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Resumo

A familia Hylidae é a mais diversa na regido amazonica, porém ndo é endémica. Dentro dos
hilideos, encontra-se a subfamilia Hylinae, que abriga o maior nimero de espécies de hilideos
e que foi revisada recentemente, com alocacdo de novos géneros, tais como 0 género
Hypsiboas, que foi dividido em sete grandes grupos, com base em caracteres morfologicos e
moleculares: H. benitezi, H. punctatus, H. semilineatus, H. pellucens, H. albopunctatus, H.
faber e H. pulchellus. Estudos citogenéticos relacionados as espécies pertencentes a estes
grupos sao escassos e até o momento ndo foram realizadas em espécies de Hypsiboas
provenientes da regido norte do Brasil. Deste modo, este trabalho teve como objetivo
caracterizar citogeneticamente espécies de Hypsiboas pertencentes aos grupos H. semilineatus
(H. boans, H. geographicus e H. wavrini), H. punctatus (H. cinerascens) e H. albopunctatus
(H. lanciformis, H. multifasciatus e H. raniceps) coletadas no estado do Amazonas, regido
norte do Brasil, utilizando marcadores classicos e moleculares, visando verificar se existe
corelacdo citogenética entre espécies do mesmo grupo. Foram analisados 23 individuos
adultos de sete espécies de Hypsiboas e os cromossomos mitoticos foram obtidos a partir de
medula dssea e figado apds o tratamento com colchicina in vitro (1%) e in vivo (0,1%). As
suspensdes foram submetidas a coloracéo convencional com Giemsa (10%), impregnacao por
nitrato de prata por Ag-RON, bandeamento C, para deteccdo da heterocromatina, e
hibridizacéo in situ por fluorescéncia de sondas telomeéricas. As melhores metéfases foram
capturadas e os cromossomos foram recortados, emparelhados e medidos utilizando os
programas Image J e Adobe Photoshop Cs4®, sendo posteriormente organizados em ordem
decrescente de tamanho. Com relacdo aos resultados, estes foram apresentados na forma de
artigo e evidenciaram que a espécie Hypsiboas lanciformis possui nimero diploide igual a 22
cromossomos e as espécies H. boans, H. cinerascens, H. geographicus, H. multifasciatus, H.
raniceps e H. wavrini apresentaram 24 cromossomos, sem o indicio de cromossomos sexuais
e/ou supranumerarios em nenhuma das espécies. Diferentes padrdes de distribuicdo da
heterocromatina foram evidenciados em: H. cinerascens (grupo H. punctatus) com blocos
ténues; padrdo centromérico com regides pericentroméricas em H. boans, H. wavrini e H.
geographicus (grupo H. semilineatus); o grupo H. albopunctatus apresentou trés padrbes
diferentes de banda C: blocos ténues/ausentes (H. raniceps), centromérica (H. lanciformis) e
intersticial (H. multifasciatus), facilitando a diferenciacdo dentro do grupo e entre 0s grupos
de Hypsiboas. Com relacdo a RON, esta apresentou-se mdultipla em H. lanciformis e
aparentemente simples nas outras espécies. Alem disso, as trés espécies do grupo H.
semilineatus (H. boans, H. geographicus e H. wavrini) apresentaram sitios teloméricos
intersticiais sendo indicativos de rearranjos cromossémicos. Os dados encontrados neste
trabalho reforcam a ideia da complexidade existente no género Hypsiboas, e demonstram que
h& a necessidade da realizacdo de mais estudos na Amazonia brasileira; alem disso, eles
podem vir auxiliar outras &areas, como a taxonomia, contribuindo para um melhor
entendimento deste grupo téo fascinante e a0 mesmo tempo tdo complexo e subestimado.



Abstract

The family Hylidae is the most diverse in the Amazon region, but it isn't endemic. Inside this
family,there is a subfamily Hylinae, which houses the largest number of species of hylid and
was reviewed recently with the allocation of new genres, such as genus Hypsiboas, which
was divided into seven major groups, based on morphological and molecular characters: H.
benitezi, H. punctatus, H. semilineatus, H. pellucens, H. albopunctatus, H. faber and H.
pulchellus. Cytogenetic studies related to species belonging to these groups are scarce and so
far haven't been performed in Hypsiboas species from northern Brazil. Thus, this study aimed
to characterize cytogenetically Hypsiboas species belonging to the groups H. semilineatus (H.
boans, H. geographicus and H. wavrini), H. punctatus (H. cinerascens) and H. albopunctatus
(H. lanciformis, H. multifasciatus and H. raniceps) collected in Amazonas state, northern
Brazil, using classical and molecular markers, to identify whether there are cytogenetics
relationship among species of the same group. We analyzed 23 adults from seven species of
Hypsiboas and mitotic chromosomes were obtained from bone marrow and liver after
treatment with colchicine in vitro (1%) and in vivo (0.1%). The suspensions were subjected to
conventional staining with Giemsa (10%), silver nitrate impregnation by Ag-RON, C-banding
for detection of heterochromatin, and fluorescence in situ hybridization was used telomeric
probes. The best metaphases were captured and chromosomes were cut, matched and
measured using Image J and Adobe Photoshop Cs4® softwares, and then arranged in
descending order of size. Regarding the results, they were presented in the form of paper and
showed that the species has Hypsiboas lanciformis diploid number equal to 22 chromosomes
and the species H. boans, H. cinerascens, H. geographicus, H. multifasciatus, H. raniceps and
H. wavrini had 24 chromosomes, without the hint of sex chromosomes and/or supernumerary
in either species. Differents patterns of heterochromatin distribution were seen in H.
cinerascens (H. punctatus group) with tenuous blocks; centromeric and pericentromeric
regions in H. boans, H. wavrini and H. geographicus (H. semilineatus group), H.
albopunctatus group showed three different patterns of banda C: tenous block /absent (H.
raniceps), centromeric (H. lanciformis) and interstitial (H. multifasciatus), which permited the
differentiation within the group and between groups of Hypsiboas. Regarding RON, this
showed up in multiple H. lanciformis and deceptively simple in other species. Furthermore,
the three species of the group H. semilineatus (H. boans, H. geographicus and H. wavrini)
had interstitial telomeric sites being indicative of chromosomal rearrangements. The data
found in this study reinforce the idea of the complexity existing in the genus Hypsiboas, and
demonstrated that is needed for further research in the Brazilian Amazon, in addition, they
may come assist other areas such as taxonomy, contributing to a better understanding of this
group so fascinating and yet so complex and underestimated.
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1. Introducéo geral

Os Lissamphibia ou anfibios atuais possuem o tegumento Umido e desprovido de
estruturas externas de protecdo como escamas, pelos ou penas, um requisito importante para a
troca gasosa do meio interno com o externo. A pele permeavel é uma das caracteristicas
compartilhadas dentro deste grupo (sinapormofia) e por isto, sdo considerados um grupo
monofilético, ou seja, provenientes de um Unico ancestral comum (Pough et al. 1999). Dentre
os vertebrados existentes, os Lissamphibia sdo representados por cerca de 7.040 espécies
descritas em todo o globo (Frost et al. 2013), das quais 232 ocorrem na Amazoénia brasileira
(Avila-Pires et al. 2007).

Dentro dos Lissamphibia, a ordem Anura é a mais diversa, com 6.200 espécies
descritas no mundo (Frost et al. 2013), sendo pelo menos 221 encontradas na Amazénia
brasileira (Avila-Pires et al. 2007). Entretanto, esta riqueza pode estar subestimada, uma vez
que ha possibilidade de que muitas espécies ndo tenham sido descritas até 0 momento (Avila-
Pires et al. 2007; Frost et al. 2013). Os anuros da Amazoénia brasileira estdo distribuidos em
dez familias e uma delas é a Hylidae, que é a mais diversa nessa regido, com mais de 88
espécies conhecidas (Avila-Pires et al. 2007). No entanto, essa familia ndo se restringe apenas
a Amazonia, podendo ser encontrada nas Ameéricas, Eurasia, ilhas japonesas, Australia e
Papua Nova Guiné (Frost et al. 2013). A maioria dos hilideos é arboricola e noturno, com
dimorfismo sexual, onde as fémeas normalmente sdo maiores que 0s machos. Ainda, este
grupo possui discos adesivos nas pontas dos dedos, o que permite que escalem superficies
verticais (Pough et al. 1999; Lima et al. 2006).

A familia Hylidae, de acordo com Faivovich et al. (2005), é composta atualmente por
trés subfamilias: Pelodryadinae, com distribuicdo na regido da Austrélia e Papua Nova Guiné,
com cerca de 201 espécies descritas, Phyllomedusinae e Hylinae com ampla distribuicdo
principalmente pela regido Neotropical (desde o sul do México até o extremo sul da
Argentina) com 58 e 667 especies descritas, respectivamente (Frost et al. 2013).

