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RESUMO

Embora exista uma grande diversidade de complemartomossémicos em
Leptodactylidae (2n = 18 a 2n = 26) e Hylidae (2r2Ga 2n = 32), a elevada
fragmentacdo de dados limita 0 acesso a informaggii@®e as origens e 0s mecanismos
responsaveis por esta diversidade. Isto provaveemem influenciado que os dados
citogenéticos tenham sido principalmente utilizadas caracterizacdo dstatus de
espécies mais do que incluidos amplamente em esdiisgenéticas. Este trabalho
aborda, por meio de dados citogenéticos, aspectdsteos de trés grandes grupos de

anuros de ampla distribuicdo na regiao Neotropical.

O génerolLeptodactylusé agrupado conHydrolaetare, Paratelmatobiuge
Scythrophrysna familia Leptodactylidae. Os antecedentes cre@mikos neste género
indicam variacdes nos numeros dipléides de 2n a 28 = 26, assim como variacdes
nos numeros fundamentais (nUmero de bracos autass)nNF) e nas posicdes das
Regides Organizadoras do Nucléolo (NOR). Os redotdtalas analises de 26 espécies
de Leptodactylusempregando diversas técnicas representa, provemt#ma analise
citogenética mais inclusiva realizada no géneeptodactylusaté o momento, e 0s
resultados constituem um marco para a proposicadiip@éteses consistentes de

evolucdo cromossdmica no género.

A tribo Lophyiohylini agrupa atualmente 81 espécidistribuidas em 10
géneros. A informacgdo citogenética é escassa itaempenas a 12 espécies. Sao aqui
apresentados comparativamente dados citogenéticos espécies dos géneros
Argenteohylaltapotihyla Phyllodytes Trachycephalug Osteocephalus Os resultados

indicam que, com excecdo @ebuckleyi(2n = 26; NF = 50) &. edelmoi2n = 22; NF



= 44), todas as demais espécies analisadas camaiden os dados citogenéticos
disponiveis, que indicam um 2n = 24 (NF = 48) naone das espécies cariotipadas,
com NOR e constricbes secundarias (CS) localizadaspar 11. Entretanto, em
Phyllodytesedelmoie Argentohyla siemersi pederserissas regides localizam-se nos
pares 2 e 5, respectivamente. Blocos heterocromsatioram associados as CS
adicionais (sitios frageis) er@steocephalysmas ndo emrlrachycephalus Dados
citogenéticos nos génerdgyctimantise Tepuihyla assim como técnicas com maior
poder de resolucéo e estudos mais inclusivos, eéesearios para compreender melhor

a evolucado cromossdmica da tribo.

A tribo Dendropsophini atualmente agrupa o0s géneBotax Pseudis
Scarthyla SphaenorhynchysXenohyla e Dendropsophus Os dados citogenéticos
registrados em todos os géneros revelaram umadeledi@ersidade cariotipica com
grandes varia¢cdes nos numeros dipléides (2n = 23aarthyla 2n = 24 enScinaxe
Xenohyla 2n = 24, 24 +1-2B e 26 e8phaenorhynchy2n = 24 e 28 erRseudise, 2n
= 30 emDendropsophys O 2n = 24 observado ek truncataindica que o 2n = 30
constitui uma sinapomorfia do géndédendropsophusA localizacdo das NOR no par 7
€ uma caracteristica compartilhada por espéciesgédosrosScarthyla Xenohyla
Pseudise Sphaenorhynchusom algumas excec¢des nos dois ultim@scéarayae S
carneu$. Entretanto, o génerendropsophugxibe uma interessante diversidade em
relacdo a numero e localizacdo das NOR. Por ouadp,| a distribuicdo de
heterocromatina apresentou padrdes variaveiscplamtmente génerBseudis Embora
exista uma excepcional variacdo cromossomica Igesp®, a informacdo fragmentaria
em alguns géneros dificulta a formulacédo de higdteonsistentes sobre o papel dos

cromossomos na evolugéo do grupo.
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ABSTRACT

Although there exists a large variety of chromosomsamplements in
Leptodactylidae (2n = 18 to 2n = 26) and Hylidae € 20 to 2n = 32), the high
fragmentation of data limits the access to the rmfdion about the origins and
underlying mechanisms of its diversity. This, prolga had influence on the use of
cytogenetic data on the characterization of spestasus more than been widely
included in phylogenetic analyses. This work apphhes, through cytogenetic data,
some evolutionary aspects of three maior groupanofans widely distributed in the

Neotropical region.

The genud_eptodactyluss clustered withtHydrolaetare, Paratelmatobiuand
Scythrophrysn the family Leptodactylidae. The chromosomalkggiound in the genus
indicates variation of the diploid numbers from=248 to 2n = 26, as well as, variation
on the fundamental numbers (number of autosomisafN) and on the position of
Nucleolus Organizer Regions (NOR). Results of thmalysis of 26 species of
Leptodactylus using several techniques, probably represents niost inclusive
cytogenetic analyses on the gerieptodactylusuntil now and its results provides
appropriate bases to establish consistent reldips®f chromosomal evolution on the

genusLeptodactylus

Actually the Lophyiohylini tribe cluster 81 specigstributed in 10 genera. The
cytogenetic information is scarce and restrict mdydl2 species. In the present study,
are presented, comparatively, cytogenetic data pécies from Argenteohyla
Itapotihyla, Phyllodytes Trachycephalusand Osteocephalugenera. With exception of

O. buckleyi(2n = 26; NF = 50) an®. edelmoi(2n = 22; NF = 44), the results indicate
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that all the others analyzed species coincide witogenetic data available, that
indicates 2n = 24 (NF = 48) on the majority of kagped species, with NOR and
secondary constrictions (SC) located on the 11 pwever, inPhyllodytesedelmoi
and Argentohyla siemersi pederserthese regions are located on pairs 2 and 5,
respectively. Heterochromatic blocks were assogitdeadditional SC (fragile sites) in
Osteocephalysbut not inTrachycephalusCytogenetic data on thdyctimantisand
Tepuihylagenera, techniques with techniques with higherluéism and more inclusive

studies are necessary to better comprehend thenosomal evolution of the tribe.

The Dendropsophini tribe actually clusters tBeinax Pseudis Scarthyla
SphaenorhynchysXenohylaand Dendropsophuggenera. The registered cytogenetic
data of all the genera revealed high karyotype rditye with great variation on the
diploid numbers (2n = 22 iBcarthyla 2n = 24 inScinaxand Xenohyla2n = 24, 24 +1-
2B e 26 in Sphaenorhynchys2n = 24 and 28 inPseudis and, 2n = 30 in
Dendropsophus The 2n=24 observed . truncataindicates that 2n=30 constitute a
synapomorphy of th®endropsophugienus. The NOR localization on the pair 7 is a
characteristic shared by speciesSaiarthyla Xenohyla Pseudisand Sphenorhynchus
with some exceptions in the last two gend?acarayaandS. carneu$. However, the
Dendropsophugienus displays an interesting diversity relatedhi® number and its
localization. On the other hand, the heterochramdistribution presented standard
variables, particularly on gendseudis Although there is an exceptional chromosome
variation in this group, fragmentary information some genera made difficult to

formulate consistent hypotheses about the rolehadmmosomes in the evolution of the

group.
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INTRODUCAO GERAL

As espécies apresentam geralmente apenas um p@rioti seja, numero e
forma de cromossomos. A estabilidade do cariétipn eada espécie pode,
eventualmente, ser utilizada para identificacAmnérica, apesar de que espécies
diferentes podem apresentar cariétipos semelhaf@esestudo comparativo dos
cariétipos de diferentes espécies é util ndo sa paclarecer problemas de ordem
sistematica, como também auxiliar o conheciment® m@canismos cromossémicos
evolutivos, que se desenvolvem durante a especigudie alteracdes cariotipicas

comumente acompanham a evolucéo de uma espécig a83).

Numero, forma e tamanho dos cromossomos sdo fatpuescaracterizam as
espécies e paralelamente modificam-se durante amiia evolutiva. Analises
citogenéticas extensivas, utilizando um grande mame#e espécies e géneros,
representam uma fonte de dados de importante addicha compreensao da historia
evolutiva dos anuros (Bogart & Wasseman, 1972; Btaiehi, 1973; Batistiet al.,

1975; Rasottet al, 1987; King, 1990; Bogart, 1991, Hillis, 1991).

Até algumas décadas atras, acreditava-se que @ipgardos anuros era muito
estavel e que cada familia possuia tipicamenteariatipo muito similar (Barrio & De
Chieri, 1971; Morescalchi, 1973). O atual acimudinformacdes ndo € compativel
com tais teorias e revela que estes taxons castittm grupo excelente para pesquisa
de diversos aspectos da mutagdo cromossomica (B4§@B; Bogart & Hedges, 1995;
Hanada, 2002; King, 1980; Kuramoto, 1990; Mahetyal, 1992; Northlancet al,
1990; Lourencet al, 1999; Odiern&t al, 2000; Schmidet al, 1988a-b; Supaprom &

Baimai, 2002).

As primeiras pesquisas citogenéticas em anfibioanforealizadas apenas



empregando técnicas de coloracdo convencional, endgimero e a morfologia
cromossdmica, assim como também o numero e a Zacabh das constricdes
secundarias foram os principais critérios de a@il®chmid, 1980). Posteriormente,
com o advento das técnicas de bandeamento cromigssofoi possivel realizar
estudos mais detalhados a respeito das relacGetdgaas inter-especificas, além de

proporcionar informacgdes precisas sobre a subastratomossémica (Schmid, 1982).

Em anfibios, tais técnicas revelam uma extensasidade na quantidade, tipos
e distribuicdo da heterocromatina, nas regifesniargdoras de nucléolos (NORS) e
outras estruturas cromossdmicas (Green & Sessl®®d,, 2007). O método habitual
para localizar todas as regides heterocromaticas cesmossomos metafasicos
(independentemente de seu conteudo de A-T ou C-#&j)éénica de Bandeamento C
(Bostock & Sumner, 1978; Sumner, 1972). A mesmafopregada para analisar um
namero relativamente alto de espécies de anurosus mesultados indicam um
importante grau de variacdo interespecifica em agupe entidades proximas
taxonomicamente (King, 1990). As técnicas com fhieaomos DNA-base especificos
mostram padrdes de Bandas tipo C (Schmid, 198X s#pdestas técnicas terem sido
amplamente usadas num vasto numero de espéciesudss,agerando importantes
informacdes na determinacéo de diferencas intetr&especificas, as mesmas tém-se

mostrado ineficazes na determinacgao real das hgmasleromossomicas.

