parana e Sdo Paulo. Suas analises
filogenéticas através dos métodos de Maxima Verossimilhanca, Maxima Parcimonia e
de inferéncias Bayesianas revelaram um padréo filogeografico concordante com a
diversidade fenotipica observada: duas linhagens divergentes. Logo, as populacdes de
Anfibios da Floresta podem exibir variacdes nos seus cariétipos, valorizando o estudo

de espécies que ja foram cariotipadas em outras regides.



2 Objetivos

O objetivo principal desse trabalho foi caracterizar citogenéticamente a espécie
Bokermannohyla hylax, pertencente a fragmentos da mata Atlantica proxima a cidade
de Morretes. B. hylax € uma espécie que surgiu apds a desfragmentacdo de alguns
individuos do género Hyla no trabalho " The amphibian tree of life”” publicado em 2006
gue parece ser a revisdo mais aceita para taxonomia desse grupo até o momento.

Hypsboas bychorfi e Trachycephalus mesophaeus foram utilizadas para, além
de descrever pela primeira vez o cariétipo dessas populacdes da Floresta Atlantica
paranaense, possibilitar uma comparac¢ao citogenética entre espécies proximas.

Bufo abei é uma espécie de ampla distribuicdo nacional devido a sua grande
capacidade de adaptacdo. Também estd presente na mata Atlantica e foi cariotipada
nesse trabalho para ser usado como um representante externo a familia Hylidae na

construcdo de um cladograma voltado para caracteristicas citogenéticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de coleta.

As coletas foram realizadas nas proximidades da cidade de Morretes no Parana.
Os espécimes foram localizados, normalmente pelo seu canto, e capturados
manualmente. As amostras foram constituidas totalmente por machos. Depois foram
transportados vivos até o laboratério de citogenética da UFPR e mantidos em terrarios.
Apds mortos, os animais foram fixados em formol 10% por um dia e transferidos para
um vidro com &lcool 70%. Os anfibios foram tombados no museu de ciéncias naturais
da UFPR.

3.2 Material biolégico
As espécies utilizadas nesse estudo foram: Bufo abei (Figura 1),

Bokermannohyla hylax (Figura 2), Trachycephalus mesophaeus (Figura 3) e Hypsboas

bychorfi (Figura 4).

FIGURA.1: Exemplar de Bufo abei.

(fonte: http://www.herpetologie.naturkundemuseum-bw.de)
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FIGURA.2: Exemplar de B. hylax

(fonte: http://www.herpetologie.naturkundemuseum-bw.de)

FIGURA.3: Exemplar de T. mesophaeus.

(fonte: http://www.herpetologie.naturkundemuseum-bw.de)

FIGURA.4: Exemplar de H. byrchofi.

(fonte: http://www.herpetologie.naturkundemuseum-bw.de)
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3.3 Métodos

3.3.1. Obtencédo de metafases mitoticas (COLE; LEAVENS, 1971).

Para obter metafases mitoticas foi injetada, intraperitonealmente, solucdo de
colchicina na concentracdo entre 0,01% a 0,1%, na propor¢cdo aproximada de
0,1mL/10g de peso do animal. Apés duas horas o espécime foi sacrificado em uma
solucdo de alcool. Com o auxilio de pincas e tesouras os fémures, foram retirados.
Apos dissecada a musculatura, as epifises foram cortadas. Com auxilio de uma seringa,
foram feitas lavagens sucessivas dos fémures com solucdo hipotdnica de cloreto de
potassio 0,075M, até a retirada total da medula 6ssea que foi recolhida em uma placa
de Petri. Procedimento similar foi empregado para obtencdo de suspensao celular a
partir do figado. Nesses casos, parte do 6rgao € colocada em solucéo hipotbnica e a
liberacdo das células foi feita desagregando o tecido com pincas e também com auxilio

de uma seringa sem agulha.