Dentro dos hilideos, a subfamilia Hylinae vem passando por um periodo de ativas
revisdes. Em 2005, mudancas foram propostas, com a aloca¢do de 15 novos géneros, dos
quais: quatro ja eram conhecidos, quatro foram revalidados e seis foram descritos. Esta

divisdo foi baseada em estudos filogenéticos envolvendo genes mitocondriais (12S, tval, 16S



e citocromo b), genes nucleares (rodopsina, tirosinase, RAG-1, seventh in absentia e 28S) e
estudos morfoldgicos da musculatura do pé destes organismos (Faivovich et al. 2005). Deste
modo, 0 género Hyla passou a ser restrito apenas aos grupos de Hyla arborea, Hyla cinerea,
Hyla eximia, Hyla femoralis e Hyla versicolor, e os géneros Hypsiboas e Dendropsophus,
encontrados na regido Neotropical de acordo com Frost et al. (2013), foram revalidados e
acomodaram diversas espécies, as quais podem ser diferenciadas inclusive citogeneticamente,
uma vez que 0 primeiro passou a abrigar espécies com numero diploide em torno de 24
cromossomos (Duellman e Cole 1965; Becak, 1968; Ledn, 1970; Rabelo 1970) e o segundo
com espécies portadoras de 30 cromossomos (Duellman e Cole 1965; Duellman 1967).
Utilizando aspectos morfoldgicos e genéticos, as espécies de Hypsiboas Wagler, 1830
foram alocadas em sete grupos, 0s quais estdo representados por algumas de suas espécies
(Fig. 1) (Faivovich et al. 2005). O grupo H. benitezi é composto por sete espécies
(representado por seis espécies no clado) que compartilham uma caracteristica comum: a
presenca de uma glandula mental plana em machos (Faivovich et al. 2005); o grupo H.
punctatus € composto por oito espécies (representado por quatro espécies no clado) e de
acordo com Cochran e Goin (1970), caracteriza-se por ser um grupo composto por pererecas
pequenas, verdes e com membranas interdigitais reduzidas, apesar de Faivovich et al. (2005)
ndo indicarem qualquer sinapormofia morfologica para este grupo. Para estes autores, as
espécies foram agrupadas no grupo H. punctatus de acordo com caracteristicas moleculares.
O grupo H. semilineatus € composto por seis espécies (representado por trés espécies no
clado) e a possivel sinapomorfia deste grupo € a presenca de membranas reticuladas nas
palpebras, além das sinapomorfias moleculares encontradas por Faivovich et al. (2005); o
grupo H. pellucens agrupa trés espécies (representado por duas espécies no clado) que
compartilham caracteristicas em comum em relacdo aos marcadores moleculares, uma vez
gue ndo foram encontradas evidéncias morfoldgicas comuns para as espécies deste grupo
(Faivovich et al. 2005); o grupo H. albopunctatus é composto por nove espécies
(representado por sete espécies no clado) que compartilham as caracteristicas: forma do
corpo, falta do tubérculo do metatarso e presenca de membranas interdigitais apenas na base
dos dedos (Cochran 1955), apesar de Faivovich et al. (2005) encontrarem apenas
caracteristicas moleculares em comum para este grupo e nenhuma evidéncia de sinapomorfias
morfologicas; o grupo H. faber envolve oito espécies (representado por cinco espécies no

clado) que foram agrupadas de acordo com sinapomorfias moleculares (Faivovich et al.

2



2005); e o grupo H. pulchellus, com trinta espécies (representado por dezoito espécies no

clado), é composto por espécies que possuem sua monofilia suportada por evidéncias

moleculares Faivovich et al. (2005), apesar de Faivovich e Garcia (dados ndo publicados)

sugerirem que este grupo compartilha uma caracteristica em comum: a auséncia do enxerto do

musculo depressor mandibular que origina a face dorsal do muasculo dorso-escapular e que

esta presente em quase todas as outras especies de Hypsiboas.

Hypsiboas sp, 8
_|:|: Hypsiboas benitezi
Hypsiboas lemal
Hypsaiboas roraima
4':: Hypsiboas microderma
vpsiboas sp. 2

[ Hypsiboas boans

Hypsiboas geographicus

Hypsiboas pellucens
— Hypsiboas hellphn
Hypsiboas raniceps

Hypsiboas albomanginatus
Hypsibogs crepitans
Hypsiboas faber

Hypsiboas ericae

—{

— Hypsiboas rufitalus | H.

— Hypsiboas albopunclatis
Hypsiboas multifasclalus

Hypsiboas lanciformis
—:: Hypsiboas fascialus
Hypsiboas calcarsius

H. benitezi group

Hypsiboas siblesz/
Hypsibaas picturatus H. punctafus group
Hypsiboas punclatus
Hypsiboas granosus

I_: Hypstboas semiineatus H. semilineatus group

pellucens group

H. faber

Hypsiboas pardalis group
Hypsiboas iundii

Hypsaiboas semiguttatus
Hypsiboas sp. 7 (aff. H. semigittatus)
Hypsiboas joaguin

Hypsiboas leplolimaalus
—|:‘: Hypsiboas latistratys
Hypsiboas polytaeniis
Hypsiboas andinus
—L Hypsibaas Aojanus
Hypsiboss balzani
_: Hypeiboas mananifes
—— Hypsiboasz caingus
Hypsiboas prasinus
_|:|: Hypsiboas pulchelius

r— Hypsiboas guenthard

Hypsiboas eordobas

Hypsiboas bischofi
Hypsiboas marginalus

dnoub
snyjeyand "H

H. albopunctatus
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Figura 1 - Visao parcial da arvore consenso estabelecendo relacdes filogenéticas entre os sete

grupos de Hypsiboas (Adaptado de Faivovich et al. 2005; pag. 79).



Dentre as espécies alocadas no grupo H. semilineatus, destacam-se Hypsiboas boans,
H. geographicus e Hypsiboas wavrini (Faivovich et al. 2005). Hypsiboas boans (Linneaus,
1758) e conhecida como pertencente ao grupo das pererecas gladiadoras em funcéo de
espinhos no prepolex em machos e que tem a funcdo de acasalamento ou defesa de territorio
(Hoogmoed 1990). Esta espécie reproduz-se na estacdo seca (julho a dezembro); apresenta
dimorfismo sexual evidente, sendo que os machos apresentam dorso marrom e as fémeas
marrom-alaranjado (Lima et al. 2006); ocorre no baixo rio Amazonas, alto rio Orinoco e
bacia do rio Magdalena, além das Guianas, terras baixas da Colémbia e Equador, leste do
Panama e Trinidade (Frost et al. 2013). Hypsiboas geographicus (Spix, 1824) possui
coloragdo do dorso variando de marrom-alaranjado & marrom, na parte superior das pernas
existem listras claras e escuras; 0 ventre, na porcao posterior, € amarelo-claro e na porgédo
anterior é branco; os jovens de H. boans sdo facilmente confundidos com esta espécie, exceto
pelo fato desta possuir uma membrana azul acima do olho (Lima et al. 2006); além da
Amazonia brasileira, ocorre nos Andes e Trinidade (Frost et al.2013). Hypsiboas wavrini
(Parker, 1936) ¢ conhecida como a “perereca-do-alto-orinoco” e esta espécie foi ressurgida
por Hoogmoed (1990). Alguns autores afirmam que esta espécie é sindbnima de H. boans
(Cochran e Goin, 1970) mas Lynch e Suéarez-Mayorga (2001) encontraram esta espécie em
simpatria com H. boans na Coldmbia; ocorre nas baixas elevagdes amazonicas do sudeste da
Coldmbia, sudeste da Venezuela e Amazonia central brasileira (Frost et al. 2013).

Hypsiboas cinerascens (Spix, 1824), pertencente ao grupo H. punctatus (Faivovich et
al. 2005), é encontrada principalmente em areas encharcadas, proximas aos igarapés; 0s
individuos desta espécie possuem o dorso verde-transparente, com pequenas manchas
puntiformes amareladas e vermelhas (Lima et al. 2006). E superficialmente semelhante com
H. punctatus (Kok 2006); ocorre nas Guianas e bacia Amazénica do Brasil, Colémbia,
Venezuela, Equador e Bolivia (Frost et al.2013).

Ja as espécies H. lanciformis, H. multifasciatus e H. raniceps pertencem ao grupo H.
albopunctatus (Faivovich et al. 2005). Hypsiboas lanciformis Cope, 1871 ¢ caracterizada pelo
dorso variando de amarelo escuro a marrom claro e faixas transversais escuras (Lima et al.
2006). O que a diferencia morfologicamente das outras espécies de pererecas € a presenca de
uma faixa branca labial e o primeiro e/ou segundo artelho anterior também de coloracao
branca (Lima et al. 2006); € uma espécie caracteristica de areas abertas, perturbadas e de
bordas de floresta (Lima et al. 2006; Menin et al. 2008; Tovar-Rodriguez, et al. 2009); além
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disso, é comumente encontrada em pogas, lagos e igarapés, sendo considerada um importante
indicador de fragmentacdo florestal (Lima et al. 2006; Tovar-Rodriguez et al. 2009); é
distribuida na média e alta bacia Amaz6nica, abrangendo Brasil, Equador, Bolivia, Colémbia
e regido norte da Venezuela (Frost et al. 2013). Hypsiboas multifasciatus (Glnther, 1859)
ocorre nas baixas terras do leste da Venezuela, através das Guianas e na bacia Amazonica
(Frost et al. 2013). Hypsiboas raniceps Cope, 1862 conhecida como “perereca-do-chaco”, tem
o0 dorso variando de marrom-claro a amarelo pardo, o corpo alongado e delgado, além de
faixas transversais escuras na parte interna da coxa (Uetanabaro et al. 2008); encontra-se
distribuida pela Amazo6nia colombiana, Amazonia brasileira,Venezuela, Guiana Francesa,
Paraguai e Argentina (Frost et al. 2013); além do Cerrado e Caatinga (Guimarées e Bastos
2003).

Estudos cromossémicos envolvendo as espécies H. cinerascens, H. geographicus, H.
multifasciatus e Hypsiboas raniceps ja foram efetuados (Tabela 1), contudo nenhum dado
cariotipico esta disponivel para H. boans, H. lanciformis e H. wavrini, o que é um reflexo da
escassez de informacgdes citogenéticas envolvendo anfibios da subfamilia Hylinae,
considerando-se o grande nimero de espécies deste taxon.

A maior parte das abordagens citogenéticas para Hypsiboas limita-se a caracterizacdo
do ndmero diploide e refere-se a individuos coletados fora da regido Amaz6nica brasileira,
sendo 24 cromossomos o numero diploide modal mais frequente nos taxons (Tabela 1).
Contudo, é possivel evidenciar a presenca de rearranjos cromossémicos ao se comparar a
formula cromossémica, numero fundamental e a posicdo da regido organizadora de nucléolo
entre espécies e/ou populacdes (Tabela 1). Numero diploide inferior a 24 cromossomos ja foi
descrito para algumas espécies, como em Hypsiboas albopunctatus (grupo H. albopunctatus)
e acredita-se que a evolucdo cariotipica foi em direcdo a uma reducdo do numero de
cromossomos de 2n = 24 a 2n = 22 por meio de fusdes cromossdmicas (Bogart 1973; Gruber
et al. 2007). Ainda, em Hypsiboas albopunctatus a presenga de cromossomos
supranumerarios também produz variacdo numeérica, resultando em numero diploide impar
(Gruber et al. 2007). Porém, a localizagdo de sequéncias teloméricas em cromossomos destes
individuos ainda ndo foi efetuada e poderia auxiliar na compreensdo dos rearranjos que
ocorreram durante a evolucao.