Os fluorocromos DNA-base especificos produzem tmh@dasversas ao longo
dos cromossomos metafasicos e tém sido amplaméii|ados na caracterizagcao
cariotipica dos vertebrados superiores. Embora ertebrados inferiores (peixes e
anfibios) estas técnicas nédo sejam de ampla afticas estudos até agora realizados
indicam diferencas notaveis com respeito ao obdernam vertebrados superiores
(Schmid, 1982) e com certeza tais técnicas serapatele utilidade para o estudo de

2



grupos de espécies proximas filogeneticamente. mpaoacdo entre as bandas C e os
bandeamentos com fluorocromos permitem estabelat®sm da distribuicdo exata, a

composicao quimica de tais bandas (Schmid, 1982).

As NORs sdo uma dos caracteres mais 6bvios preseote cromossomos
metafasicos dos anfibios. Nao apenas sédo grandesmanho, mas exibem também um
enorme grau de variacdo estrutural (King, 1990). i8enero e posi¢cdo sdo usualmente
caracteristicos de espécies e populactes, alérardedes interindividuais observadas
em populagbes de diversos organismos. As técnieasalbracdo com AgNO3
(Goodpasture & Bloom, 1975; Howell & Black, 198@nto meio para determinar a
localizacdo das NOR ativas tém sido amplamentézadihs em anfibios e sua
especificidade foi resaltada por Schmid (1982).i@wa sua reacdo com proteinas ndo
histénicas ricas em grupos sulfidrilo e disulfuagprata une-se ao rRNA recentemente
transcrito (Varley & Morgan, 1978; Buys & Osing®80), existindo evidéncia clara de
que pode-se ligar também a outros sitios cromoss@mem anfibios. Nardet al,
(1978), combinando técnicas de coloracdo com pratélS demonstraram que em
cromossomos metafasicos dissotriton vulgaris(Urodela) a prata unia-se tanto aos
organizadores nucleolares como a outras regidesameossomo que hibridizaram com
cistrons de rRNA 5S e a outras de funcédo descatdnetanto os estudos de HIS como
os de coloracdo com prata, mostraram uma elevadédéncia de heteromorfismos no
tamanho das NORs (King, 1990; Schmid, 1982). EmrAnas analises de NORs
usando coloracdo com nitrato de prata (AgNO3) racstn que a maioria das espécies,
tanto em familias primitivas como derivadas, posssemente um par de NORs em
seus cariotipos dipldides (Lourenebal., 1998; Mahony & Robinson, 1986; Schmid,
1982). Kinget al (1990) sugerem que a presenca de um so par de N&Rcariotipos

diploides representaria uma condicdo ancestral emrad considerando os pares



cromossOmicos portadores de NOR multiplos como i¢éed derivadas. A origem
evolutiva de NORs multiplas em Anura provavelmeeterolve eventos tais como
inversdes, translocacdes, transposicao por eles@@néticos moveis, amplificaces
de cistrons tipo “orphan” de rDNA ou erros de ig&er durante amplificacfes
extracromossOmicas de cistrons ribosomais (Witegl, 1989; Kinget al, 1990; Foote

et al, 1991; Schmiet al, 1995, 1986; Lourenget al, 1998; 2000).

Embora exista uma grande diversidade de complemeartomossomicos em
Leptodactylidae (de 9 até 13 pares de cromossomdsylidae (de 10 ate 16 pares
cromossomicos) (Campeas al., 2009; Green & Sessions, 1991, 2007; Louresicd.,
2008), pouco se conhece sobre a origem e 0s mpeulisesponsaveis desta
diversidade. Este tipo de inferéncia, como em rsudatros grupos de anuros, Sao
dificultadas pela falta de evidéncias claras sohrehomologia entre os pares
cromossOmicos das distintas espécies analisaddéispmoe praticamente impossibilita
estabelecer quais sdo os cromossomos envolvidosams$ormacdes numéricas e nos
rearranjos cromossomicos (Dobigetyal, 2004). Esta incerteza tem determinado que o
conhecimento da evolucgéo cariotipica em anurosezal gsteja centrado muito mais na

diversidade cariotipica do que nos mecanismos gezadia mesma.

Descricdes e analises cromossémicas detalhadaspretados no marco das
filogenias robustas disponiveis, permitem dar co@sainterpretacdes sobre a evolucéo
cromossOmica e estabelecer claramente hipoteses aolmesma. Portanto a questao
central a ser resolvida €: que eventos cromoss@nastiveram implicados na evolucéo
cromossOmica das familias Leptodactylidae (com @sapeénfase no Género
Leptodactylus e Hylidae (com especial énfase nas Tribos Lopfioh e
Dendropsophini)? E como estes eventos estao digtdb na estrutura filogenética de

cada grupo?
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OBJETIVOS

Capitulo |
Analisar a variacdo cariotipica entre as espéctegé&heroLeptodactyluse sugerir

afinidades filogenéticas intra- e intergenéricasebdas em dados cromossémicos.

Capitulo 1l
Analisar a variagdo cariotipica entre os génerosTdbo Lophiohylini e sugerir

afinidades filogenéticas intra- e intergenéricasebdas em dados cromossémicos.

Capitulo 111
Analisar a variacdo cariotipica entre os génerositilzo Dendropsophini e sugerir

afinidades filogenéticas intra- e intergenéricasebdas em dados cromossémicos.
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CAPITULO |

REVISAO CARIOLOGICA DO GENERO Leptodactylus

FITZINGER, 1826 (ANURA: LEPTODACTYLIDAE)
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RESUMO

Leptodactylu$2 um género muito diversificado de anuros neatespj agrupado junto
com o0s @énerosHydrolaetare, Paratelmatobiuse Scythrophrys na familia
Leptodactylidae, que ocorrem em grande parte daadgeotropical. Os antecedentes
cromossOmicos para este género indicam variac@aimeros dipldides de 18 pdra
linneatus 24 e 26 para as espeécies do antigo géAelenomerae Leptodactylus
silvanimbuse 22 para todas as outras espécies do subgémgtadactylusassim como
variagcbes nos numeros fundamentais e nas posi@edfRRéegides Organizadoras do
Nucléolo (NORs). Neste trabalho sdo analisadosgeiteticamente mais de 150
espécimes de 26 espécies ldeptodactylusda Argentina e do Brasil. As analises
cariologicas foram realizadas empregando técnicas cdloracdo convencional,
bandeamento C, impregnacdo com AgNGluorocromos (CMA3 e DAPI) e
hibridizacdoin situ com sondas de telémeros e de rDNA 18S. Este apptesenta a
analise citogenética mais inclusiva realizada neeg#leptodactylusaté o momento e
seus resultados constituem um marco para a prggaorsie hipéteses consistentes de

evolucdo cromossdmica na familia Leptodactylidae.

12



INTRODUCAO

Leptodactylu$ um género muito diversificado de anuros neateipj agrupado
junto com o0s géneroslydrolaetare Paratelmatobiuse Scythrophrysna familia
Leptodactylidae, que ocorre no extremo sul da cegiartico e em grande parte da
regido Neotropical (Frost, 2010; Gragital, 2006). Consiste atualmente de 88 espécies
reconhecidas, que encontram-se divididas em ddigésieros,Leptodactylus(que
comporta as espécies tradicionalmente alocadaséner@ eLithodytes(composto
pelas espécies dos antigos génekdenomerae Lithodyte$ (Frostet al, 2006). A
maioria das espécies do subgénkeptodactylussdo agrupadas, através de andlises
morfolégicas e ecoldgicas, em quatro grupos de cespémelanonotus ocellatus

pentadactylu® fuscus(Heyer, 1969; Maxson & Heyer, 1988).

Barbieri (1950) relata pela primeira vez dados riégfs a cromossomos e
espermatozoides no génet@ptodactylus descrevendo um numero cromossémico
diploide 2n = 22 enl. ocellatus L. chaquensisL. bufoniuse L. prognathus( = L.
latinasug. Posteriormente, Saez & Brum (1960) confirmamno=222 pard.. latrans
(como L ocellatu3. Estudos cromossémicos posteriores keeptodactylusindicam
variacbes nos numeros cromossoémicos (2n) de 18Lpéireeatus(Bogart, 1970), 24 e
26 para as espécies do antigo gématenomereae L. silvanimbus/Amaro-Ghilardi, et
al., 2006; Bogart, 1974; Campos et. al., 2009) & todas as outras espécies do
subgéneroLeptodactylus,assim como variacdbes nos numeros fundamentais e nas
posicdes das NORs (Amaro-Ghilardi, et al. 2006;aBed 968; Barrio & De Chieri,
1970; Bogart, 1970; 1974; Barrio, 1971; Denaro,2tHeyer & Diment, 1974 Silvat
al., 2004, 2006). O presente estudo representa sartdtiogenética mais abrangente
realizada no génerbeptodactylusaté o momento e seus resultados constituem um

marco para a proporsicdo de hipoteses consistelgtesvolucdo cromossdémica na
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familia Leptodactylidae.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram analisados citogenetotammais de 150 espécimes
de 26 espécies deeptodactylugda Argentina e do Brasil. No Apéndice 1 encontssEm-
dados detalhados relacionados ao numero de espainadisados em cada espécie,
assim como protocolo de tombamento, localidadeadlietac e sexo. Os cromossomos
metafasicos foram obtidos a partir de preparaciiegicas diretas de medula 6ssea,
epitélio duodenal e testiculos (Schmid, 1978). Bods espécimes foram pré-tratados
com colchicina 0,1% (0,2 ml por cada 10 g de pesegpécime) antes de serem mortos
por sobre-dosagem com anestésicos. As analiseslocgeas foram realizadas
empregando técnicas de coloracdo convencional ca@msa 5%, bandeamentos C
segundo Sumner (1972), impregnacao com AgNbwell & Black, 1980) coloracdo
sequencial com fluorocromos CMA3/DAPI segundo Schere& Ambros (1994); e
hibridizacaain situ com sondas de telomeros e de rDNA (88gas-Péquignot, 1992).
Os pares cromossomicos foram classificados em tamsadecrescentes segundo a
nomenclatura descrita por Levast al. (1964). A caracterizagdo morfométrica dos
cromossomos foi realizada considerando tamanhasivied e indices centroméricos
calculados em pelo menos 10 metafases completzeddeespécime analisado usando o
programa MicroMeasure versao 3.2 (Reeves & Ted@9)19s numeros fundamentais

(NF) foram calculados levando em consideracao ocenoitotal de bracos autossémicos.
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RESULTADOS

Sé&o apresentados caribtipos de 26 espécies doogEeptodactylus(24 do
subgénerd_eptodactyluse duas agrupadas drithodyte3, nove dos quais representam
dados inéditos. Além disso, apresentam-se dados eslpadrdes de bandeamento C de
19 espécies; 12 dos mesmos constituem dados dsiginsete correspondem a novas
populacdes analisadas com esta técnica. Da-sehaaara localizacdo das NORs de 21
espécies (12 inéditas), sendo algumas das mesmisamlas através de experimentos
de FISH com sonda 18S. Também sao apresentadasutados dos experimentos

com sondas teloméricas em trés espécies com desreonstituicdes cariotipicas.