Apés obter a medula ou desagregar o figado a suspensao foi transferida para um
tubo de centrifuga e incubada a 37°C, durante 45 minutos. Decorrido esse tempo, a
pré-fixacdo foi feita adicionando a suspensdo cerca de 6 gotas de fixador Carnoy
(metanol e acido acético, na proporcao 3:1), gelado e preparado no momento do uso,
por cinco minutos. Entédo, a solugao foi centrifugada entre 900 a 1000 rpm, durante 7
minutos. ApOs retirado e descartado o sobrenadante, o botdo de fundo foi ressuspenso
com uma pipeta Pasteur. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. Apés a
dltima centrifugacao, e retirado o sobrenadante, foi colocado 1,5 ml de fixador Carnoy,
ressupendido o material e armazenado em microtubo do tipo Eppendorf no freezer a —
20°C.

13



3.3.2 Coloracao Convencional — Giemsa.

A coloragéo tradicional foi utilizada para analise do niumero, morfologia e formula
cromossbmica dos cariogramas das espécies em questdo. O microtubo foi retirado do
frezzer, o material foi ressupendido e a solucdo gotejada sobre vapor de agua de um
banho maria a 60°C. Em seguida, as preparac¢des foram coradas com uma solucdo de

Giemsa (5%) mais tampao fosfato (95%) por 10 minutos, a temperatura ambiente.

3.3.3 Bandamento C (Sumner, 1972).

A técnica utilizada para identificar as bandas C foi a de SUMNER (1972) com
algumas modificagdes. Depois de montadas, as laminas foram envelhecidas em estufa
de 45°C por 1 dia. As preparacdes cromossdmicas foram mergulhadas em acido
cloridrico (HCI) 0,2M por 20 minutos a temperatura ambiente, em seguidas lavadas com
adgua destilada. Na sequéncia as laminas foram mergulhadas por 2 minutos numa
solucdo de Hidroxido de Bario (Ba(OH),) 5% a 60°C. As laminas entdo, foram
rapidamente lavadas em HCI 0,2M para remover o excesso de Hidroxido de Bario. Apés
esse procedimento as laminas foram transferidas para uma solucao salina de 2XSSC a
60°C em banho termostético por 25 minutos. Por fim, a preparacéo foi lavada com agua
destilada e corada com Giemsa a 10% por 10 minutos.

3.3.4 Coloracao Ag-RON (Howell; Black 1980).

Esta técnica foi utilizada para evidenciar as Regifes Organizadoras de Nucléolos
(RONSs) por impregnacao argéntica. As laminas receberam 2 gotas de Nitrato de Prata
(AgNO3) a 50% e 1 gota de gelatina com pipetas individuais. As solucBes foram
misturadas suavemente e cobertas em seguida com uma laminula. As laminas foram
colocadas dentro da camara Umida (placa de Petri com papel filtro umedecido com

agua e dois suportes de vidro para apoiar a lamina), que foi levada até uma estufa de

14



60°C até a preparacao adquirir uma coloracdo marrom-dourado (em média 5 minutos).

Apos esse procedimento a lamina foi lavada com agua corrente e secada ao ar.

3.3.5 Dupla Coloracdo CMAS3/DAPI (Schweizer, 1980).

A dupla coloracdo CMA3/DAPI é utilizada para evidenciar regifes ricas em AT
(DAPI) e regibes GC (Cromomicina). Foi colocado cerca de 80ul da solucdo de
cromomicina sobre cada lamina. Esta foi coberta com uma laminula e deixada por 1
hora em uma camara escura. A laminula deve ser deixada escorrer e em seguida
lavada com agua corrente. Apos a preparacdo secar, foi adicionada 80ul de solucao
DAPI/Antifading, retirando-se o excesso com papel filtro. Apds todos os passos
concluidos o material foi analisado em fotomicroscopio de epifluorescéncia sob filtro

azul e verde.
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4 RESULTADOS
4.1Bufo abei
B. abei apresentou 2n=22 (NF=44) (Figura 5), e heterocromatina restrita as
regides centroméricas em todos 0s cromossomos. Apenas um par de regides

organizadoras de nucléolos ativa foi evidenciada, e esta localizada na regido
pericentromeérica do braco curto do par 9 (Figura 6).