Desta forma, as analises citogenéticas podem ser utilizadas em muitas outras

abordagens além da delimitagdo de taxons, tais como estudos evolutivos e elucidacdo de



polimorfismos. Para tanto, € necessario o uso da coloracdo convencional por Giemsa somada
as técnicas de bandeamentos cromossdmicos diferenciais, que permitem a identificacdo da
heterocromatina constitutiva (banda C), a impregnacao por nitrato de prata (Ag-RON) para
evidenciar as regifes organizadoras de nucléolo ativas e 0o mapeamento de sequéncias
especificas de DNA utilizando a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) (Medeiros et al.
2003; Kasahara 2009).

Com relacédo as regides organizadoras de nucléolo, a maioria das familias da ordem
Anura apresenta RON simples, com sitios ribossomais ativos em apenas um par de
cromossomos por genoma diploide (King 1990). Contudo, este carater ndo é conservado em
Hypsiboas, existindo varia¢cdes nos pares envolvidos com a RON entre as espécies analisadas
até o momento (Tabela 1). Ja a heterocromatina constitutiva tem sido evidenciada na regido
centromérica dos cromossomos da maioria das espécies, porém blocos intersticiais sao tipicos
de alguns pares de cromossomos, 0 que implica que esta informagéo pode ser utilizada como
um marcador espécie-especifico, auxiliando na diferenciacdo dos taxons e no entendimento
dos processos que ocorreram durante a evolucdo dos mesmos (Gruber et al. 2007; Bohne et
al. 2008; Nunes e Fagundes 2008).

Anélises citogenéticas classicas e moleculares até 0 momento ndo foram realizadas em
espécies de Hypsiboas provenientes da regido norte do Brasil e esta abordagem é de
fundamental importancia, uma vez que as espécies que apresentam ampla distribuicdo podem
estar sofrendo diferentes pressbes seletivas, que podem implicar a longo prazo, em
diferenciacdo dos taxons. Deste modo, é importante a elucidacdo das identidades
citogenéticas destas espécies ao longo de sua distribuicdo geografica, verificando se ha
variacdo intraespecifica entre individuos provenientes de diferentes populacées, por meio de

comparagGes com dados disponiveis na literatura.



Tabela 1 — Revisao de dados citogenéticos disponiveis na literatura para espéecies do género Hypsiboas, alocados de acordo com o grupo (GR)

ao qual pertencem. Na tabela esta indicado local de coleta, nimero diploide (2n), formula cromossémica (FC), numero fundamental (NF),

padréo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva (BC) e regido organizadora de nucléolos (RONS). Para calculo no nimero fundamental

foram considerados como portadores de dois bragos os cromossomos meta (m) e submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st). Para dados nao

indicados nas publicacgdes foi utilizada a simbologia “--".

GR Espécie Localidade 2n FC NF BC RON Autores No. de individuos
(par) analisados
6m+ 6sm + 10st 44 Centromérica na Becak (1968) --
Hypsiboas Rio Claro 22 6m + 6sm + 10st + 45 maioria dos 8 Bogart (1973) --
albopunctatus (SP) 22+1B 1B 44 Cromossomos Gruber et al. (2007) 178
Pirenodpolis 10m + 4sm + 8sm Oliveira et al. (2010) 08
(GO)
3
g Hypsiboas Serranépolis 24 14m + 8sm + 2st 48 -- -- Oliveira et al. (2010) 03
= multifasciatus (GO)
2
©
T Rabelo (1970) --
3 Hypsiboas Brasilandia 24 8m + 10sm + 6st 48 Quase ausente na | 1e 11 | Rabelo etal. (1971) -
] raniceps (MT) 8m + 14sm + 2st maioria dos Gruber et al. (2007) 019
o Tangara da 14m + 6sm + 4st Cromossomos, Carvalho et al. 05
Serra (MT) proximal no par (2008a)
Rio Verde 11le Oliveira et al. (2010) 04
(GO) intersticial nos
pares6e 7




|

|

GR Espécie Localidade 2n FC NF BC RON Autores
(par)
Bertioga; 24 18m + 6sm 48 Centromérica na 2 Becak (1968) --
Hypsiboas (SP) maioria dos Gruber (2002) --
albomarginatus Picinguaba Cromossomos Nunes e Fagundes 06
(SP) (2008) 038
Cariacica Carvalho et al. 118
(ES) (2009b)
Anchieta
(ES)
Duellman e Cole --
Hypsiboas Piranhas 24 8m + 4sm + 10st 48 Telomérica na 11 (1965)
crepitans (AL) maioria dos Rabelo (1970) --
5 Cromossomos Bogart (1973) --
8 Nunes (2006) -
T Gruber et al. (2007) 0248
o
% Mogi das
O Hypsiboas faber Cruzes (SP) 24 14m + 10sm 48 -- 11 Becak (1968) --
Biritiba- Nunes e Fagundes 033
Mirim (SP) (2008)
Pedra Azul Carvalho et al. 0338
(ES) (2009b)
Hypsiboas lundii | Pirendpolis 24 14m + 6sm + 4st 48 -- -- Oliveira et al. (2010) 02
(GO)
Hypsiboas Cariacica 24 10m + 10sm + 4st 48 -- 11 Bogart (1973) --
pardalis (ES) Nunes e Fagundes 043

(2008)




Hypsiboas - 24 - - - - Leon (1970) --
rosenbergi
GR Espécie Localidade 2n FC NF BC RON Autores
(par)
[%2]
o
e .
= Hypsiboas
8 | rufitelus - 24 - -- -- -- Duellman (1967) -
I
o
Q.
E
O
Hypsiboas Rancho 24 -- -- -- 10 Becak (1968) --
bischoffi Queimado Foresti (1972) --
(SC) Raber et al. (2004) --
" Hypsiboas -- 24 -- -- -- -- Ananias (1996) --
= caingua
= Hypsiboas Rancho 24 -- -- -- 10 Raber et al. (2004) --
= | guentheri Queimado
;‘- (SC)
o Hypsi_bqas -- 24 -- -- -- -- Ananias (1996) --
g joaquini
) Hypsiboas Séo 24 10m + 10sm + 4st 48 Centromérica na 10 | Ananias et al. (2004) --
marginatus Francisco de maioria dos
Paula (RS) Cromossomos
Hypsiboas Santa Teresa 24 -- -- -- -- Rabelo (1970) --
polytaenius (ES) Rabelo et al. (1971) --

Bogart (1973)




Nunes e Fagundes
(2008)

Hypsiboas Serra do Japi 24 - - Centroméricana | 9el2 | Becak (1968) --
prasinus (SP) maioria dos Baldissera-Jr et al.
Cromossomos (1993)
Ananias (1996)
GR Espécie Localidade 2n FC NF BC RON  Autores
(par)
Hypsiboas -- 24 -- -- -- -- Saez e Brum (1960) --
" pulchellus Becak (1968) --
= Bogart (1973) --
% Ananias (1996) --
>
= Camabara Foresti (1972) --
g Hypsiboas do Sul (SC) 24 10m + 10sm + 4st 48 Centromérica na 1 Ananias et al. (2004)
£ | semiguttatus Séo maioria dos
0} Francisco de Cromossomos e
Paula (RS) telomérica no par
Piraquara 1
(PR)
Hypsiboas -- 24 -- -- -- -- Bogart (1973) --
2 | cinerascens
I
[&]
5 Hypsiboas -- 24 -- -- -- -- Bogart e Bogart --
;’ punctatus (1971) --
o Foresti (1972) --
g' Bogart (1973) --
0] Anderson (1991)
o @ Hypsiboa§ -- 24 -- -- -- -- Foresti (1972) --
= == 4 geographicus
5 £ ® | Hypsiboas gr. -- 24 -- -- -- -- Bogart e Bogart --
w

geographicus

(1971)
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Hypsiboas
semilineatus

Santa Teresa
(ES)

24

10m + 6sm + 8st

48

11

Nunes e Fagundes
(2008)

04
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral:

Caracterizar citogeneticamente as espécies Hypsiboas coletadas no estado do
Amazonas, regido norte do Brasil, utilizando marcadores classicos e moleculares, e inferir
sobre a evolucdo cariotipica dos tdxons.

2.2 Objetivos Especificos:

- Determinar o numero dipldide de individuos coletados e reconhecidos como pertencentes ao

género Hypsiboas;

- Estabelecer padrdes de distribuicdo da heterocromatina constitutiva e das regides

organizadoras de nucléolo em cromossomos mitéticos dos individuos coletados;

- Verificar a localizacéo fisica cromossémica de sequéncias teloméricas;

- Verificar se existe variacdo entre individuos pertencentes a mesma espécie morfoldgica, mas
provenientes de diferentes populagdes, por meio de comparacdes com dados disponiveis na

literatura;

- Verificar se os taxons mais relacionados apresentam maior similaridade cariotipica.
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3. Material e métodos

3.1 Espécies em estudo
Foram estudados, citogeneticamente, 23 espécimes de sete espécies pertencentes ao

género Hypsiboas (Fig. 2), contudo a amostragem foi maior, tendo sido efetuada a preparacéo
cromossémica de 02 individuos de H. boans, 15 individuos de H. cinerascens, 09 individuos
de H. geographicus, 07 individuos de H. lanciformis, 07 individuos de H. raniceps e 02
individuos de H. wavrini, porém estes materiais ndo apresentaram material de qualidade para
0s bandeamentos cromossémicos sendo excluidos das analises cromossdmicas, mas ressalta-
se que os tecidos musculares destes individuos foram retirados para serem realizadas futuras
anélises moleculares.