SUBGENEROLEPTODACTYLUS

Grupo melanonotus

LeptodactyluseptodactyloidegAndersson, 1945)

Os espécimes analisados apresentaram um cariGhipposto por 11 pares
cromossomicos (NF = 36; Figura 1). Destes, os pares 5 e 6 apresentaram uma
morfologia metacéntrica, o par 8 submetacéntricapares 3 e 4 subtelocéntrica e
acrocéntrica nos pares 7, 9, 10 e 11 (Tabela par@ortador da NOR € o par 8 (Figura
1). A localizacéo do sinal fluorescente no bragmtodo par 8, observado nas analises
de FISH com sondas rDNA 18S, coincidem com as GQu& 1 e 2). O padrao de
Bandeamento C revela blocos de heterocromatinaanarian das regides centromeéricas
e distais; por outro lado, a NOR estd associadanabloco de heterocromatina
intersticial. Nos experimentos com sondas teloraérigpenas sinais terminais foram

observados em todos o0s cromossomos do complemerguryd 2).
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Figura 1. Leptodactylus leptodactyloide€ariotipos com coloracdo convencioregl Padrdo de Bandeamento

C (b); Em destaque a localizagcdo das NORs atravesSte¢ €édm sondas de DNAgs Barra = 10 pm.

Figura 2. Leptodactylus leptodactyloide&ISH
com sondas teloméricas (vermelho) e DNAr
(verde). Barra = 10um.
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Leptodactylus podicipinu€ope, 1862)
Os caridtipos de espécimes desta espécie apresan?a cromossomos (NF =
36; Figura 3). As analises morfométricas indicam m@®smas morfologias
cromossomicas que as descritaslereptodactyloidegTabela 1). Similarmente, o par
portador da NOR também esta localizado intersti@ate no braco longo do par 8
(Figura 3), e coincide com CS. Diferentemente, dra de bandeamento C obtido

nesta espécie nao apresenta heterocromatina atsaocs teldmeros.

Leptodactylus petersi{Steindachner, 1864)

A diferenca das espécies descritas anteriormerstecaniotipos obtidos em
espécimes desta espécie apresentaram um complencentposto apenas de
cromossomos de dois bragos (2n = 22, NF = 44; &iglx As caracteristicas
morfométricas dos mesmos encontram-se detalhada3abala 1. A NOR esta

localizada na regido intersticial do braco longo mir 8, e coincide com a CS

observada.

Leptodactylus pustulatyPeters, 1870)

Os espécimes analisados apresentaram um cariGipposto por 11 pares
cromossOomicos de dois bracos (2n = 22, NF = 44grki®); sendo metacéntricos os
pares 1, 2, 5-6 e 9-11, submetacéntricos os pagd3, & subtelocéntricos os pares 4 e 7
(Tabela 1). As NORs também estédo localizadas no8panas, diferentemente das
espécies aqui analisadas do grapglanonotusas mesmas localizam-se no braco curto,

o qual é corroborado nos experimentos de FISH coNADss (Figura 6a).
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Figura 3. Leptodactylugpodicipinus Cariétipos com coloracdo convencioral (Padrdo de Bandeamento
C (b); Em destaque a localizacéo das NORs atravésmregmacio com AgNOBarra = 10 pm.
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Figura 4. Leptodactylus petersitCariotipo com coloracédo convencional e localivagas NOR (destaque)
através de AgNO3. Barra = 10 um.
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Figura 5. Leptodactylus pustulatu€ariotipos com coloracdo convenciorgt Padrdo de Bandeamento C

(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravesgtegmacdo com AgNOBarra = 10 pum.

Figura 6. Leptodactylus pustulatus
(@) Fish com sondas de DNAEg
(b) coloracgo com CMAS3.
Barra = 10 pm.
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Associacdes das NORs foram comumente observadaghdas analisadas. O padrdo

de bandeamento C inclui pequenas marcacdes c@&ngriedomericas em quase todos 0s

pares cromossOmicos; a associacdo das NORs cowslteterocromaticos também é

observada nas amostras analisadas desta espéeimpf@go de fluorocromos base

especifico (DAPI/CMA3) permitiu apenas caracterizer bandas heterocromaticas

teloméricas como regides ricas em bases AT (Figuard).

Tabela 1 Analise biométrica dos cromossomos das espéeociggderoleptodactylus
SUBGENEROLeptodactylusGRUPOmelanonotusncluidas no presente trabalho. CR
= comprimento porcentual relativo; IC = indice eentérico; Tipo: m = metacéntrico,
sm = submetacéntrico, st: subtelocéntrico, t =ctattrico; * = par portador da NOR.

ESPECIE PAR CROMOSSOMICO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
L. leptodactyloides CR 174 12z 11.€ 10.% 10 8.€ 7.€ 74 52 4§ 4.2
IC 03¢ 037 02z 02t 04 0.4¢ 0 0.31 0 0 0
Tipo m m st st m m t sm* t t t
L. podicipinus CR 16.€ 13.7 11 11 9.7 8.€ 7.€ 75 523 47 3.¢
IC 04: 03¢ 02: 022 04 047 0 0.2 0 0 0
Tipo m m st st m m t sm* t t t
L. petersii CR 191 12.¢€ 10 10z 9.z 8.2 7.€ 74 6L 44 4.1
IC 03¢ 03¢ 04z 02¢ 04z 04 02¢ 04z 04 047 0.4¢
Tipo sm m m st m m sm m* m m m
L. pustulatus CR 18.¢ 1357 11t 104 9. 8.¢ 7.6 5 4¢ 4Ft 4
IC 03¢ 03¢ 03z 02¢£ 04z 04z 02¢ 03t 05 03 0.4«
Tipo m m sm st m m st sm* m m m
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Grupo ocellatus

Leptodactylus chaquensizei, 1950

Os espécimes analisados apresentaram um cariGipposto por 11 pares
cromossomicos com dois bracos (NF = 44; FiguraAg).analises morfométricas
revelaram os pares 1, 5-6, 8 e 10-11 com morfologtacéntrica, os pares 2-3, 7 € 9
submetacéntrica, e o par 4 subtelocéntrica (Taé)el@ par portador da NOR é o par 8
(Figura 1). A localizacao do sinal fluorescentebnaco curto do par 8, obtido mediante
analises de FISH com sondas ribossémicas 18S,ideinom as CS distais observadas
em algumas ceélulas (Figura 7b). O padrdao de baretganC indica regides ricas em
heterocromatina em todos os centrébmeros e marstssdapenas em alguns pares. Por
outro lado, a técnica também revelou um interesspatirdo de marcas intersticiais,
sendo observados blocos nos bracos curtos dos38resll e no braco longo do par 8

(Figura 7Db).

Leptodactylus latran§Steffen, 1815)

Os caridtipos de espécimes desta espécie apresana cromossomos (NF =
44; Figura 8). As analises morfométricas indicarandes semelhancas morfologicas
com os resultados obtidos émchaquensisda qual se diferenca apenas na morfologia
do par 2, metacéntrico neste caso (Tabela 2). @géador da NOR também apresenta
uma localizacdo distal no braco curto do par 8 Ufig8). Dificiimente CS foram
visualizadas neste par. Associacdo entre as NORsmfeomumente observadas nas

células mitoticas analisadas. O bandeamento Cawvahrcas intersticiais na maioria
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dos centrébmeros do complemento. Entretanto, o ruogcromossomos portadores de

marcas intersticiais e distais € menor em relagadahaquensis
Leptodactylus macrosternultiranda-Ribeiro, 1926

Os espécimes analisados apresentaram um cariGipposto por 11 pares
cromossomicos com dois bragos (2n = 22, NF = 4gyri 9), sendo metacéntricos os
pares 1, 5-6 e 9-10, submetacéntricos os pares32e311, e subtelocéntrico o par 4
(Tabela 2). As NORs também estao localizadas naaetjstal no braco curto do par 8.
Experimentos de FISH com sonda DN#& confirmam os resultados obtidos pela
técnica da impregnacao com AgBIQ\ presenca de CS associadas as NORs nao foi
observada nas células analisadas. O padréo de dmaed® C apresentou regides
heterocromaticas associadas a todos os centrOraar@cacdes escassas nas regioes
distais. Entretanto, as caracteristicas mais couapi reveladas pela técnica de
bandeamento sdo as marcas intersticiais, as (gtars presentes nos bracos curtos dos

pares 4-5 e 6-11 e no braco longo dos pares 8i¢0réF9Db).

Tabela 2 Andlise biométrica dos cromossomos das espéciegderoLeptodactylus
SUBGENEROLeptodactylusGRUPO ocellatusincluidas no presente trabalho. CR =
comprimento porcentual relativo; IC = indice centésico; Tipo: m = metacéntrico, sm
= submetacéntrico, st = subtelocéntrico, t = teltéo; * = par portador da NOR.

ESPECIE PAR CROMOSSOMICO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
L.chaquensis CR 16.2 13.z 10.7 10.€ 9. 9 8.2 6 6.2 5 4.
IC 0t 037 03z 0.2¢£ 04: 047 0.3t 0.4¢ 0.31 0.4¢ 0k
Tipo m sm sm st m m sm m* sm m m

L. latrans CR 17.4 13 11.: 102 9¢ 9.2 8 5% 56€ 4¢ 4:
IC 0.4¢ 0.3¢ 0.2¢ 0.1& 0.4z 047 0.2 047 031 047 0.3¢
Tipo m m sm st m m sm m* sm m m

L. macrosternum CR  15.¢ 12 10.& 10.7 1C 9.2 8¢ 6 5 5¢€ 4¢
IC 0.47 0.3¢ 0.31 0.1¢ 0.4¢ 0.4¢ 0.2 047 0.4&¢ 0.4€ 0.37
Tipo m sm sm st m m sm m* m m sm
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Figura 7. LeptodactyluxhaquensisCariétipos com coloragéo convencioral Padrao de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravesSte €dm sondas de DNAgs Barra = 10 pum.
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Figura 8. Leptodactyludatrans Cari6tipos com coloracdo convenciona); (Padrdao de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs através geegmacdo com AgNO Barra = 10 pum.



x5

aﬁ( N (B[R TR -ﬂ:.