FIGURA.5: Carittipo em coloragao convencional por GIEMSA da espécie Bufo abei.
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FIGURA.6: Bandamento C em B. abei. Em destaque o par portador das RONs evidenciado pela

impregnac¢ao por prata.
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4.2 Bokermannohyla hylax

B. hylax apresentou 2n=24 (NF=48) (Figura 7). Foi evidenciada heterocromatina
nas regides centromeéricas de todos os cromossomos, nas regides teloméricas dos
pares 3, 5, 7, 9 e 12 e nas regibes pericentroméricas dos pares 3, 4 e 6(Figura 8).
Essas regides foram GC positivas, salvo a marcacéo terminal do braco curto do par 9.
Essa regido é a portadora do Unico par de regides organizadoras de nucléolos ativa e

foi fortemente marcada pelo DAPI (Figura 9).

FIGURA.7: Caridtipo em coloragdo convencional por GIEMSA da espécie Bokermannohyla hylax.

) 't’xj’: bl ¥
- |4 ia

Ak X3
7

5 8
4 1 RA XX %x
9 10 11 12

18



FIGURA.8: Bandamento C em Bokermannohyla hylax. Em destaque o par portador das RONSs
evidenciado pela impregnacao por prata.
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FIGURA.9: Cariétipo de B. hilax corado pelo fluorocromo Cromomicina A3 (GC especifico) e contra-

corado com o fluorocromo DAPI (AT especifico).
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4.3 Trachycephalus mesophaeus
Trachycephalus mesophaeus apresentou 2n=24 (NF=48) (Figura 10). Foram
evidenciadas regifes heterocrométicas nas regifes centroméricas e teloméricas de
todos os cromossomos, e nas regides pericentroméricas dos pares 4, 6 e 7

(Figurall). Essas regifes foram todas GC positivas. Inclusive a regido terminal do

braco longo do par 10, o qual é portador da RON (Figural?).

FIGURA.10: Caridtipo em coloragdo convencional por GIEMSA da espécie Trachycephalus
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FIGURA.11: Bandamento C em Trachycephalus mesophaeus. Em destaque o par portador das RONs

evidenciado pela impregnacéo por prata.
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FIGURA.12: Cari6tipo de T. mesophaeus corado Celeragcde pelo fluorocromo Cromomicina A3 (GC

especifico) e contra-corado com o fluorocromo DAPI (AT especifico).
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4.4 Hypsboas bychorfi.

Hypsboas bychorfi apresentou 2n=24 (NF=48) (Figura 13), sem marcacdes
positivas para heterocromatina. Apenas um par de regides organizadoras de nucléolos
ativa foi evidenciada, e esta localizada na regido pericentromérica do braco longo do

par 7 (Figura 14). A dupla coloragdo CMA/DAPI ndo evidenciou nenhuma regido com

marcagoes predominantemente AT ou GC (Figura 15).

FIGURA.13: Cariétipo em coloracédo convencional por GIEMSA da espécie Hypsboas bychorfi.
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FIGURA.14: Bandamento C em Hypsboas bychorfi. Em destaque o par portador das RONs

evidenciado pela impregnacao por prata.
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FIGURA.15: Cari6tipo de Hypsboas bychorfi corado pelo fluorocromo Cromomicina A3 (GC especifico) e

contra-corado com o fluorocromo DAPI (AT especifico).
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5 DISCUSSAO

A partir da andlise dos caribtipos pode-se perceber que ha plesiomorfias entre os
grupos estudados. A primeira delas é a ocorréncia exclusiva de cromossomos
metacéntricos e submetacénctricos nas quatro espécies, corroborando com outros
estudos ja realizados em anfibios anuros. A ocorréncia de cromossomos
subtelocéntricos e acrdcentricos ocorre em ocasidfes mais raras como em algumas
espécies do género Epipedobates (MYERS, 1987) e grupos do género Hyla levando a
um aumento no namero dipléide das populacdes.