Os 23 individuos do presente trabalho foram coletados no estado do Amazonas, Brasil,
nas seguintes localidades (Fig. 3): fragmento florestal urbano do Campus da Universidade
Federal do Amazonas (Manaus) e seus arredores (lago Acariquara) (03°04°34”S;
59°57°30”W); lago Cataldo (confluéncia dos rios Negro e Solimdes, Iranduba) (03°09°47”’S;
059°54°29”W); florestas nas margens do rio Jatapu, municipio de Sdo Sebastido do Uatuma
(0°507;01°55°S e 58°50’;60°10°W); e nas margens dos rios Daraha e Ayuand, ambos no
municipio de Santa Isabel do Rio Negro (0°24°24”N; 65°1°1”W). As espécies e 0 numero de
individuos analisados encontram-se discriminadas na Tabela 2. O nimero amostral ndo é
constante por estar relacionado a disponibilidade e abundéncia das espécies nas referidas
localidades. As coletas foram realizadas no periodo noturno, durante periodos chuvosos e
secos no Amazonas, de junho de 2011 a junho de 2012. Os animais foram capturados com
autorizacdes cedidas pelo ICMBio/SISBIO e pelo Comité de Etica em Experimentaco
Animal (CEEA) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os individuos testemunhos
foram depositados na Colecdo Zooldgica Paulo Paulo Biihrnheim, da Universidade Federal do
Amazonas (CZPB/UFAM) e na Colecdo de Anfibios e Répteis do Instituto Nacional de
Pesquisas na Amazonia (INPA-H).
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Figura 2 - Exemplares machos de Hypsiboas boans (a) (Foto M. Rivera); H. cinerascens (b)
(Foto T. Mattos); H. geographicus (c) (Foto J. Patton); H. lanciformis (d) (Foto T. Mattos),
H. multifasciatus (e) (Foto R. Sawaby); H. raniceps (f) (Foto T. Mattos) e H. wavrini (g)
(Foto C. Candido).
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Figura 3 - Mapa de localizacdo dos pontos de coleta das espécies de Hypsiboas no estado do
Amazonas (AM). (Adaptado do Google Maps).
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Tabela 2 - Espécies de Hypsiboas utilizadas no presente estudo contendo seus respectivos

locais de coleta, nUmero de individuos analisados e sexo dos mesmos.

Espécie / Grupo Localidade No. de individuos Sexo Tombo

H. boans S80 Sebastido do 01 01 macho INPA-H 31443

Grupo H. semilineatus Uatuma

H. cinerascens Manaus 04 04 machos CZPB/UFAM

Grupo H. punctatus 153-315
CZPB/UFAM
154-315-318

H. geographicus Santa Isabel do Rio 05 02 fémeas INPA-H 31445-

Grupo H. semilineatus Negro 03 machos 31448

H. lanciformis Manaus 03 03 machos CZPB/UFAM

Grupo H. albopunctatus 155-319
CZPB/UFAM
159-331
CZPB/UFAM
159-333

H. multifasciatus Iranduba 01 01 fémea CZPB/UFAM

Grupo H. albopunctatus 156-320

H. raniceps Iranduba 06 02 fémea CZPB/UFAM

Grupo H. albopunctatus 04 machos 154-324 - 329

H. wavrini S&o Sebastido do 01 fémea INPA-H 31444

Grupo H. semilineatus Uatuma 03

Santa Isabel do Rio 02 machos INPA-H 31441
Negro INPA-H 31442

3.2 Inducéo de mitose nos individuos amostrados

Para se obter um maior nimero de células em metéafase, foi utilizada a técnica para
inducdo de mitoses, descrita por Oliveira et al. (1987), na qual uma solucdo de fermento

bioldgico foi aplicada nos espécimes coletados.
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A solucdo de fermento bioldgico foi preparada com 0,3g de fermento bioldgico
comercial, 0,3g de acucar e 10mL de &gua destilada, sendo esta mantida em estufa (37 °C) por
um periodo de 15-20 minutos, e posteriormente a solucdo, deixada a temperatura ambiente
para evitar o choque térmico com o animal, injetada na regido femural da perereca (em alguns
espécimes a injecdo foi intraperitonial), na proporcdo de 1mL para cada 100g de peso do
animal, sendo mantidos vivos de 48-72h (Paiva et al. 2010). Transcorrido este tempo, foi
injetado colchicina in vivo a (1%) na regido intraperitonial do animal (Ford e Hamerton 1956;
Kasahara 2009). Ap6s no minimo oito horas € no maximo doze horas, o animal foi
eutanaziado com dose letal de anestésico xilocaina a 5% na regido ventral. Em alguns

individuos o tratamento com colchicina (0,1%) foi in vitro.

3.3 Obtencao de cromossomos mitéticos

Para a obtengdo dos cromossomos foi retirada medula 6ssea dos dois fémures e o
figado de acordo com o protocolo de Ford e Hamerton (1956) com algumas modificacdes. As
células foram hipotonizadas com KCI a 0,075M contido em cubetas de vidro durante o
periodo minimo de 20 minutos e maximo de 1h, em estufa a 37 °C. Em seguida o material foi
ressuspendido cuidadosamente com o auxilio de seringa de vidro e transferido para um tubo
de centrifuga, utilizando-se uma pipeta Pasteur, sendo também efetuada a pré-fixacdo com a
adicdo de 4 gotas de fixador Carnoy 3:1 (metanol:acido acético), recém preparado e gelado. O
material foi centrifugado por 10 minutos a 900rpm, descartando em seguida o sobrenadante.
Posteriormente foi adicionado no maximo 8mL de fixador, o material foi ressuspendido
cuidadosamente e novamente centrifugado. Este processo foi repetido por mais duas vezes.
Apos a ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, foram adicionados 1,5mL de
fixador e o material foi ressuspendido com cuidado. Esta suspensdo celular foi armazenada
em tubos de 1,5mL, mantidas em freezer a 4 °C, para posteriormente, ap6s um periodo
minimo de 24h, serem gotejadas em laminas limpas e imersas em agua destilada aquecida a
60 °C e coradas com Giemsa a 10% diluido em tampdo fosfato 0,06M (pH 6,8) por 10

minutos, lavadas em agua de torneira e secas ao ar.
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3.4 Caracterizagao da heterocromatina constitutiva (Banda C)

Para a deteccdo das regides heterocromaticas foi utilizado o protocolo descrito por
Sumner (1972), com modificacbes. A lamina utilizada para a andlise dos cromossomos
mitoticos foi tratada com HCL 0,2N a 42 °C por 2 minutos e lavada com agua destilada. Apos
isto, a ldmina foi incubada por 10 a 15 segundos em solucdo de Hidroxido de Bario a 5%
(filtrada e recém-preparada a 42 °C). A acdo do Hidroxido de Béario foi interrompida com a
imersdo rapida em solugdo de HCL 0,2N & temperatura ambiente. A lamina foi lavada em
agua destilada e incubada em solucdo 2xSSC, contendo Cloreto de Sodio a 0,3M e Citrato
Sodico a 0,03M, pH 6,8. Este processo foi feito em banho-maria a 60 °C por 15 minutos e as
laminas foram posteriormente lavadas com agua destilada varias vezes e deixadas para secar
ao ar. As laminas foram coradas com Giemsa a 5%, diluida em tampéo fosfato 0,06M (pH

6,8) por 10 minutos e lavadas com &gua destilada.

3.5 Caracterizacao das regibes organizadoras de nucléolo (RONS)

Para a deteccdo das RONSs foi utilizado o protocolo descrito por Howell e Black
(1980), com modificagBes. A técnica consistiu no tratamento das l&minas com HCI a
temperatura ambiente por 8 minutos, lavadas com agua destilada e secas ao ar; em seguida,
houve o gotejamento de uma solugéo coloidal contendo 1g de gelatina comercial sem aroma
dissolvida em 50mL de agua destilada com o acréscimo de 0,5mL de &cido férmico e Nitrato
de Prata a 50% (1g de AgNOs; /ImL de agua destilada) na proporcdo 1:2 sobre a lamina
contendo suspensdo celular. Foi colocada uma laminula por cima e em seguida, o material foi
posto em uma camara umida a 60 °C por cerca de 3 a 8 minutos. Apés a lamina atingir a
coloracdo marrom dourada, ela foi lavada com &gua destilada e a laminula foi retirada

naturalmente com a lavagem.
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3.6 Utilizacdo de sequéncias teloméricas atraves da Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR)

A sequéncia telomérica (TTAGGG)n foi amplificada por reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), sendo efetuado em um volume final de 25uL contendo tampdo 10x com
1,5mM de MgCl,, dNTPs (1 mM), 0,2uL primer (TTAGGG)s, 0,2uL primer (CCCTAA)s
(ljdo et al. 1991) e 2U de Tag DNA polimerase. A primeira parte da amplificacdo foi
realizada com baixa estringéncia (4min a 94 °C; seguidos por 12 ciclos de 1mina 94 °C, 45s a
52 °C e 1min 30s a 72 °C), seguidos por 35 ciclos de alta estringéncia (1min a 94 °C, 1 min
30s a 60 °C e 1min 30s a 72 °C). Este produto da PCR foi utilizado como sonda na
hibridizacdo in situ por fluorescéncia. Estas sondas foram marcadas por Nick translation

(Invitrogen), seguindo recomendacGes do fabricante.

3.7 Hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH)

Para a localizacdo fisica cromossdmica das sequéncias teloméricas foi realizada a
técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), descrita por Pinkel et al. (1986),

com alguns ajustes.

Tratamento das laminas

As laminas contendo preparag¢fes cromossdmicas foram lavadas em tampéo PBS 1x
durante 5 minutos em temperatura ambiente, sendo posteriormente desidratadas em série
alcodlica 70, 85 e 100%, 5 minutos cada e secas ao ar. As laminas foram lavadas trés vezes
em 2xSSC, por 5 minutos cada e em PBS 1x pelo mesmo tempo. As laminas foram fixadas
em formaldeido 1% em PBS 1x / 50mM MgCl, durante 10 minutos a temperatura ambiente e
em seguida lavadas em PBS 1x por 5 minutos, sendo entdo desidratadas em série alcodlica
gelada (70, 85, 100%), por 5 minutos cada.

Simultaneamente a desidratacdo da lamina em seérie alcoolica, a solucéo de hibridacéo
contendo formamida 100% (concentracdo final 50%), sulfato de dextrano 50%, 20xSSC
(concentracéo final de 2 x SSC), sonda marcada e &gua ultrapura foi desnaturada a 99 °C por
um periodo de 10 minutos, sendo passada imediatamente ao gelo.
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O DNA cromossomico foi desnaturado com formamida 70% em 2xSSC a 70 °C por
5 minutos e desidratado em etanol gelado 70 , 85 e 100% por 5 minutos cada, secando ao ar.
A solucéo de hibridacdo foi colocada sobre a lamina com os cromossomos desnaturados e
incubada em camara Umida a 37 °C durante aproximadamente 18 horas.