' Q L & 1'
b . ‘ “! ‘a- 5 . .i el . ‘ r s & > &
T ¥8 i - ’ 'y 4 s §% 3L ¢

, ;3 - ;3 T§F %°¥ N
1 F % B a . ' 8 Al 11

Figura 9. Leptodactylus macrosternum Cariotipos com coloracdo convenciona); ( Padrao de

Bandeamento Cbj; Em destaque a localizacdo das NORs através peegmacdo com AgNQOe FISH
com sondas de DNAgs Barra = 10 um.
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Grupo pentadactylus

Leptodactylus laticepBoulenger, 1918

Os espécimes analisados apresentaram um complen@ntaossémico
composto por 11 pares cromossémicos (NF = 44; &id0). Analises morfométricas
caracterizam como metacéntricos os pares 1-2, 9-&l submetacéntricos os pares 3
e 8, e como subtelocéntricos os pares 4 e 7 (T&heFdSH com sonda DNAgs, assim
como impregnacdo com AgNQindicam que as NORs se localizam na regido
intersticial do braco curto do par 2. CS associadastas regides foram observadas na
maioria das células analisadas (Figura 10). O padedbandeamento C se caracteriza
por marcacdes em todas as regides centroméricasagdas distais nos bracos longos
dos pares 1-4, 6-7 e 10, e nos bracos curtos des Ba5-6, 8 e 11, sendo este ultimo
braco completamente heterocromatico; marcacoessiitiais ténues observaram-se no
braco curto dos pares 1 e 3, e no braco longo d&jpénalmente, as NORs estdo

associadas a um bloco de heterocromatina periceética (Figura 10b).

Leptodactylus syphaBokermann, 1969

O cariotipo observado nesta espécie apresenta2zZn(NF = 44; Figura 11). A
morfologia metacéntrica do par 8 representa a (gifeaenca em relacaola laticeps
(Tabela 3). As NORs também foram observadas encgmsntersticial no braco curto
do par 2 (Figura 11). A técnica do bandeamentov€loe um interessante padrao, onde
marcacfes intersticias e centroméricas foram ohdasyr em todos os pares
cromossomicos; adicionalmente, os bracos curtospdoss 10 e 11 apresentaram-se
integralmente heterocromaticos. A coloracdo cororfloromos revela apenas que as

NORs sdéo regides ricas em bases CG (Figura 12).eMpsrimentos de FISH com
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sondas teloméricas, sinais unicamente distais fowbservados em todos os

cromossomos do cariétipo (Figura 13).

Leptodactylus labyrinthicuSpix, 1824)

O complemento cromossdmico desta espécie apredent®22 (NF= 44; Figura
14). As caracteristicas morfométricas apresentampaes 1, 6 e 9-10 como
metacéntricos, submetacéntricos os pares 2, 5, 14,ee os pares 3 e 4 como
subtelocéntricos (Tabela 3). A regido distal da;breurto do par 8 comporta as CS e a
NOR. AssociacOes entre elas foram observados fnégfilente nas células analisadas.
O bandeamento C revela regides heterocromaticaedoa os centrdbmeros e em alguns
telomeros. Adicionalmente, as NORs apresentam-seociaslas a um bloco

heterocromaético.

Leptodactylus knudsehieyer, 1972
Os espécimes analisados apresentaram cariétipo ostonpor 11 pares
cromossOmicos (NF = 44; Figura 15). Analises modtinas caracterizam como
metacéntricos os pares 1, 5-6 e 9-10, submetap@ntas pares 2, 7-8 e 11, e como

subtelocéntricos os pares 3 e 4 (Tabela 3).
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Figura 10. Leptodactylus laticepsCariotipos com coloragédo convencioral, Padrdo de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravésSte €édm sondas de DNAgs Barra = 10 pum.
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Figura 11. Leptodactylus syphaxCari6tipos com coloracdo convenciona); Padrédo de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs através mlegmacado com AgNOBarra = 10 um.



Figura 12. Padrdo de coloracdo com os fluorocromos DAPI (@MA3 (b) em
Leptodactylus syphax As regides indicadas pelas setas junto as NORs
demonstram que séo ricas em pares de bases C&spiisapagadas em DAPI e
brilhantes em CMA3. Barra = 10 um.

Figura 13. Leptodactylusyphax
FISH com sondas telomérica
(vermelho). Barra = 10 um
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Leptodactylus paraensideyer, 2005

Os cariotipos observados nos espécimes analispdeseataram 2n=24 (NF =
44; Figura 16). Os pares cromossdmicos nesta espmiesentaram morfologia
metacéntrica nos pares 1, 5-6 e 8-10, submetac&mios pares 2 e 11, e subtelocéntrica
nos pares 3-4 e 7 (Tabela 3). As NORs e as CS folm@rvadas em posicao distal no

braco curto do par 8 (Figura 16).

Leptodactylus pentadactylfsaurenti, 1768)

Os espécimes analisados apresentaram complememmssOmico composto
por 11 pares cromossomicos (NF = 44; Figura 17)4lides morfométricas
caracterizam como metacéntricos os pares 1, B &1, submetacéntricos os pares 2,
7 e 11, e como subtelocéntricos os pares 3 e 4eldal). As CS e as NORs
localizaram-se na regido distal do braco curto do & Dados sobre os padrdes de
bandeamento C nas populacbes analisadas no presattalho permanecem

desconhecidos.

Leptodactylus rhodomyst@oulenger, 1884

Os caribtipos observados nos espécimes analisgteseataram 11 pares de
cromossomos de dois bragcos (NF = 44; Figura 18jjudos os pares 1, 5-6, 8 e 10-11
sado metacéntricos, os pares 2, 7 e 9 submetac®tdacos pares 3 e 4 apresentaram
morfologia subtelocéntrica. A técnica da impregoagér AgNO3 indicou que as
NORs se localizam na regidao distal do braco longgar 3. CS associadas a estas
regides foram observadas na maioria das céluldsaaas (Figura 18). O padrdo de
bandeamento C revelou apenas marcas distais no lmrago do par 1, no brago curto

do par 8 e na regido centromeérica do par 10 (Fif)8bg.
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Figura 14. Leptodactylus labyrinthicugCariétipo com coloracdo convencional. Barra 31hf)
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Figura 15. Leptodactylus knudsertCariotipo com coloracdo convencional. Barra 1
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Figura 16. Leptodactylus paraensisCariétipo com coloracdo convencional e localipagihs NOR
(destaque). Barra = 10 pum.
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Figura 17. Leptodactylus pentadactylu€aridtipo com coloracdo convencional e localipagas NOR
(destaque). Barra =10 pm.
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Figura 18. Leptodactylus rhodomystaxCariétipos com coloragdo convencionda); ( Padrdo de
Bandeamento (bj; Em destaque a localizacdo das NORs através plegmacao com AgNOBarra = 10
pHm.



Tabela 3 Andlise biométrica dos cromossomos das espéciegderoLeptodactylus
SUBGENEROLeptodactylussSRUPOpentadactylusncluidas no presente trabalho. CR
= comprimento porcentual relativo; IC = indice eentérico; Tipo: m = metacéntrico,
sm = submetacéntrico, st = subtelocéntrico, tectgitrico; * = par portador da NOR.

ESPECIE PAR CROMOSSOMICO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
L. laticeps CR 17z 12¢& 12.¢ 102 102 9 8 57 52z 4€ 3E
IC 0.4¢ 0.4t 0.3t 0.21 0.4z 0.4€ 0.2¢ 0.3 0.4¢ 0.4€ 0.4¢c
Tipo m m*  sm st m m st sm m m m
L. syphax CR 18 141 131 9¢& 97 8.7 8 5& 47 4%t 3€
IC 0.4¢ 0.4: 0.37 0.1¢ 0.4z 0.4& 0.2z 04z 04 041 0.4«
Tipo m m*  sm st m m st m m m m

L. labyrinthicus  CR 18 13.€ 12.¢ 10¢ 9.& 9.¢€ 7 5 4C 45 4:
IC 0.4¢ 0.31 0.27 0.21 0.37 047 0.2 044 0.4¢ 04z 0.37
Tipo m sm st st sm m sm m* m m sm

L. knudseni CR 19t 132z 11¢ 107 1 87 7¢ 51 5& 41 3¢
IC 0.4¢ 0.3z 0.27 0.2z 0.4: 0.41 03¢ 0.3t 0.4 0.4&¢ 0.3¢
Tipo m sm st st m m sm sm* m m sm

L. paraensis CR 16.¢ 14.¢ 13.< 11 1C 87 7.9 47 4€ 4z 41
IC 0.4 0.3¢ 0.2¢ 0.1¢ 0.41 0.4 0.2¢ 047 0.4t 0.4t 0.34
Tipo m sm st st m m st m* m m sm

L. pentadactylus CR 16.¢ 13.1 12.f 107 10z 94 7t 51 54 47 4¢€
IC 0.4€ 0.3¢ 0.27 0.1¢ 0.4t 0.4z 03: 04 044 037 0.k
Tipo m sm st st m m sm m* m sm m

L.rhodomystax CR 18.6 13.f 12 11.z 104 8€ 7.7 4€ 44 4: 4z
IC 0.4t 037 0.2y 0.2 044 0L 0.2¢ 047 03¢ 047 0.3¢
Tipo m sm  st* st m m sm m sm m m
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Grupo fuscus

Leptodactylus bufoniuBoulenger, 1894

Os espécimes analisados apresentaram complememmssOmico composto
por 11 pares cromossomicos (NF = 44; Figura 19). aiglises morfométricas
caracterizam como metacéntricos os pares 1-2, B-&l submetacéntricos os pares 3
e 7, e como subtelocéntrico o par 4 (Tabela 4 HFI8m sonda DNAgs assim como
impregnacdo com AgNg&ndicaram que as NORs se localizam na regidosiitel do
braco longo do par 8. CS associadas a estas refgi@s observadas na maioria das
células analisadas (Figura 19). O padrao de barelgar® se compde de marcacdes em
todas as regibes centroméricas; marcacoes distaisticiais no braco curto dos pares

1-8 e 10, e no braco longo dos pares 2-9 (Figuiod 19

Leptodactylus elenddeyer, 1978

Os caridtipos observados nos espécimes analisaba dspécie apresentaram
11 pares de cromossomos bibraqueados (2n = 22, NH;=Figura 20) sendo
metacéntricos os pares 1, 3-4, 6, 8 e 10-11, e stapéntricos os pares 2, 5, 7 e 9
(Tabela 4). CS e NORs foram observadas na regiérsiitial do braco longo do par 8.
A técnica do bandeamento C revelou marcacdes eos togl centrdmeros, nas regides
pericentroméricas dos pares 1, 4 e 7-8, em posiicdal no braco longo do par 3, e no

bracgo curto do par 11 que se mostrou inteiramegtrdcromatico (Figura 20b).

33



a“ IR R T T

4 8 11

}‘« !3 8! 1 ir as % R

4 8

e .t
L

1Y

11

Figura 19. Leptodactylus bufoniug€ariétipos com coloracdo convenciorgt Padrao de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravésSte €édm sondas de DNAgs Barra = 10 pum.
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Figura 20. Leptodactylus elenaeCariétipos com coloracdo convenciona); (Padrdo de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs através mlegmacado com AgNOBarra = 10 um.