Bufo abei € uma das espécies de sapos mais abundantes no Brasil. Seguindo a
filogenia dos anfibios anuros representa a espécie que tem as caracteristicas mais
basais dentro do presente estudo, com 2n=22 (NF=44). Esses nimeros sdo comuns
dentro do grupo dos bufos, mas ndo podem representar uma caracteristica que 0s
separe de outros anuros ja que, por exemplo, a familia Dendobratidae apresenta
namero diploide variando de 22 a 26 cromossomos (AGUIAR-JR., 2004). As outras trés
espécies estudadas: B. hylax, T. mesophaeus e H. bychorfi, pertencentes a familia
Hylidae, apresentaram 2n=24 e NF=48. A auséncia de cromossomos subtelo-
acrocéntricos esta relacionada ao fato de que o aumento do nimero dipléide dentro do
grupo estad associado a rearranjos do tipo fissdo céntrica, uma vez que numeros
dipldides superiores a 24 sdo compostos de cromossomos supranumerarios e/ou
presenca de cromossomos unibraquiais (subtelo/acrocéntrico).

As regides heterocromaticas, nos anfibios anuros, sdo geralmente menos
diversificadas quando comparadas aos padrdes observados em espécies de mamiferos
e peixes pois, o bandamento C se restringe a marcacdes centromeéricas como o
observado em Rhinella abei, e de 3 a 5 grandes blocos heterocromaticos em outras
espécies (MIURA, 1995). B. hylax também apresentou seus centrdbmeros
heterocrométicos, mas alguns cromossomos tiveram marcagfes positivas em regides
pericentroméricas (pares 3, 4 e 6), e teloméricas (pares 3, 5, 7, 9 e 12). Esse padrao é
muito parecido com T. mesophaeus que teve bandas C em todos os telémeros,

centrbmeros e em algumas regifes pericentroméricas (pares 4, 6 e 7). H. bychorfi ndo
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teve nenhuma regido heterocromatica marcada, mesmo depois de repetidas tentativas
e mudancas no protocolo. Logo, pode ser que essa espécie ndo tenha realmente
regides heterocromaticas passiveis de evidéncia pela técnica.

Apenas um par de regifes organizadoras de nucléolos foi observado nas quatro
espécies, uma caracteristica basal ndo sé para os anfibios como para os vertebrados.
Multiplos pares portadores sédo considerados um estado apomoérfico e sdo encontrados
em poucas espécies dentro dos anuros (LOURENCO et. al, 1998; SCHMID, 1978). J&
quanto a localizacdo das RONs tende a variar bastante. Em Rhinella abei as RONs
podem ocorrer em regibes pericentroméricas, terminais e subterminais dependendo
das populacbes analisadas (SCHMID, 1978). Em Bufo abei, as RONs do exemplar
analisado estavam no par 9, na parte subterminal do braco curto e sé&o
heterocrométicas. B. hylax também tem o par 9 como portador e a RON
heterocromatica, mas nessa espécie ela esta na regiao terminal no braco curto do
cromossomo. T. mesophaeus tem a sua RON no par 10, na regido terminal do braco
longo, e novamente essa regido é heterocromética. Ja H. bychorfi possui a RON na
regido subtelocéntrica do par 07, mas essa regido ndo parece ser heterocroméatica.
Essa variacdo quanto a localizacdo da RON em cada espécie pode ter ocorrido
principalmente por inversées durante a historia evolutiva de cada espécie, pois estas
regides portadoras da RON s&o normalmente compostas por DNA altamente repetitivo,
0 qual é propicio as transposi¢cdes e/ou amplificacbes em tandem de rDNA. Dessa
maneira podem ser explorados como marcadores espécie especificos em estudos de
comparacao populacional.

A técnica de dupla coloracdo DAPI/CMA3 foi aplicada apenas nas espécies da
familia Hylidae e demonstrou uma padrdo misto das heterocromatinas centromeéricas e
relacionadas com as RONs. Em B. hylax os centrémeros foram todos GC positivos, mas
as marcacOes da RON estavam fortemente marcadas pelo DAPI, indicando a riqueza
de pares AT. Esse resultado se repete em H. bychorfi a qual parece ter apenas o par
portador da RON com uma marcacgédo positiva para pares AT, corroborando com os
resultados negativos encontrados na técnica de banda C. B. hylax e H. bychorfi ja foram