Apos o tempo de hibridagdo, as laminas foram lavadas em formamida 15 % a 42 °C
durante 10 minutos e posteriormente lavadas em solugcdo Tween 0,5%, por 5 minutos. Para
deteccdo do sinal as laminas foram incubadas em tampdo NFDM por 15 minutos e lavadas 2
vezes com Tween 0,5% temperatura ambiente por 5 minutos cada. As laminas foram
incubadas com os anticorpos especificos (antidigoxigenina) por 1h em cdmara imida a 37 °C.
ApoOs este tempo as laminas foram lavadas 3 vezes com Tween 0,5% temperatura ambiente
por 5 minutos cada, desidratadas em série alcodlica gelada 70, 85 e 100% durante 5 minutos

cada e apds secas montadas com antifade e DAPI, sendo cobertas com laminulas.

3.8 Andlise cariotipica

Apds a andlise e contagem de no minimo 15 metéafases por individuo em microscopio
Optico, foi estabelecido o nimero diploide modal. As melhores metafases obtidas com
técnicas de citogenética classica (coloragdo convencional, RON e banda C) tiveram suas
imagens capturadas por camera digital acoplada ao microscépio trinocular (sistema de captura
da Zeiss). As metafases submetidas a técnicas moleculares (FISH) foram analisadas e tiveram
suas imagens capturadas em fotomicroscépio de epifluorescéncia (Olympus® BX — 51), em
objetiva de imerséo.

Para a montagem dos cariétipos foi utilizado um software (Adobe Photoshop Cs4®),
onde os cromossomos provenientes das imagens capturadas foram recortados e emparelhados.
Os cromossomos foram medidos utilizando o programa livre Image J, sendo posteriormente
colocados em ordem decrescente de tamanho. A morfologia cromossomica foi determinada de
acordo com o critério de relacdo de bracos, segundo Green e Sessions (1991). Para célculo no
namero fundamental foram considerados como portadores de dois bracos 0s cromossomos
meta (m) e submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st).

HibridizacOes de sequéncias telomeéricas em posi¢cdes cromossémicas intersticiais foram
consideradas ITS (sitios teloméricos intersticiais) quando sinais estavam presentes em todas

as metafases analisadas.
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4. Resultados e discussao

Os resultados obtidos com base na andlise das técnicas de citogenética classica e molecular
das sete espécies de Hypsiboas sdo apresentados sob a forma de capitulo, o qual se refere ao
artigo que esta em processo de submisséo ao periddico Genetica.

4.1. Capitulo 1: Organizacdo cariotipica de sete espécies amazénicas do género Hypsiboas
(Anura; Hylidae)

21



Capitulo 1

Mattos, T. L.; Coelho, A. C.; Schneider, C. H.; Telles, D. O. C.; Menin, M. Gross, M. C.
Organizacdo cariotipica de sete especies amazonicas do género Hypsiboas (Anura; Hylidae).
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Resumo

Os hilideos sdo os mais diversos dentro da ordem Anura, compreendendo cerca de 80 espécies
registradas na Amazonia brasileira, sendo que a maioria ndo possui estudos citogenéticos
classicos ou moleculares. O objetivo principal deste estudo foi caracterizar citogeneticamente
sete espécies do género Hypsiboas (Hypsiboas boans, Hypsiboas cinerascens, Hypsiboas
geographicus, Hypsiboas lanciformis, Hypsiboas multifasciatus, Hypsiboas raniceps e
Hypsiboas wavrini) que ocorrem na regido amazoénica, mas precisamente no estado do
Amazonas, utilizando marcadores classicos e moleculares. Foram utilizadas coloragdo
convencional em Giemsa (10%) para estabelecer o numero dipldide, nitrato de prata para
evidenciar as regides organizadoras de nucléolo (RON), técnica de bandeamento C para
localizar as regiGes heterocromaticas e sequéncias teloméricas para a identificacdo de
possiveis rearranjos cromossdmicos. O nimero dipldide encontrado para as espécies foi de 24
cromossomos, com excec¢do de Hypsiboas lanciformis, que apresentou 22 cromossomos.
Diferentes padrbes de distribuicdo da heterocromatina constitutiva e localizacdo da RON
foram evidenciados entre as espécies, assim como sitios teloméricos intersticiais, 0 que indica

presenca de rearranjos cromossdmicos nas espécies deste grupo.

Palavras-chave: Anura, cromossomos, banda C, RON, telomero
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Introducéo
A familia Hylidae é considerada a familia mais diversa entre os anuros, com 926

espécies descritas (Frost et al. 2013), das quais 88 sdo conhecidas na Amazonia brasileira
(Avila-Pires et al. 2007). Contudo, estudos citogenéticos recentes em espécies desta familia
mostraram que ha variagdo: a) intrapopulacional, como o polimorfismo da RON encontrado
em Dendropsophus nanus (Medeiros et al. 2003); b) intraespecifica, como a variacdo do
namero diploide de 2n=24 cromossomos e 2n=22 cromossomos em Hypsiboas albopuncatus
(Gruber et al. 2007) e presenca de cromossomos supranumerarios (Ferro et al. 2012); c)
intragenérico, como a localizacdo do par da RON em Hypsiboas albomarginatus (par 2) e
Hypsiboas faber (par 11) (Carvalho et al. 2009b). Desta forma, os polimorfismos cariotipicos
podem servir para identificar tdxons, revelar espécies cripticas e embasar estudos de evolugdo
cromossémica, sendo estas abordagens adotadas também para outros grupos de anuros
(Favero et al. 2011).

De acordo com uma compilacdo de dados citogenéticos para hilideos, o numero
diploide basico é de 26 cromossomos (Duellman e Trueb 1986), mas algumas linhagens
apresentam uma reducdo ou aumento no numero diploide em consequéncia de rearranjos
cromossdmicos do tipo fusdo e fissdo, respectivamente (Morescalchi 1973; Bogart 1973;
Gruber et al. 2007). Dentre as linhagens de hilideos que apresentam numero diploide
inferior a 26 cromossomos destacam-se as espécies do género Hypsiboas, com a maioria
tendo 24 cromossomos (Duellman e Cole 1965; Becak 1968; Rabelo 1970; Faivovich et al.
2005; Carvalho et al. 2009b; Oliveira et al. 2010). Contudo, a organizacdo cariotipica das
espécies de Hypsiboas ndo pode ser considerada conservada, uma vez que ha variagdes intrer
e intraespecificas nas formulas cromossémicas, na posic¢ao da regido organizadora de nucléolo
e na distribuicdo da heterocromatina constitutiva (Duellman e Cole 1965; Becak 1968; Leon
1970; Rabelo 1970; Rabelo et al. 1971; Bogart 1973; Gruber 2002; Ananias et al. 2004;
Nunes 2006; Gruber et al. 2007; Nunes e Fagundes 2008; Carvalho et al. 2009b; Oliveira et
al. 2010). Alem disso, a espécie H. albopunctatus apresenta reducdo no numero diploide
considerado padrdo para 0 género, sendo evidenciado 22 cromossomos no complemento
cromossémico e presenca de um cromossomo B em algumas metéfases mitoticas (Gruber et
al. 2007; Oliveira et al. 2010).

As espécies do género Hypsiboas tém sido separadas em sete grandes grupos, sendo

eles: grupo H. albopunctatus, grupo H. benitezi, grupo H. faber, grupo H. pellucens, grupo H.
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pulchellus, grupo H. punctatus e grupo H. semilineatus (Faivovich et al. 2005; Catroli e
Kasahara 2009). Esta classificacdo tem sido efetuada em funcdo de caracteres morfolégicos,
principalmente da coloracdo, membranas interdigitais, espinhos nos metatarsos dos machos
(Cochran 1955; Faivovich et al. 2004; Cochran e Goin 1970) e também por sinapomorfias dos
marcadores moleculares (Faivovich et al. 2005). De acordo com a arvore consenso descrita
por Faivovich et al. (2005), o grupo H. punctatus e H. benitezi sdo mais proximos
filogeneticamente do que H. faber, H. pellucens e H. pulchellus. Como se acredita que 0s
grupos sdo monofiléticos (Faivovich et al. 2005), deduz-se que haja uma concordancia em
relacdo aos cariotipos dentro dos grupos.

O género Hypsiboas é bastante diverso na Amazonia Central, sendo registradas até
espécies em uma mesma area de coleta. Entretanto, para a maioria das espécies, ndao ha
informac@es citogenéticas disponiveis. A existéncia de variacGes inter e intra-especificas de
caracteristicas dos cariotipos de espécies deste género sdo praticamente desconhecidas na
Amazonia; desta forma, a organizacgdo cariotipica da maioria das espécies de Hypsiboas que
ocorrem na Amazonia ainda ndo foi elucidada, sendo o objetivo deste estudo caracterizar
citogeneticamente sete espécies do género Hypsiboas, pertencentes a trés grupos: uma espécie
do grupo H. punctatus (H. cinerascens); trés espécies do grupo H. semilineatus (H. boans, H.
geographicus e H. wavrini) e trés espécies do grupo H. albopunctatus (H. lanciformis, H.
multifasciatus, H. raniceps) que ocorrem no estado do Amazonas, Brasil.