Leptodactylus furnariuSazima & Bokermann, 1978

Os espécimes analisados apresentaram complenrem@ssOémico composto
por 11 pares cromossémicos (NF = 44; Figura 21)alises morfométricas
caracterizam como metacéntricos os pares 1-28%6 11, submetacéntricos os pares
3, 7 e 10, e como subtelocéntrico o par 4 (Tabgel&gl CS e as NORs localizaram-se
na regiao intersticial do braco longo do par 8. &hdeamento C revela regibes
heterocrométicas em todos os centrébmeros, nos éed@naos bracos curtos dos pares 1
e 3. Adicionalmente, o braco curto do par 4 apresese completamente

heterocromatico (Figura 21b).

Leptodactylus fuscuschneider, 1799)

Os cariétipos dos espécimes analisados apresenfaran®2; NF = 44 (Figura
22). Nestes os pares 1, 5-6, 8 e 10-11 sdo met@moSntos pares 2-3, 7 e 9
submetacéntricos, e o par 4 subtelocéntrico (Tad)elds NORs e as CS se localizaram
na regiao intersticial do brago longo do par 8 (Fag22). O padrdo de bandeamento C
se compde de marcacdes em todas as regides centasreéum bloco heterocromatico

pericentromérico associados as NORs (Figura 22b).

Leptodactylus graciligDumeéril & Bibron, 1840)

Os espécimes analisados exibem cariGtipo composto2@ cromossomos
bibraqueados (Figura 23), dos quais os pares 172 9-11 sdo metacéntricos, 0s pares

3 e 8 submetacéntricos e o par 4 subtelocéntriabeglad 4). A regido intersticial
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Figura 21. Leptodactylus furnariusCariétipos com coloracéo convenciorgl Padrédo de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravésmtegmacado com AgNOBarra = 10 pum.
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Figura 22. Leptodactylus fuscugCariotipos com coloracdo convenciona); (Padrédo de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravésmtegmacdo com AgNOBarra = 10 pum.



do braco longo do par 8 comporta as CS e a NORchida do bandeamento C revelou

marcas nas regides centroméricas de todos osg@amessoémicos (Figura 23b).

Leptodactylus latinasuiiménez de la Espada, 1875

Os espécimes analisados apresentaram caridtipo ostonpor 11 pares
cromossomicos bibragueados (NF = 44; Figura 243tede os pares 1, 6 e 9-10
possuem morfologia metacéntrica, os pares 2-31¥ submetacéntrica, os pares 4 e 5
subtelocéntrica, e o par 8 acrocéntrica (Tabel&d 4harcacdo obtida através da técnica
de impregnacdo com AgNCcoincide com as CS, localizando as NORs na regido
pericentromérica do par 8. O padrdo de bandeaméntevelou regides ricas em

heterocromatina em todos os centrémeros (Figura 24b

Leptodactylus mystace(Spix, 1824)

Os caridtipos de espécimes desta espécie apresana cromossomos (NF =
44; Figura 25). As analises morfométricas indicame s pares 1-2, 5-6, 8 e 11 sdo
metacéntricos, os pares 3, 7 e 9-10 submetacésteco par 4 subtelocéntrico (Tabela
4). O par portador da NOR, coincidentemente cor@@sapresentou uma localizacéo
intersticial no braco longo do par 8. Marcacbesé8nforam observadas em todas as
regibes centroméricas. Adicionalmente, as NORsoestdsociadas a um bloco

heterocromatico (Figura 25b).
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Figura 23. Leptodactylus gracilisCari6tipos com coloragdo convencioral, Padréo de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravésmlegmacao com AgN$OBarra = 10 um.
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Figura 24. Leptodactylus latinasu€ariétipos com coloracao convenciorat Padrédo de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravésmlegmacao com AgN$OBarra = 10 um.



Leptodactylus mystacingBurmeister, 1861)

O complemento cromossdmico observado apresenteuZn(NF = 44; Figura
26). As medidas cromossOmicas indicam que os fafes$ e 9-11 possuem morfologia
metacéntrica, os pares 2-3 e 8 submetacéntricapares 4 e 7 subtelocéntrica (Tabela
4). As NORs e as CS neste caso se localizaramgréordistal do braco curto do par 4.
Experimentos de FISH com sonda rDNA 18S confirmateseresultados. O padrdo de
distribuicdo de heterocromatina incluiu marcagtes centromeros de todos os pares,
assim como em algumas regides teloméricas; dedestacam-se as marcacdes

conspicuas no braco curto do par 1 (Figura 26b).

Leptodactylus plaumanwihl, 1936

Os espécimes analisados apresentaram caridtipopostos de 22 pares de
cromossomos de dois bracos (NF = 44; Figura 273lises morfométricas dos mesmos
caracterizam como metacéntricos os pares 1, & B-@1, submetacéntricos os pares 2
e 7, e subtelocéntrico o par 4 (Tabela 4). A técrda impregnacdo com AgNO
posiciona as NORs no braco longo do par 8, coindmicom as CS. O bandeamento C

revela marcacdes ténues em todos os centromemsdF7b)

Leptodactylus troglodytdsutz, 1926

O cariétipo desta espécie apresentou 11 paresateossomos bibragueados
(NF= 44; Figura 28), destes, sete pares sdo metmodn(1-2, 6 e 8-11), trés sao
submetacéntricos (3-4 e 7) e o par 5 é subtelacér(ffabela 4). As NORs e o0 padrdo

de bandeamento C permanecem desconhecidos nestéeesp
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Figura 25. Leptodactylus mystaceuSariétipos com coloracdo convenciorgt Padrdo de Bandeamento
C (b); Em destaque a localizacdo das NORs atravésplegmacdo com AgN$OBarra = 10 um.
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Figura 26. Leptodactylus mystacinu€ariotipos com coloragdo convencioragt Padrdo de Bandeamento
C (b); Em destaque a localizacdo das NORs através3te €dm sondas de DNAgs Barra = 10 pm.
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Figura 27. Leptodactylugplaumann. Cariétipos com coloracdo convenciorgt Padrao de Bandeamet
C (b); Em destaque a localizacdo (NORs através de impregnacao com AgNBarra = 10 pun
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Figura 28. Leptodactylugroglodyte:. Cariotipos com coloragdo convencional. Barra = &C




Tabela 4 Analise biométrica dos cromossomos das espéeciggderoleptodactylus
SUBGENERO LeptodactylusGRUPO fuscusincluidas no presente trabalho. CR
comprimento porcentual relativo; IC = indice centésico; Tipo: m = metacéntrico, sm
= submetacéntrico, st = subtelocéntrico, t = teltriéo; * = par portador da NOR.

ESPECIE PAR CROMOSSOMICO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

-

. bufonius CR 176 13 106 104 109 96 78 59 58 48 36
IC 049 04 035 0.23 042 0.42 029 045 043 0.9642
Tipo m m sm st m m sm m* m m m
L. elenae CR 179 12 129 97 99 9 85 56 52 47 46
IC 0.48 0.27 039 044 0.27 049 0.31 041 03140042
Tipo m sm m m sm m sm m* sm m m
L. furnarius CR 179 146 11 114 98 84 76 56 48 4.7 42
IC 0.44 041 035 0.17 0.46 0.48 0.33 0.38 0.4910.8.42
Tipo m m sm st m m sm m* m sm m
L. fuscus CR 154 131 109 10.2 104 98 78 7.8 51 51 44
IC 0.43 0.37 033 024 046 044 031 039 0.36 0543
Tipo m sm sm st m m sm m* sm m m
L. gracilis. CR 198 131 106 105 91 79 75 78 49 45 41
IC 046 04 032 0.23 048 048 04 0.33 0.48 0.0243
Tipo m m sm st m m m sm* m m m
L. latnasus CR 186 125 15 10 98 10 82 58 53 48 46
IC 0.46 0.34 0.27 0.23 0.23 045 0.32 0 0.43 0.4330
Tipo m sm  sm st st m sm t* m m sm
L. mystaceus CR 174 139 108 107 98 91 74 68 49 46 43
IC 043 039 0.32 0.18 047 046 0.27 0.39 0.2860.0.49
Tipo m m sm st m m sm m* sm sm m
L. mystacinus CR 185 12 122 119 105 89 85 49 43 43 37
IC 0.48 0.34 037 0.23 044 043 0.25 0.31 0.41440.0.39

Tipo m sm sm  st* m m st sm m m m
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Tabela 4 Continuagéo...

ESPECIE NUMERO CROMOSSOMICO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

L. plaumanni CR 18.7 11.8 11.8 102 92 92 79 59 57 52 43
IC 045 0.29 038 0.24 047 045 03 046 0.4560.0.46
Tipo m sm m st m m sm m* m m m
L. troglodytes CR 168 12 114 104 96 89 92 58 54 52 5
IC 047 042 035 0.27 0.25 0.47 0.32 0.47 0.4590.0.43

Tipo m m sm sm st m sm m m m m

SUBGENEROLITHODYTES

Leptodactylus diptyBoettger, 1885

O complemento cromossdmico observado nesta esmacgcteriza-se por
apresentar 2n = 26 (NF = 34, Figura 29). Os pa®eg 580 submetacéntricos, o terceiro
€ subtelocéntrico, o par 4 € metacéntrico, e ommeEs pares (5-13) apresentaram
morfologia telocéntrica (Tabela 5). As NORs e addtdlizaram-se na regido proximal
do par 8. A heterocromatina revelada pelo bandeammeéresta presente em todos os

centrdmeros do complemento cromossomico (Figura 29b

Leptodactylus lineatugSchneider, 1799)

Os espécimes analisados apresentaram um cari@dipposto de 9 pares de
cromossomos de dois bracos (2n = 18 e NF = 36;r&i@0). A caracterizacao

morfométrica indica que cinco sdo metacéntricosefpd e 6-8), trés submetacéntricos
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(1-3), e o par 5 subtelocéntrico (Tabela 5). Ad&egiericentromérica do braco curto do
par 2 apresentou CS. Nao foi observada sua as8ociagcNORs. O padrdo de
distribuicdo de heterocromatina é desconhecidoanespécie. Experimentos de FISH
com sondas teloméricas revelam marcacdes distatvams 0os bracos cromossémicos

(Figura 30b).

Tabela 6 Andlise biométrica dos cromossomos das espéciggderoLeptodactylus
SUBGENEROLithodytesincluidas no presente trabalho. CR = comprimentoguaual
relativo; IC = indice centromérico; Tipo: m = meaiatrico, sm = submetacéntrico, st =
subtelocéntrico, t = telocéntrico; * = par portadarNOR.