agrupadas juntas no antigo género Hyla, mas suas caracteristicas citogenéticas
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justificam a separacdo desses grupos em clados distintos, além de que entre as quatro
espécies estudadas, elas sdo as mais proximas cariotipicamente. As regifes portadoras
das RONs serem ricas em AT é uma caracteristica derivada que ocorre nas duas
espécies, podendo ter sido herdada de um ancestral comum. Em T. mesophaeus a
dupla coloracdo DAPI/CRMAS, junto com os resultados do bandamento C, revelaram
qgue suas regides heterocromaticas sao ricas em GC, e a regido da RON, ao contrario
das outras pererecas estudadas, também foi GC positivas. As marcagfes teloméricas
ricas em GC apareceram mais frequentes nesse grupo do que em B. hylax. Em comum
com B. hylax, T. mesophaeus demonstrou dominancia de pares GC nos centrdmeros.
N&o foi empregada a técnica de dupla coloracdo DAPI/CRMA; em B. abei, mas
segundo trabalhos prévios apenas as regifes centroméricas e a heterocromatina em
volta da RON s&o GC positivos. (KASAHARAA et. al, 2003).
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5.1 Cladograma

Com os resultados obtidos no presente estudo foi possivel construir um
cladograma referente as caracteristicas citotaxondmicas utilizando o método de
HENNING. B. abei foi utilizado como grupo externo, ja que esta dentro do grupo dos

bufonideos. As caracteristicas utilizadas foram:

A,0-Auséncia de cromossomos Subtelocéntricos e/ou Acrocéntricos.

A,1-Presenca de cromossomos Subtelocéntricos e/ou Acrocéntricos.

B,0-Presenca de apenas um par de regifes organizadoras de nucléolos ativa.
B,1-Presenca mais de um par de regides organizadoras de nucléolos ativa.

C,0-Presenca de bases GC em alta quantidade proxima das RONSs.

C,1-Presenca de bases AT em alta quantidade proxima das RONSs.

D,0-Numero diploide igual a 22.
D,1-Numero dipldide igual a 24.

E,0- Numero fundamental igual a 44.

E,1- Numero fundamental igual a 48.

F,0- Presenca de bandas heterocromatina apenas centromérica.
F,1- Presenca de bandas heterocromaticas centroméricas, pericentroméricas e
terminas.

F,2- Auséncia de heterocromatina.
G,0- RON na regido pericentromérica do braco curto do par 9.

G,1- RON na regiao terminal do braco curto do par 9.

G,2- RON na regido terminal do braco longo do par 10.
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G,3- RON na regido pericentromérica do braco longo do par 7.

TABELA.1: Matriz de dados citogenéticos das espécies B. abei, B. hylax, T. mesophaeus, H.

bychorfi.

B. abei

B. hylax

T. mesophaeus
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H. bychorfi

FIGURA.16: Cladograma obtido através de caracteres citogenéticos das espécies B. abei, B. hylax, T.

mesophaeus, H. byrchofi.

+B. abél)

O objetivo desse cladograma foi simular um estudo de evolucdo cromossémica na
familia Hylidae. A macroestrutura dos cariotipos indica caracteres bem conservados que

sustentam o cladograma. Mas quando aumentam 0s numeros de caracteristicas
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utilizadas, ou seja, de técnicas empregadas cada espécie exibe caracteristicas proprias

no seu padrdo cromossémico.
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6. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a citogenética € uma Otima ferramenta para
auxiliar a taxonomia dos anfibios, ja que pode-se obter marcadores espécie especificos.
A macroestrutura cariotipica verificada apresenta tendéncia a manutencdo do namero
dipldide basal para a familia Hylidae, especialmente em relacdo ao numero
cromossémico dipléide. O numero constante e os polimorfismo de localizagdo dos
genes ribossomais, verificados entre as espécies propde que a condicdo de RON
simples seja a condicdo ancestral para o carater passando por diferentes processos de
rearranjo durante a evolucdo cromossdmica. A heterocromatina esta reduzida nesse
grupo em relacdo a outros vertebrados. Enfim, os dados cariotipicos obtidos néo
permitem inferéncias seguras a respeito da evolucdo da familia Hylidae, necessitando
mais estudos com um maior numero amostral de individuos, principalmente fémeas, e

de espécies.
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