Material e métodos

Espécies e locais de coleta

Foram analisados 23 individuos adultos: 01 macho de Hypsiboas boans (INPA H-
31443), 04 machos de Hypsiboas cinerascens (CZPB/UFAM 153-315; CZPB/UFAM 154-
315-318), 02 fémeas e 03 machos de Hypsiboas geographicus (INPA H-31445-31448), 03
machos de Hypsiboas lanciformis (CZPB/UFAM 155-319; CZPB/UFAM 159-331;
CZPB/UFAM 159-333), 01 fémea de Hypsiboas multifasciatus (CZPB/UFAM 156-320), 02
fémeas e 04 machos de Hypsiboas raniceps (CZPB/UFAM 154-324-329) e 01 fémea e 02
machos de Hypsiboas wavrini (INPA H-31441-31442; INPA H-31444). Hypsiboas
cinerascens e H. lanciformis foram coletadas em um fragmento florestal urbano da cidade de
Manaus, Amazonas, localizado no campus da Universidade Federal do Amazonas e arredores

(lago Acariquara) (03°04°34”S; 59°57°30”W), municipio de Manaus, Amazonas. Hypsiboas

25



multifasciatus e H. raniceps foram coletadas no lago Cataldo, na confluéncia do rio Negro e
Solimdes, municipio de Iranduba, Amazonas (03°09°47”’S; 059°54°29”W). O Unico individuo
de H. boans foi coletado nas florestas das margens do rio Jatapu, municipio de Sdo Sebastido
do Uatuma, Amazonas, (0°50° e 1°55°S; 58°50° e 60°10°W). Hypsiboas geographicus foi
coletada nos rios Darahd e Ayuana, ambos no municipio de Santa Isabel do Rio Negro
(Amazonas) (0°24°24”N; 65°1’1”W) e H. wavrini foi coletada rio Jatapu, municipio de Séo
Sebastido do Uatuma, Amazonas, (0°50° e 1°55°S; 58°50° e 60°10°W) e no rio Ayuand no
municipio de S8o Sebastido do Uatumd, Amazonas (0°24°24”N; 65°1°1’W). As coletas
foram realizadas durante o periodo de junho de 2011 a junho de 2012, durante o periodo
chuvoso e seco; os animais foram capturados de acordo com a disponibilidade das espécies e
com autorizacédo cedida pelo ICMBIo/SISBIO.

Os animais foram mortos com dose letal do anestésico xilocaina 5%. Apos a
retirada dos 6rgdos utilizados para a analise mitética, eles foram fixados em formol 10% e
conservados em alcool 70°GL. Os individuos testemunhos foram depositados na Colecao
Zooldgica Paulo Bihrnheim, da Universidade Federal do Amazonas (CZPB/UFAM) e na
Colecdo de Anfibios e Répteis do Instituto Nacional de Pesquisas na Amazonia (INPA-H).
Ressalta-se que este trabalho teve autorizacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA), da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Anélises cromossdmicas

Os cromossomos mitoticos foram obtidos a partir de medula dssea e figado apos o
tratamento com colchicina in vitro (1%) e in vivo (0,1%) (Ford e Hamerton, 1956; Kasahara
2009). Alguns espécimes tiveram previamente sua divisdo celular induzida por meio de
injecdo de fermento bioldgico na proporgdo de 0,1mL/10g do peso do animal sendo mantidos
vivos de 48-72h (Oliveira et al. 1987; Paiva et al. 2010).

As suspensbes foram submetidas a coloracdo convencional com Giemsa (10%),
impregnacdo por nitrato de prata por Ag-RON (Howell e Black 1980), bandeamento C para
deteccdo da heterocromatina constitutiva (Sumner 1972) e hibridizagdo in situ por
fluorescéncia (Pinkel et al. 1986) de sondas teloméricas amplificadas por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (ljdo et al. 1991).

As melhores metafases obtidas com técnicas de citogenética classica (coloracao

convencional, RON e banda C) tiveram suas imagens capturadas por camera digital acoplada
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ao microscopio trinocular (sistema de captura da Zeiss). As metafases submetidas a técnicas
moleculares (FISH) tiveram suas imagens capturadas em fotomicroscopio de epifluorescéncia
(Olympus® BX — 51), em objetiva de imersdo. Os cromossomos provenientes das imagens
capturadas foram recortados, emparelhados e medidos utilizando o programa livre Image J,
sendo posteriormente organizados em ordem decrescente de tamanho com o uso do Adobe
Photoshop Cs4®. A morfologia cromossémica foi determinada de acordo com o critério de
relacdo de bracos, segundo Green e Sessions (1991). Para calculo no nimero fundamental
foram considerados como portadores de dois bracos o0s cromossomos meta (m) e
submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st). Hibridizacbes de sequéncias teloméricas em
posi¢cdes cromossdmicas intersticiais foram consideradas ITS (sitios teloméricos intersticiais)
guando sinais estavam presentes em todas as metafases analisadas. Para a determinacdo da
formula cariotipica foram analisados tanto os cromossomos submetidos a coloracédo
convencional, quanto os submetidos ao tratamento com hidroxido de béario para a

evidenciacdo da heterocromatina.

Resultados

Coloracéo convencional com Giemsa

A espécie Hypsiboas lanciformis apresentou nimero diploide igual a 22 cromossomos
e as espécies H. boans, H. cinerascens, H. geographicus, H. multifasciatus, H. raniceps e H.
wavrini apresentaram 24 cromossomos, sem o0 indicio de cromossomos sexuais e/ou
supranumerarios (Fig. 1).

Hypsiboas lanciformis apresentou 8m+6sm+8st, NF = 44, sendo os pares 1, 7, 8 e 10
metacéntricos; 2, 3 e 9 submetacéntricos e 4, 5, 6 e 11 subtelocéntricos (Figs. 1la; 2a). Em
algumas metéfases, foi possivel identificar uma constricdo secundaria no brago longo dos
homologos do par 11.

Hypsiboas boans apresentou 8m+6sm+10st, NF = 48, sendo os pares 1, 7, 11 e 12
metacéntricos; 2, 3 e 10 submetacéntricos e 4, 5, 6, 8 e 9 subtelocéntricos (Figs. 1b; 2b). Nao
foram visualizadas constri¢cGes secundarias nas metafases analisadas.

Hypsiboas cinerascens apresentou 6m+12sm+6st, NF = 48, sendo os pares 1, 8 e 11
metacéntricos; 2, 4, 5, 9, 10 e 12 submetacéntricos e 3, 6 e 7 subtelocéntricos (Figs. 1c; 2c).
Em algumas metéafases, foi possivel identificar constricdes secundarias no braco longo dos

homologos do par 11.
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Hypsiboas geographicus, Hypsiboas multifasciatus e Hypsiboas raniceps
apresentaram 10m+6sm+8st e NF = 48. Contudo, na duas primeira espécie os pares 1, 2, 10,
11 e 12 sdo metacéntricos; 4, 7 e 9 submetacéntricos e 3, 5, 6 e 8 subtelocéntricos (Figs. 1d,;
2d), nasegunda os pares 1, 2, 8, 9 e 11 sdo metacéntricos; 4, 5, 7 submetacéntricos e 3, 6, 10
e 12 subtelocéntricos (Figs. 1e; 2e) e na terceira os pares 1, 2, 9, 11 e 12 sdo metacéntricos; 6,
7 e 10 submetacéntricos e 3, 4, 5 e 8 subtelocéntricos (Figs. 1f; 2e). Em algumas metéfases
de H. multifasciatus e H. raniceps foi possivel identificar constrices secundarias nos bracos
curtos dos homélogos do par 11.

Hypsiboas wavrini apresentou 10m+6sm+8st, NF = 48, sendo os pares 1, 9, 10, 11 e
12 metacéntricos; 2, 3 e 7 submetacéntricos, e 4, 5, 6 e 8 subtelocéntricos (Figs. 1g; 2g). Nao

foram encontradas constri¢cbes secundarias nas metafases analisadas.
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Figura 1 - Carittipos mitoticos em coloracdo convencional com Giemsa: Hypsiboas
lanciformis (a) com 2n = 22; Hypsiboas boans (b) com 2n = 24; Hypsiboas cinerascens (c)
com 2n = 24; Hypsiboas geographicus (d) com 2n = 24; Hypsiboas multifasciatus () com 2n
= 24; Hypsiboas raniceps (f) com 2n = 24 e constri¢do secundaria no par 11 (h); e Hypsiboas

wavrini (g) com 2n = 24. Escala da barra: 10 micrometros.
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Banda C e Regido organizadora de nucléolos (RON)

Diferentes padrdes de distribui¢do da heterocromatina constitutiva foram evidenciados
entre as espécies de Hypsiboas analisadas. O primeiro padrdo foi evidenciado em H.
lanciformis, cuja heterocromatina apresentou-se distribuida preferencialmente na regido
centromérica da maioria dos cromossomos, com alguns blocos invadindo a regido
pericentromérica (tais como nos pares 1 e 3), por vezes englobando todo o braco curto (pares
4 e 11) e alguns cromossomos sem heterocromatina evidente (par 7) (Fig. 2a).

No segundo padrdo a heterocromatina constitutiva foi evidenciada como grandes
blocos conspicuos na regido centromérica e pericentromérica de todos os cromossomos H.
boans (Fig. 2b), H. geographicus (Fig. 2d) e H. wavrini (Fig. 2g), com excecdo de ambos
homdlogos dos pares 6 e 7 de H. geographicus que ndo apresentaram padrdo heterocromatico
distinguivel.

Em Hypsiboas cinerascens, as por¢des heterocromaticas sdo consideradas pouco
visiveis (Fig. 2c). Contudo, em alguns pares cromossdmicos a regido centromérica
apresentou-se como uma faixa clara, tais como os pares 1, 2, 3, 5, 6 e 8 (Fig. 2c). Em
Hypsiboas multifasciatus, a banda C se apresentou de forma intersticial distribuida ao longo
dos bragos curtos e longos da maioria dos cromossomos, bem como ao longo do braco longo
dos pares 11 e 12 (Fig. 2e).

Nos individuos de Hypsiboas raniceps, a heterocromatina constitutiva esteve ausente
na maioria dos cromossomos, contudo blocos heterocroméaticos conspicuos foram
evidenciados na regido pericentromérica do par 5 (Fig. 2f).