ESPECIE NUMERO CROMOSSOMICO
i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

L. dyptix CR 13¢ 13 114 9€ 94 6.7 6.2 6.1 b5¢& 5E 47 43 34
IC 0.3z 0.3¢ 0.2t 04 O 0 0 0 0 0O 0 0 O
Tipo sm sm st m t t t t* t t t t t

L. lineatus CR 19.¢ 14 13t 12¢ 11z 9.& 8 6. 4.4
IC 0.3 0.31 0.2 047 0.2 0.4€ 0.4¢ 0.t 0.4
Tipo sm sm sm m st m m m m

44



)l B' l‘ .1 1 " 06 A0 0O AN on aan
a 4 4 8 11
AR aa 8
13
’: s 8 8 A k‘b A B 4 t 3
( .
b7, 4 8 11
13

Figura 29. Leptodactylus dyptixCariotipos com coloracdo convenciona); (Padrdo de Bandeamento C
(b); Em destaque a localizacdo das NORs atravésmlegmacdo com AgNOBarra = 10 um.
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Figura 30. Leptodactylus lineatusCariotipos com colora¢do convenciorel ¢ FISH
com sondas teloméricas (vermelhio). Barra = 10 um.
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DISCUSSAO

As espécies analisadas revelaram diferencas intenes, tanto em numero
como na morfologia cromossémica observada. A pgesele um elevado numero de
cromossomos telocéntricos € uma caracteristicacajggnente compartilhada pela
maioria das espécies do subgéndthodytes sendolL. lineatus(2n = 18; NF = 36) a
Gnica espécie do mesmo que possui um caridtiposgueompde exclusivamente de
cromossomos bibraqueados. Eventos de fusdes cromoss poderiam ser 0S
responsaveis pela diminuicdo no complemento diplélaservada nesta espécie (Bogart
1974; Heyer & Diment, 1974; Campes al. 2009), entretanto, os experimentos de
FISH realizados com sondas teloméricas ndo forneeetos conclusivos que permitam

identificar os pares cromossdmicos envolvidos sestentos.

A maioria das espécies contidas no subgémeqmtodactylusapresenta uma
constituicdo cariotipica muito semelhante (2n = RE = 44). As diferencas mais
conspicuas observadas em algumas espécies petesnaengrupd.. melanonotusL.
podicipinus e L. leptodactyloides(2n = 22; NF = 36), devem-se a presenca de
cromossomos telocéntricos, caracteristica compad# por pelo menos outras trés
espécies do grupd.(natalensisL. griseigularise L. wagner) (Bogart, 1974; Heyer &
Diment, 1974; Silveet al 2000b). A presenca de sequéncias telomericassticiais
indicaria que eventos de inversdo pericéntricaaserbs responsaveis por estas
diferencas cromossOmicas, entretanto, o0s experamerte FISH com sondas
teloméricas realizados em espécies com cromosstelmsEntricos ndo forneceram
dados que sustentem esta hipotese. Outra variaggoogsdmica neste grupo foi

relatada ent.. silvanimbuscom um 2n = 24 (Amaro-Ghilardtal., 2006).
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A técnica do bandeamento C também revelou difeseimgar-populacionais em
L. podicipinus Dados de Silva e colaboradores (2000) em popetagé Rio Claro (Séao
Paulo) apresentam um padrao de marcas centromérdiatais. Entretanto, as amostras
aqui analisadas apresentam exclusivamente marcagedé®meéricas. Outra fonte de
variacdes entre populacdes é observada na locaizias NORs elin. petersii Amaro-
Ghilardi et al. (2006) situam estas regibes no par 4. Porém, amagstras aqui

analisadas, o par portador das mesmas é o par 8.

Em menor magnitude, diferencas na morfologia crea®mdéca também estdo
presentes erh. latinasus(espécie do grupo de fuscu}. Nesta espécie, a morfologia
subtelocéntrica do par 5, pode ser considerada pwsaivel autapomorfia, ja que
espécies proximasL( fragilis e L. mystacinus segundo a topologia filogenética
disponivel (Ponssat al., 2008), apresentam a morfologia metacéntricaaigpéste par
(Amaro-Ghilardietal. 2006; Bogart, 1974, Silvetal. 2006). A morfologia telocéntrica
do par portador da NOR elm latinasustambém é considerada aqui como uma possivel
autapomorfia da mesma. Entretanto, estudos cittigeaé&m espécies proximas, como
L. caatingae sdo necessérios para confirmar o estado destatar@s enk. latinasus
Outra variacéo relacionada a cromossomos portadaréOR em espécies do grupo
fuscusobservou-se erh. mystacinusdevido a existéncia de popula¢cdes com NOR no
par 4 e outras com NOR no par 8, com regides deactmnno estado de S&o Paulo

(Brasil) (Amaro-Ghilardietal. 2006; Silveetal. 2006).

Diferencas inter-populacionais relacionadas ao gmadie bandeamento C sao
encontradas na espédie fuscus As amostras aqui analisadas apresentam o0 mesmo
padrdo descrito por Silvat al. (2000) em populacdes de Sdo Paulo (Rio Claro e

Itirapina), sendo diferente do padrdo com marcakaidi relatado para populacdes do
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Rio Grande do Sul (Santa Maria). Estes dados apaiaipotese levantada a partir de
dados moleculares por Camargioal. (2006), na qual uma serie de espécies cripticas

estariam agrupadas dentro deste taxon.

J& entre as espécies do Gripeentadactylusas diferencas mais significativas
observadas referem-se ao par portador das NORcalidacéo no par 3 representa uma
caracteristica apenas observadaLemnodomystaxPor outro lado, sua presenca no par
2 parece ser uma provavel sinapomorfia compartiihaaor L. syphaxe L. laticeps
Bogart (1974) relata CS nos pares 2 e 8Lemhodonotus neste caso o estado deste
caracter poderia ser devido a proximidade filogeaétntre estas espécies. A presenca
destas regides no par 8 é compartilhada pelas despécies analisadas (ver Tabela 7),
nas quais, geralmente, os cromossomos portadoegyeites ribosomais aparecem

associados na metafase.

Entre as espécies do grupcellatus avaliadas até o presente, as diferencas
observadas referem-se apenas ao padréo de bande&@nénhpadrao diferencial no par
1, associado ao sexo nas amostras examinadas pale Ba al. (1990), ndo foi
observado nos espécimes aqui analisadok. abaquensisO padrdo descrito emn.
macrosternume muito semelhando ao observado lenchaquensisPor outro lado as
variacbes heterocromaticas mais conspicuas sadsesvadas em espécimes lde
latrans Silva et al. (2000) descrevem trés padrdes diferentes entpalgpgies do
Brasil, sendo as portadoras de um grau intermedide heterocromatina as mais

semelhantes com relagéo aos resultados obtidgsopatacdes Argentinas.

A auséncia de hipbteses de relacdes intra-genéiiudgsivas limitam o
estabelecimento de hipoteses sobre a evolucdo ssdmica. As diferencas cariotipicas

notaveis entre os dois subgéneros dificultam dbeltaimento correto de homeologias
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cromossOmicas e, conseqientemente, ndo permitesbekster hipdteses sobre a

origem de tais diferencas. A aplicacado de técnoces um maior poder de resolucdo

ajudariam a identificar os processos envolvidoslimarsificacdo cariotipica do género

Leptodactyluse sua interpretacdo num marco filogenético aprdprigpermitira

compreender de maneira mais precisa sua evolugatgica.

Tabela 7. Relagdo dos numeros dipléides registrados emciesp@ertencentes ao

géneroLeptodactylus

Grupo Espécie 2n FN CSNOR Referéncia
L. albilabris 22 44 8p Bogart, 1974.
L. bufonius 22 44 88 Bogart, 1974; Heyer & Diment, 1974; Prese
trabalho.
L. elenae 22 44 88 Heyer, 1978; Presente trabalho.
L. furnarius 22 44 88 Presente trabalho.
L. fuscus 22 44 88 Becaket al., 1970; Bogart, 1974; Heyer Riment,
1974, Silvaet al, 2000b; Presente trabalho.
L. gracilis 22 44 88 Brum-Zorrilla & Saez, 1968; Denaro, 1972; Barl
1973; Bogart, 1974; Silveet al, 2004; Amaro-
" Ghilardiet al, 2006; Presente trabalho.
§, L. latinasus 22 42 88 Barbieri, 1950 (=L. prognathu} Brum-Zorrilla &
- Saez, 1968 (=L. prognathu} Borgart, 1974
Presente trabalho.
L. mystaceus 22 44 88 Bogart, 1974; Heyer & Diment, 1974; Prese
trabalho.
L. mystacinus 22 44  4,8,14,8 Bogart, 1974 (<. labialis); Amaro-Ghilardiet al,
2006; Silvaet al, 2006; Presente trabalho.
L. notoaktites 22 44 88 Silvaet al., 2000b.
L. plaumanni 22 44 88 Barrio, 1973 (=L. geminu¥ Silva et al, 2004,
Presente trabalho.
L. troglodytes 22 44 s Presente trabalho.
" L. griseigularis 22 36 8P Bogart, 1974 (+. wagner).
S
‘g L.leptodactyloides 22 36 88 Presente trabalho.
% L. melanonotus 22 44 8P Bogart, 1967; 1974; Heyer & Diment, 1974.
E L. natalensis 22 38 107 Bogart, 1974.
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Grupo Espécie 2n FN CSNOR Referéncia
L. petersii 22 44 4,84,8 Amaro-Ghilardiet al, 2006; Presente trabalho.
L. podicipinus 22 36 88 Denaro, 1972; Bogart, 1974; Silvet al, 2000b
Presente trabalho.
L. pustulatus 22 44 88 Amaro-Ghilardiet al, 2006; Presente trabalho.
L. discodactylus 22 42 s Heyer & Diment, 1974.
L. silvanimbus 24 48 88 Amaro-Ghilardiet al, 2006.
L. bolivianus 22 44 8p Bogart, 1974 (=L. insularun); Heyer & Diment
1974.
L. chaquensis 22 44 88 Brum-Zorrilla & Saez, 1968; Heyer & Diment, 197
o Baraleet al.,1989; Presente trabalho.
% L. macrosternum 22 44 88 Amaro-Ghilardiet al, 2006; Presente trabalho.
8 L. latrans 22 44 88 Saez & Brum, 1960; Becak, 1968; Bruforrilla &
Saez, 1968; Borgart, 1974; Lisantial, 1990; Silve
et al, 2000b; Amaro-Ghilardiet al. 2006; = L.
ocellatus; Presente trabalho.
L. flavopictus 22 44 88 Silvaet al., 1995.
L. knudseni 22 44 88 Heyer, 1972; Amaro-Ghilardit al., (2004); Presen
trabalho.
L. labyrinthicus 22 44 88 Denaro, 1972; Silvat al, 2000b; Amaro-Ghilardet
al., 2006; Presente trabalho.
5 L. laticeps 22 44 22 Brum-Zorrilla & Saez, 1968; Presente trabalho.
‘g L. paraensis 22 44 88 Presente trabalho.
e]
g L. pentadactylus 22 44 88 Brum-Zorrilla & Saez, 1968; Morescalchi
g8 Gargiulo, 1968&pud Kuramoto 1990; Borgart, 197
Heyer & Diment, 1974; Amaro-Ghilardet al.,
(2004); Presente trabalho.
L. rhodomystax 22 44 38 Presente trabalho.
L. rhodonotus 22 44 2,8? Bogart, 1974.
L. syphax 22 44 22 Presente trabalho.
L. andreae 26 40 op Bogart, 1974.
? L. dyptix 26 34 88 Presente trabalho.
-§‘ L. hylaedactylus 26 34 7,81 Bogart, 1974; Campa al (2009).
% L. marmoratus 24 34 4p Bogart, 1974.
E L. cf marmoratus 24 34 66 Camposet al. (2009).
‘;qg)’ Leptodactylusp. 23 36 1111  Camposet al (2009).
@ (aff. bokermanni
L. lineatus 18 36 3P Bogart, 1970; Heyer, 1974b; Presente trabalho.
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Apéndice 1.
SUBGENERO Leptodactylus

GRUPO L. melanonotus

Leptodactylus leptodactyloides— BRASIL : Para Municipio Ananindeua, Ananindeua (Levylandia),
PS 327; Municipio Belém, Belém (Parque Ambientahgh), PS 507, 554, 558, 566-8;

Leptodactylus petersii— BRASIL: Par& Municipio Ananindeua, Ananindeua (Levylandia), P!,
756-7; Municipio Belém, Belém (Campus UFPa), PS7,225; Municipio Igaraé-miri, Vila Maiauata,
PS 12-14, 21-22.

Leptodactylus podicipinus— ARGENTINA. Corrientes Dto. Capital: 1.4 Km NE de CECOAL-
CONICET, MLP-DB 1572-3.Misiones Dto. Candelaria, Cerro Cora, A° San Juan, MLP-DR!6;
Depto. Capital, Posadas, MLP-DB 1645, Villa LanGarppus UNaM), MLP-DB 1647-52, 1471-4, 4370
, Avenida Costanera, MLP DB 4292-3, 4300.

Leptodactylus pustulatus- BRASIL : Para Municipio Maraba, Maraba, PS 844-5; Piaui: Mypicide
José de Freitas, Fazenda Nazareth, PS 104, MunRicuruca, PNSC, PS 77.

GRUPO L. ocellatus

Leptodactylus chaquensis- ARGENTINA. Chacao Depto. San Fernando, Resistencia, MLP-DB 1715-
8, 1766, 1671, 1767-9; Ruta provincial N° 63 Antggucamino Isla el Cerrito, MLP DB 5605; Depto. 9
de Jdulio, Las Brefias, MLP DB 2768prrientes Depto. Curuzl Cuatia, Perugorria Estancia El @scu
MLP DB 2904

Leptodactylus macrosternum— BRASIL : Par& Municipio Belém, Belém (Campus UFPa), PS 505;
Municipio Soure, Soure, PS 533, 540-1, 551; Mumicipomé-acl, Tomé-Acu (Olaria), PS 162-3; Rio
Acard-miri, PS 219.

Leptodactylus ocellatus— ARGENTINA. Buenos AiresDepto. Lujan, Ruta provincial N° 47 Lujan,
MLP DB 4190;Corrientes ltuzaingd, Reserva provincial Rincon Santa MéitiaaingoMLP DB 4250;
Misiones Depto. Candelaria, Profundidad, MLP-DB 1638; epTapital, Destacamento Prefectura de
Nemesio Parma, MLP-DB1720-1, Fachinal, MLP-DB 16B839, Posadas Villa Blosset, MLP DB 3030,
Villa Lanus, Campus UNaM, MLP-DB 1633; Depto. Copcién, Barra Concepcion, MLP-DB 1635,
1637, 1640; Depto. Eldorado, Colonia Delicia, MLB-634; Depto. Gral. Manuel Belgrano, Reserva
privada Yacutinga, MLP-DB 1205, Depto. San JaJdstacamento Prefectura de Itacaruaré, MLP-DB
1719.

GRUPO L. pentadactylus

Leptodactylus knudseni— BRASIL: Para Municipio Carajas, Salobo, PS 697; Municipio fiuru
Barroso, PS 392, 397-99, 512.

Leptodactylus labyrinthicus- ARGENTINA. Misiones Dto. Concepcion, Santa Maria, MLP-DB 1712.
BRASIL . Piaui: Municipio Piracuruca, PNSC, PS 76.

Leptodactylus laticeps— ARGENTINA. Chaca Dpto. Almirante Brown, Madrejones MLP DB 3733;
Dpto. General Gliemes, El Sauzalito, MLP DB 73B@rmosa Dpto. Matacos, Ingeniero Juarez, MLP
DB 8756-7;Salta Coronel Juan Sola (Estacion Morillo), MLP DB 5584

Leptodactylus paraensis- BRASIL . Para Municipio Carajas, Serra Sul, PS 783-4, 795.
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Leptodactylus pentadactylus-BRASIL : Para Municipio Belém, Parque Ambiental Utinga, PS 481;
Municipio Igarapé-miri, Vila Maiauata, PS 36; Muipio Juruti, Barroso, PS 298, 302, 304, 316, 377,
380, 516;

Leptodactylus rhodomystax BRASIL : Par& Municipio Juruti, Barroso, PS 279-81, 451, 468

Leptodactylus syphax BRASIL : Par& Municipio Carajas, Serra Sul, PS 789, 793-4, 797.

GRUPO L. fuscus

Leptodactylus bufonius- ARGENTINA. Corrientes Depto. Capital, Paraje Perichon, MLP-DB 1274,
1574; Depto. Curuzu Cuatia, Perugorria Estanci@dtluro, MLP DB 5331Santiagodel Estera Depto.
Loreto, Laprida, MLP DB 8007.

Leptodactylus elenae- ARGENTINA. Santa Fé Depto. Vera, Ruta provincial N° 40 proximidades d
Reconquista, MLP DB 457Rlisiones Depto Cainguas, Aristobulo del Valle, Balnearé Arroyo Cufia
Pira, Arroyo Cufia Pird Chico, MLP DB 4415; Deptoar@elaria, Reserva Privada Campo San Juan,
MLP-DB 1535-8, 4403, 4417; Depto. Capital, Barrarpa, FML 09326, 09590-1; Depto. General
Manuel Belgrano, San Sebastian de la Selva, MLR1BES.

Leptodactylus furnarius— ARGENTINA : Misiones Depto. Candelaria, Candelaria (Ruta nacional N°
12 y Ruta provincial N° 3), MLP DB 5933-5.

Leptodactylus fuscus- ARGENTINA. Misiones Dto. Apoéstoles, Azara, A° Chimiray, MLP-DB 1665-
6; Dto. Cainguas, Balneario del A° Cufia Pird, FMI583, FML 09588-9; Dto. Candelaria, Campo San
Juan, MLP-DB 1539-40, MLP-DB 1714; Dto. Capital, ria Garupa, FML 09584-5; Posadas FML
09586, MLP-DB 1713; Villa Lanus, Refugio Don LorenMLP-DB 1018; Villa Lanus: Campus UNaM,
MLP-DB 1749; Dto. Concepcidn, Barra Concepcién, FIIQ666, FML 09674; Dto. Gral. Manuel
Belgrano, Reserva privada Yacutinga, MLP-DB 120@¢.DObera, San Martin, FML 09587; Dto.
Guarani, A° Aguas Blancas, FML 0958BRASIL: Para Municipio Ananindeua, Ananindeua
(Levylandia), PS 221-2, 328; Municipio Belém, Bel@@ampus UFPa), PS 3-4, 148; Municipio Carajas,
Serra Sul, PS 765, 771, 775-6, 790, 798, 801; MpinicCurucd, llha de Ipomonga, PS 229-30, 246-7;
Municipio de Salvaterra, Salvaterra, PS 65; Municfe Santa Barbara, Reserva GUNMA, PS 473, 4.

Leptodactylus gracilis— ARGENTINA. Corrientes Depto. ltuzaingd, Reserva provincial Rincén Santa
Maria Ituzaingd, MLP DB 4249Misiones Depto. Candelaria, Nu Pyaht, Ruta provincial Na 3,5
kilometros de Ruta nacional N° 12, MLP DB 5177, &7RBeserva Privada Campo San Juan, MLP DB
4254, Ruta provincial N° 204, entre Profundidadaghtnal, FML 09344.

Leptodactylus latinasus— ARGENTINA. BuenogAires Depto. Lujan, uta nacional N° 47 Km. 5 Lujan,
MLP DB 2629; Corrientes Depto. Capital, Paraje Perichén, MLP-DB 1277-8575-78.Cordoba
Depto. Colén, Jesus Maria, MLP-DB 1675H81tre Rios Depto Chajari, Chajari, MLP DB 6082yjuy.
Dto. Gral. Manuel Belgrano, Dique Los Molinos, mamgzquierda Rio Grande, MLP-DB 1484-6.

Leptodactylus mystaceus- BRASIL : Para Municipio Carajas, Salobo, F&4, 700, 714, 747. Serra
Sul, PS 796, 804; Municipio Juruti, Juruti (Barrp$eS 265-6, 443, 449-50.

Leptodactylus mystacinus— ARGENTINA: Cordoba Depto. Colén, Jesus Maria, MLP-DB 1674.
Misiones Depto. Cainguas, Balneario del A° Cufia Pir(, F08582 MLP DB 2643; Depto. Candelaria,
Ruta provincial N° 3 a 3.5 Km. de la ruta nacioN&l12 y a 7 Km de Cerro Cora, MLPDB 1259-62;
Depto. General Manuel Belgrano, Arroyo Yacuy PenlmsAndresito, MLP DB 3035, Estancia La
Blanquita Andresito, MLP DB 3218-9, 3233, 3244-®sBrva privada Yacutinga, MLPDB 1207; Depto.
Guarani, San Vicente, Ruta Nacional N° 14 Km. 1aRZ,A, MLPDB 1670, Depto. Iguazu, Puerto
Iguazd, MLP DB 4158, Depto. San Pedro, Parque Rec@aliMocona, MLP DB 4166-%alta Dto. Anta,
Estacion Biologica Los Colorados, MLP- DB 16T2cuman Dto. Lules, el Ceibal, San Pablo, MLP-DB
1673.

Leptodactylus plaumanni—- ARGENTINA. Misiones Depto. San Pedro, Pifialito sur, Parque provincial
El Pifalito, MLP-DB 1093, 1121-3, Depto. 25 de Majuerto Londero, Arroyo Los Muertos y Ruta
Provincial N° 2, MLP DB 5881.
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Leptodactylus troglodytes- BRASIL : Piaui: Municipio Piracuruca, PNSC, PS 78-9.