Com excecdo de H. lanciformis, que possui multiplas marcacGes de RONs (regido
centromérica do par 1 e subterminal do braco longo do par 11 - caixa da Fig. 2a), as demais
espécies possuem apenas um par cromossdémico marcado pelo AgNOs;. O par cromossdmico
11 foi o portador da RON em H. boans, H. cinerascens, H. multifasciatus, H. raniceps e H.
wavrini (caixa das Figs. 2 b, c, e, f, g). J& em H. geographicus a RON foi observada
centromericamente no primeiro par cromossémico (caixa da Fig. 2d). Contudo, varia¢do no

namero de sitios ativos foram encontradas inter e intraindividualmente em todas as espécies.
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Figura 2 - Padrdes de distribuicdo da heterocromatina constitutiva em Hypsiboas lanciformis
(a); Hypsiboas boans (b); Hypsiboas cinerascens (c); Hypsiboas geographicus (d); Hypsiboas
multifasciatus (e); Hypsiboas raniceps (f); e Hypsiboas wavrini (g). Os pares cromossémicos
portadores da regido organizadora de nucléolo estdo destacados nas caixas. Escala da barra:

10 micrometros.
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Hibridizac&o in situ por fluorescéncia (FISH): sondas teloméricas

A hibridizacdo in situ por fluorescéncia de sondas teloméricas detectou sitios nas
regides terminais de todos os cromossomos de todas as espécies, contudo sitios teloméricos
intersticiais (ITS) foram detectados em trés espécies: Hypsiboas boans, Hypsiboas
geographicus e Hypsiboas wavrini (Figs. 3a, b, c, respectivamente). Em H. boans (Fig. 3a) e
H. wavrini (Fig. 3c) ITS foram verificados no braco curto de ambos os homologos do par 2 e

em ambos 0s homologos do par 5 no braco longo. Ja em H. geographicus ITS centroméricos

foram observados em ambos os homologos dos pares 1 e 5 (Fig. 3b).

Figura 3 - Cariotipos das espécies Hypsiboas boans (a), Hypsiboas geographicus (b) e
Hypsiboas wavrini (c), mostrando sinais de hibridizacdo com sonda telomérica (vermelho).
Os cromossomos foram contra corados com DAPI. Escala da barra: 10 micrémetros.

Discussao

As espécies da familia Hylidae variam quanto ao numero diploide de 18 a 30
cromossomos. Por exemplo, espécies do género Dendropsophus possuem 30 cromossomos
(Medeiros et al. 2003; Gruber et al. 2005), Phyllomedusa 26 cromossomos (Paiva et al.
2010), Aplastodiscus de 18 a 24 cromossomos (Carvalho et al. 2009b) e a maioria das
espécies de Hypsiboas 24 cromossomos (Becak 1968; Raber et al. 2004; Gruber et al. 2007;

Carvalho et al. 2008?% Nunes e Fagundes 2008; Oliveira et al. 2010). Para os hilideos,
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acredita-se que o cariétipo basal é constituido de 26 cromossomos e 0s demais numeros
diploides teriam se originado a partir dele, por meio de rearranjos robertsonianos do tipo fusio
e fissdo (Medeiros 2000).

Assim sendo, os cariétipos das espécies de Hypsiboas seriam derivados de um
ancestral com 2n=26 cromossomos, que teria sofrido fusdes para originar 2n=24. Este nimero
diploide estd presente na maioria das espéecies, com exce¢do de H. albopunctatus (Becak
1968; Bogart 1973, Gruber et al. 2007; Oliveira et al. 2010) e H. lanciformis (presente
trabalho), ambas do grupo H. albopunctatus, que apresentam 2n=22 cromossomos e teriam
sofrido nova fusdo para haver uma reducdo de 24 para 22. Sitios teloméricos intersticiais
(ITS) sdo indicativos de rearranjos cromossdmicos numéricos do tipo fusdo; contudo, para
todas as espécies de Hypsiboas analisadas no presente estudo, apenas H. boans, H.
geographicus e H. wavrini apresentaram sequéncias teloméricas fora das regides terminais.
Isso ndo significa que a hiptese de que os Hypsiboas sdo derivados de um ancestral com 26
cromossomos esteja equivocada, uma vez que cromossomos oriundos de eventos de fusdes
podem apresentar pequenos sitios teloméricos que ndo podem ser detectados pela FISH, ou
podem apresentar auséncia de ITS devido a perda destas sequéncias durante processos de
erosdo molecular de DNAs repetitivos (Mandrioli et al. 1999).

Considerando os grupos de Hypsiboas propostos por Faivovich et al. (2005), o grupo
H. punctatus seria irmdo do clado que engloba H. semilineatus e H. albopunctatus, sendo
estes, dois grupos irmdos. Grande variacdo na organizacdo do genoma das espécies entre
grupos € encontrada, especialmente no que se refere ao padrdo de distribuicdo da

heterocromatina constitutiva (Figura 4).
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Figura 4 - Sobreposicao de dados citogenéticos sobre a filogenia proposta para Hypsiboas por
Faivovich et al. (2005), com énfase na relacdo entre os grupos H. punctatus, H. semilineatus
e H. albopunctatus. A ndo definicdo dos ramos do grupo H. semilineatus é em funcéo de H.

wavrini ndo ter sido incluida na filogenia original.

A espécie H. cinerascens (grupo H. punctatus) apresenta caracteristicas citogenéticas
basais dentre os Hypsiboas, com namero diploide igual a 24 cromossomos, heterocromatina

constitutiva pouco visivel e regido organizadora de nucléolo ativa no par 11 (Bogart 1973;
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presente trabalho). Dentro deste grupo estd alocada também a espécie H. punctatus, cuja
informacdo cariotipica restringe-se ao nimero diploide igual a 24 cromossomos (Bogart e
Bogart 1971; Foresti 1972; Bogart 1973; Anderson 1991), ndo permitindo compara¢cfes mais
profundas sobre os padrdes cariotipicos para o grupo.

As espécies H. boans, H. geographicus e H. wavrini pertencem ao grupo H.
semilineatus (Faivovich et al. 2005). Estas trés espécies apresentam blocos heterocromaticos
bem evidentes na regido centromérica/pericentromérica da maioria dos cromossomos, tendo
provavelmente sofrido um processo de acumulo de heterocromatina ou heterocromatinizacao
durante a evolucdo. Ainda, se considerarmos estas caracteristicas cariotipicas, € possivel
inferir que H. boans e H. wavrini estariam mais proximas filogeneticamente, uma vez que o
padrdo heterocromatico é similar entre elas, bem como as RONs ativas estdo localizadas nos
homologos do par 11 e sitios de ITS foram evidenciados nos pares 2 e 5 de ambas.

Proximidade entre H. wavrini e H. boans também pode ser verificada na grande
semelhanga morfologica e reprodutiva presente entre elas (Hoogmoed 1990; Martins e
Moreira 1991), o que implica em uma grande dificuldade em diferenciar as duas espécies nas
coletas em campo devido a semelhancas fenotipicas, apesar delas se diferenciarem pelo canto
(Lynch e Suarez-Mayorga 2001) e pelos periodos de reproducdo (Martins e Moreira 1991).
Por este motivo, alguns autores definem H. wavrini como sindnimo de H. boans (Cochran e
Goin 1970). Contudo, foi relatado na Coldombia que H. wavrini ocorre em simpatria com H.
aff. boans (Lynch e Suarez-Mayorga 2001). Considerando a grande semelhanca cariotipica,
incluindo o padrdo de heterocromatina, nimero e posi¢do das RONSs e a presenca de ITS em
porcOes similares entre 0s dois tdxons, podemos levantar algumas suposicGes: a) as espécies
H. wavrini e H. boans apresentam realmente padrdes similares de organizacédo cariotipica e,
se realmente existirem em simpatria, possivelmente ndo teriam mecanismos cromossémicos
de isolamento reprodutivo. Sendo assim, para que ndo houvesse hibridizacdo entre as duas
especies seria necessario a existéncia de diferentes comportamentos reprodutivos e/ou
ecologicos, sendo os diferentes padrfes de vocalizacdo uma evidéncia disso; b) devido a
grande semelhanca morfoldgica, pode estd havendo um equivoco na identificacdo de H.
wavrini e H. boans, o que implicaria em erros na descrigéo cariotipica.

Na espécie H. geographicus, pertencente ao grupo H. semilineatus, os blocos
heterocromaticos sdo mais pontuais se comparados com as duas espécies anteriores e nem

todos os cromossomos apresentam estas marcagoes (Fig. 4). Além disso, em H. geographicus
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a RON esta localizada na regido centromérica do par 1, sendo coincidente com ITS nesta
regido. Contudo, ndo podemos descartar a possibilidade de existéncia RONs multiplas (pares
1 e 7) no grupo H. semilineatus, uma vez que a técnica de impregnacao por nitrato de prata
permite identificar apenas os sitios ativos, ndo revelando o numero exato de genes
ribossomais da familia 45S, o qual s6 pode ser efetuado pela FISH utilizando como sonda
genes desta familia (Howell e Black 1980; Boisvert et al. 2007). Mas vale ressaltar que em H.
semilineatus, provenientes do sudeste brasileiro, os sitios ribossomais apresentam-se apenas
no par 11 (Nunes e Fagundes 2008), confirmando um sistema de RON simples.

Com relagdo aos ITS encontrados nos cromossomos de H. boans, H. geographicus e
H. wavrini, estes provavelmente sdo em decorréncia de rearranjos robertsonianos e néo-
robertsonianos, ja que para haver a reducdo de 26 para 24 cromossomos, cuja fusdo estaria
vinculada ao surgimento do cariotipo basal do Hypsiboas, apenas um par deveria ter se
fusionado a outro, sendo esperado apenas um par de ITS em cada espécie. Considerando que
estas trés espécies ndo se encontram no clado basal e como dois pares com ITS foram
encontrados, pelo menos mais um tipo de rearranjo cromossdmico precisa estar presente nas
trés espéecies. Como ndo houve alteracdo no numero diploide, acredita-se que o segundo
evento refere-se a um rearranjo ndo-robertsoniano envolvendo a regido terminal. Além disso,
como o par 1 de H. geographicus apresenta o ITS na mesma regido da RON, possivelmente
estes estejam associados com diferentes classes de DNA satélite/repetitivo, 0 que poderia
explicar a amplificacdo destas sequéncias teloméricas na regido intersticial dos cromossomos,
uma vez que os sinais sdo mais conspicuos que os encontrados nos telémeros. Contudo, seria
interessante efetuar, em um trabalho futuro, andlises citogenéticas adicionais para
identificacdo destas sequéncias.

Multiplos sitios ativos da regido organizadora de nucléolo foram evidenciados por
impregnacédo por nitrato de prata nas espécies H. lanciformis (presente trabalho) e H. raniceps
(Gruber et al. 2007), pertencentes ao grupo H. albopunctatus (Faivovich et al. 2005), que
também abriga, dentre outras especies, H. multifasciatus e H. albopunctatus. Contudo,
ressalta-se que sondas de DNA ribossomal 45S confirmaram RON simples em H.
albopunctatus (Ferro et al. 2012), o que indica que 0s genes ribossomais estdo envolvidos nos
processos de evolugéo cariotipica, ndo existindo um padréo tipico para cada grupo, havendo a

presenca de RONs simples e multipla entre as espécies dos taxons.
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Além da diferenca no nimero e localizacdo das RONs, dois nimeros diploides e
diferentes formulas cariotipicas estdo presentes no grupo H. albopunctatus. Contudo, apesar
de H. lanciformis e H. albopunctatus apresentarem 22 cromossomos, as demais espécies do
grupo apresentam 2n=24 (Becak 1968; Rabelo 1970; Rabelo et al. 1971; Gruber et al. 2007;
Carvalho et al. 2009b; Oliveira et al. 2010), ndo sendo uma caracteristica do grupo a reducéo
do numero diploide para 22. Apesar de haver diminuicdo do nimero diploide para 2n=22
cromossomos em H. lanciformis, sitios teloméricos intersticiais ndo foram encontrados,
provavelmente em decorréncia de erosdo genética destas sequéncias.

Um fator interessante relacionado a H. lanciformis é que esta espécie € encontrada
tipicamente em areas fragmentadas e bordas de floresta (Lima et al. 2006; Menin et al. 2008;
Tovar-Rodriguez et al. 2009), ou seja, estariam mais susceptiveis a acdes antropicas, as quais
poderiam ter favorecido rearranjos cromossdmicos numericos. O mesmo poderia estar
acontecendo em H. albopunctatus, amplamente encontrada em areas perturbadas (Moraes et
al. 2007), j& que além de apresentar 2n=22 cromossomos esta especie ainda apresenta
individuos com cromossomos supranumerarios e cuja origem € atribuida a uma duplicacédo
completa ou parcial do cromossomo do par 8, havendo uma degeneracdo e perda do
homdlogo e eliminacdo da RON (Gruber et al. 2007). Contudo, apesar de Carvalho et al.
(2008a) afirmarem que apenas dois anos de fragmentacdo florestal provocadas por acéo
humana e/ou catastrofes naturais podem ocasionar diferencas cromossémicas em relacdo ao
namero diploide, formula cariotipica e namero fundamental em anuros, a reducdo do nimero
diploide destes taxons pode apenas estar relacionada a historia evolutiva dos mesmos.

Além da presenca de dois numeros diploides diferentes no grupo H. albopunctatus, a
organizacdo do genoma destas espécies é diferente, sendo facilmente verificada pela
distribuicdo dos blocos heterocrométicos. Hypsiboas lanciformis apresenta blocos
heterocromaticos na regido centromérica da maioria dos cromossomos (presente trabalho),
assim como H. albopunctatus (Gruber et al. 2007; Oliveira et al. 2010). Ja H. raniceps e H.
multifasciatus apresentam poucos blocos heterocromaticos ténues e distribuidos em apenas
alguns pares de cromossomos (Figura 4). Ainda, diferencas claras no padrdo de distribuigéo
de heterocromatina foram evidenciadas entre populacBes de H. raniceps, jA que nos
individuos do norte do Brasil blocos heterocromaticos ténues séo evidenciados nas regides
teloméricas do par 2 e intersticialmente nos pares 3 e 7, aléem de um bloco centromérico no

par 5, enquanto que nos provenientes na regido central do Brasil nenhuma marcacao
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telomérica foi evidenciada (Rabelo 1970; Rabelo et al. 1971; Gruber et al. 2007; Carvalho et
al. 2008a; Oliveira et al. 2010). As variacbes na quantidade e na distribuicdo da
heterocromatina constitutiva sdo caracteristicas importantes que podem diferenciar
populacdes devido a mecanismos epigenéticos, os quais podem estar associados a
mecanismos de regulacdo da expressdao génica (King 1990). Ainda, considerando que a
heterocromatina normalmente é rica em sequéncias repetitivas, estas podem desempenhar um
papel importante na especiacdo e/ou adaptacdo por estarem menos sujeitas as pressdes
seletivas, favorecendo o acumulo de diferencas durante o processo evolutivo (Martins 2007;
Bohne et al. 2008; Ferreira e Martins 2008).

Com relacdo as descri¢Bes cariotipicas disponiveis para as espécies do grupo H.
albopunctatus, estd ocorrendo uma confusdo na nomeacdo adotada pelos autores para
diferentes taxons, o que implica em divergéncia nas informacdes citogenéticas. De acordo
com Ferro et al. (2012) apenas as espécies H. albopunctatus, H. fasciatus e H. raniceps
haviam sido cariotipadas, mas segundo Catroli e Kasahara (2009) ndo ha nenhum registro
citogenético em relacdo a H. fasciatus. Ainda, segundo estes autores, H. multifasciatus fora
descrita citogeneticamente primeiramente por Becak (1968), sendo esta informacdo
concordante com a encontrada em King (1990). Entretanto, Begak (1968) ndo descreveu H.
multifasciatus e sim H. bischoffi, pertencente ao grupo H. pulchellus e semelhante a H.
multilineatus (De S& 1996). Estes dados indicam que o grupo H. albopuctatus pode estar
abrigando complexos de espécies (De Sa 1996), o que explicaria a existéncia de varios
citétipos que vém sendo descritos para uma mesma espécie, tais como H. multifasciatus
provenientes do estado do Amazonas (Brasil) e provenientes do estado de Goias (Brasil), uma
vez que os primeiros apresentam 10m-+6sm+ 8st (presente trabalho) e os segundos 14m + 8sm
+ 2st (Oliveira et al. 2010). O mesmo ocorre em H. raniceps, que apresenta trés formulas
cariotipicas distintas (8m+10sm+6st; 8m+14sm+2st; 14m+6sm+4st) em individuos
provenientes dos estados Mato Grosso e Goias, centro-oeste brasileiro (Rabelo 1970; Rabelo
et al. 1971; Gruber et al. 2007; Carvalho et al. 2008a; Oliveira et al. 2010) e mais uma
(10m+6sm+8st ) no Amazonas, regido norte do Brasil (presente trabalho). Parte desta
variacdo pode estar relacionada a qualidade da preparacdo cromossémica analisada, ao padrdo
de compactacdo do DNA e a erros na medida dos bracos cromossdmicos que geram
divergéncia na interpretacdo do cariétipo. Mas estudos recentes mostram que o centrémero,

cuja posicdo é utilizada para determinar o tipo cromossémico, € uma por¢do cromossdémica
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dindmica, que normalmente possui acumulo de DNAs repetitivos e que tém capacidade de
reposicionar-se devido a respostas epigenémicas, podendo assim modificar a formula
cariotipica sem reposicionamento de genes (Rocchi et al. 2012). Esta pode ser parte da
explicacdo para a existéncia de diferentes formulas cariotipicas relatadas para individuos da
mesma espécie do grupo H. albopunctatus provenientes de diferentes localidades, uma vez
que sua distribuicdo é ampla (Frost et al. 2013).

Sendo assim, os dados encontrados neste trabalho reforcam a ideia da complexidade
existente dentro no género Hypsiboas, assim como nos diferentes grupos que compde este
taxon. Entretanto, mais estudos em relacdo ao grupo devem ser realizados abrangendo uma
maior area de amostragem, principalmente na Amazonia brasileira, contribuindo para um
melhor entendimento deste grupo tdo fascinante ao mesmo tempo tdo complexo e

subestimado.

Referéncias bibliogréaficas
As referéncias bibliogréficas estdo alocadas no topico “referéncias bibliograficas

gerais”.
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5. Conclusdes gerais

Os nameros dipldides encontrados para as sete espécies de Hypsiboas amazonicas,
permitiu que H. lanciformis se diferenciasse das demais por meio dos marcadores
citogenéticos, com excecdo de H. wavrini e H. boans, que possuem caracteristicas
cromossomicas similares.

A evolucdo cromossdmica das espécies do género Hypsiboas envolve rearranjos
cromossémicos robertsonianos e ndo robertsonianos, fato evidenciado por diferentes formulas
cariotipicas, posicdo das RONs e presenca de sitios teloméricos interticiais em algumas
espécies.

As trés espécies do grupo H. semilineatus (H. boans, H. wavrini e H. geographicus)
se diferenciam das demais por apresentarem heterocromatina constitutiva distribuida em
grandes blocos pericentroméricos, indicando processo de heterocromatinizacdo ou adicdo de
heterocromatina ao longo da evolugéo cariotipica.

Numero diploide inferior a 24 cromossomos sdo encontrados em espécies do grupo H.
albopunctatus, porém ndo ha tendéncia em reducdo no numero diploide no grupo. Ainda,
variacdo intraespecifica foi evidenciada em espécies do grupo H. albopunctatus, havendo
diferencas na formula cariotipica e padrdo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva
entre individuos reconhecidos morfologicamente como pertencentes a mesma espécie, mas

provenientes de diferentes populagdes.
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Tabela - Espécies de Hypsiboas coletadas indicando o numero total de individuos e o nimero

de individuos utilizados, cuja preparacdo mitética encontrava-se em boa qualidade.

Espécie / Grupo No. de individuos | Individuos que
coletados deram certo
H. boans
Grupo H. semilineatus 03 01
H. cinerascens 19 04

Grupo H. punctatus

H. geographicus 14 05
Grupo H. semilineatus

H. lanciformis 10 03
Grupo H. albopunctatus

H. multifasciatus 01 01
Grupo H. albopunctatus

H. raniceps 13 06
Grupo H. albopunctatus

H. wavrini 05 03
Grupo H. semilineatus

Total de individuos 65 23
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Figura - Espécies de Hypsiboas sem ITS e com sonda telomérica evidenciada apenas na
regido terminal. (a) H. lanciformis; (b) H. cinerascens; (c) H. raniceps e (d) H. multifasciatus.

Escalda da barra: 10 micrometros.
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