SUBGENERO Lithodytes

Leptodactylus dyptix— ARGENTINA. Corrientes Dpto. Capital, Paraje Perichon, MLP-DB 1644;
Chaca Dpto. San Fernando, Ruta provincial N° 63 Anteguaminho Isla el Cerrito, MLP-DB 2029-30;
Formosa Dpto. Pilcomayo, Ruta provincial N° 88 3 Km. aste de Palma Sola, MLP DB 6223-4; Dpto.
Matacos, Los Matacos Ruta Nacional N° 81, MLP DB%5301.

Leptodactylus lineatus— BRASIL : Para Municipio Juruti, Mutum, PS 293, 453, 466; Capga PS
457; Municipio Carajas, Salobo, PS 607, 619, 729.
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CAPITULO I

CHROMOSOME VARIATION IN THE TRIBE LOPHIOHYLINI

MIRANDA-RIBEIRO, 1926 (ANURA, HYLIDAE)
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ABSTRACT

The Lophiohylini tribe is actually composed by §fesies grouped in 12 genera;
it has a wide distribution in Central and South Awcee Cytogenetic information is
scarce, being restricted to only 12 species. Thegnt article presents comparative data
of chromosomal morphology, C-banding patterns, NEOpOsitions and ultrastructural
characteristics of Argenteohyla siemersi pederseni Itapotihyla langsdorsffij
Phyllodytessdelmoj three species dfrachycephalugT. hadrocepsT. dibernardoiand
T. venulosus and four species ofOsteocephalus(O. taurinus O. buckleyj
Osteocephalusp. andO. oophagus Chromosomal preparations were obtained from
bone marrow, testis and duodenal epithelium. Adicggs analysed present 2n = 24, FN

= 48, with exception oDsteocephalubuckleyi,with 2n = 26, FN = 50, anéhyllodytes
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edelmoj with 2n = 22, FN = 44. Ours findings are coincitlavith previous reports
where, from 13 species previously studied, eleah & karyotype with 2n = 24, FN =
48. Only two species d@steopilusdiverge with 2n = 24@. wilderi with 2n = 28, FN =
52 andO. brunneus2n = 34, FN = 48). Associated NORs and SC werervbsd in pair
11 in most species. However, iRhyllodytes edelmoi and Argentohyla siemersi
pedersenithese regions were observed in chromosome painsl 5, respectively. In all
case, the NOR position was coincident with locatanribosomal 18S sequences
evidenced by FISH analyses. Additional positiongha$ sequence were observed in
some specimens dfrachycephalusbut in any case were coincident with addition@l S
(FS, fragile sites) observed in some individualgtePently, these FS were associated to
heterochromatic blocks i®Osteocephalusspecies. C-banding patterns show scarce
heterochromatin restricted to centromeric regionsnostly species analyzed. Only in
Osteocephaluthe C-bands show centric, interstitial and di€ddands with differential
pattern in each taxon. The absence of dathyiotimantisand Tepuihyla the use of
techniques with more resolution and more inclusinalysis is needed to the correct
stablishment of chromosome homeology, which cowdtribute to understand the

chromosome evolution in the Lophyhylini tribe.

INTRODUCTION

The family Hylidae is the most species-rich amongrans, with 636 recognized
species included in three subfamilies (Hylinae, IBhyedusinae and Pelodryadinae,
Frost, 2010). In the taxonomic review by Faivoviehal. (2005) the subfamily Hylinae
was arranged in four tribes: Cophomantini, Dendopp#i, Hylini and Lophiohylini,

the last two being sisters tribes. The tribe Lopkimi, with 81 species grouped in 8
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genera, has a widely distribution in Central andtBAmerica (Frost, 2010), and this
natural group is only supported by molecular simapgphies, being the presence of at
least four posterior labial tooth rows in the ldremal disc a possible morphologic

synapomorphy (Faivovicétal., 2005).

The chromosome information about this tribe is sgawith only 12 species
with available karyological data (Duellman and Cde65; Rabello, 1970; Bogart and
Bogart, 1971; Bogart, 1973; Cole, 1974; Schmid, 8197980; Anderson, 1996;
Morando and Hernando, 1996; Kasaharal, 2003; Nunez and Fagundes, 2008). In
most previous work, only the diploid number and othosome morphology is
described, with the longest chromosome number,ihkethers hylids, 2n = 2x = 24
chromosomes and FN= 48. However, Anderson (199&)rted two cases @steopilus
species with distinctive diploid number and chroomal morphology®@. wilderi, 2n =
2x = 28, NF=52 an®. brunneun = 2x = 34, NF = 48). Also, it has been suggested
that karyotypes of this tribe, with the exceptioh @steocephalus taurinusare
characterized by a discontinuity between the firg¢ chromosomal pairs and the
remaining chromosomes (Anderson, 1996; Kasalearal, 2003; Faivovichet al,

2005).

The aim of this work is provide new information abehromosome characters
useful for the study of chromosome evolution in highylini, using as evidence,
standard stained karyotypes and the ultraestructcineomosomal characteristics
obtained by differential staining (C-banding, Ag-R§ DAPI, CMA3/MG, FISH). The
results are discussed in the light of current phgieetic knowledge (Faivovicét al.,

2005).
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MATERIAL AND METHODS

We analyzed 50 specimens belonging Aggenteohyla siemersi pederseni
Itapotihyla langsdorfii Osteocephalugaurinus O. oophagus, Osp, O. buckleyi
Phyllodytes edelmpilrachycephalus hadroceps, T. venuloand T. dibernardoi The
list of specimens analyzed, collecting sites, sea @oucher numbers are detailed in

Appendix I.

Chromosome spreads were prepared directly from boaerow, testis or

intestinal epithelium according Schmid, (1978).

Mitotic and meiotic chromosome preparations weainsd with a Giemsa-PBS
solution, and with differential staining methodgver-staining of nucleolar organizer
region (Ag-NOR) according Howell and Black (198Q)banding was carried out by
the technique performed by Sumner (1972), DAP6{diamidino-2-phenylindole) and
Chromomycin A/methylic (CMAg/MG) folowing Pieczarkatal. (2006) and Sahar and
Latt (1980), respectively. FISH with a biotin-labél rDNA probe was carried out
following Viégas-Péquignot (1992) and for telomerégions were used commercial
telomeric probes of all-human telomere (Oncor P4D@%A), according to the

manufacturer’s protocol.

We used X (basic chromosome number), N (gametiocnabsome number), 2N
(somatic chromosome number), and FN (fundamentadben) as suggested by White
(1954). The relative length, centromeric index (&hd centromeric ratio (CR) of the
mitotic chromosomes were obtained using the soéwidicromeasure 3.3 (Reeves and
Tear, 2000). The karyotypes were arranged in dsutrgasize, following the
nomenclature of Green and Sessions (1991, 200meb&centric, submetacentric or

subtelocentric for biarmed chromosomes, presemfiagrimary homeology.
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RESULTS

Most species analyzed show a karyotype with 2n =hiadmed chromosomes
(FN = 48), with exception oDsteocephaluduckleyi with 2n = 26, FN = 50, and
Phyllodytes edelmdn = 22, FN = 44. Morphological features of chremme pairs are

detailed in Table 1.

In all case only one staining place was detectdti tie Ag-NOR technique,
coincident with a secondary constrictions (SC).SEheegions located in pairs 11 in all
the species analyzed, with the exceptiof?.oédelmoj which presents NORs in the 2q
terminal andArgentohylasiemersipederseniin the 5q interstitial (Fig. 1). Additional
SC, not associated with NOR (Fragile Sites, FS)rewdetected inOsteocephalus
species (pair 12) and some specimend r@ichycephalussenulosus(pair 3). NORs
associations were observed Tn venulosusand T. hadroceps(Fig. 4 and 6). NORs
positions were confirmed by FISH experiments wibNA 18S probes. Additional
Nucleolus Organizer Regions were detected in odw&iotlual of T. venulosugpairs 7

and 10; Fig. 4-5) and. hadrocepgpairs 2 and 8; Fig. 6)

The fluorochrome base specific staining shown thAats. pedersenihas
centromeric and pericentromeric block of heteroofatn in all chromosome
complement, been also CMAS3 positive in all caseS-(ch) (Fig. 1). Inltapotihyla
langsdorffi the heterochromatin was centromeric in almost ta# chromosome
complement, with additional telomeric bands overgpd, 2 and 3. In this case,
heterochromatic regions do not show any fluorocleaalective binding (Fig. 2). In
Trachycephalusspecies the heterochromatin was located intexfiti with some
telomeric bands iff. dibernardoi(Fig. 3) andT. venulosugFig. 4). OnlyT. hadroceps

showed positive centromeric marks with CMA3, andnmark was detected with DAPI
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staining (Fig 5). Karyotypes oP. edelmoi also showed scarce heterochromatin,
restricted to centromeric regions of pairs 2, 3nsl 7-11, which presented the same
pattern of fluorochrome affinities describedltchadrocepsAdditionally, NOR regions
were CMA3 positive (Fig. 7). However, the heterashatin patterns observed in
Osteocephaluspecies (Fig. 8-11) was more heterogeneous, witlric, interstitial and
telomeric bands, with differential pattern and bapecific composition at each taxon.
The centric heterochromatin was CMAS3 positive, wtihie interstitial one usually had
affinities to DAPI or CMA3, when were associatedth® NOR-bearer chromosome
pair, and the telomeric heterochromatin do not shany differential affinities with
fluorochrome base specific staining. Difference$fragile sites were observed in some
Trachycephaluspecimens, while i©steocephalushese sites were associated to AT-

rich regions.

Telomeric probes (ONCOR) were tested @steocephalusspecies andP.
edelmoi In Osteocephalysonly distal marks were observed in species wkh=48,
while in O. buckleyi(FN = 50) an additional mark was detected at thetromeric
region of short arm second pair (Figure 12). Inghecimens belonging ®hyllodytes
analyzed Interstitial Telomeric Sequences (ITS)enavserved on both arms of pairs 1

and 2 (Figure 7e).
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Figure 1. — Karyotypes dirgentohylasiemersipedersenia: Conventional staining; b:
C-banding; c: DAPI staining; d: CMAS3 staining. Bkasquare: NOR-bearer pair. White
square: 18S probe hybridization. Bar = 10 pm.
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Figure 2. — Karyotypes oftapotihyla langsdorffi a: Conventional staining; b: C-
banding; c: DAPI staining; d: CMA3 staining. Blaskuare: NOR-bearer pair. White
square: 18S probe hybridization. Bar = 10 pm.
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Figure 3. — Karyotypes ofrachycephaluslibernardoi a: Conventional staining; b: C-
banding; c: DAPI staining; d: CMA3 staining. Blasiuare: NOR-bearer pair. White
square: 18S probe hybridization. Bar = 10 pm.
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Figure 4. — Karyotypes ofrachycephalusenulosusa: Conventional staining; b: C-
banding; c: DAPI staining; d: CMA3 staining. Dottequare: NOR association. Black
square: NOR-bearer pair. White square: 18S probedigation. Bar = 10 pm.
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Figure 5. — Karyotypes ofrachycephalusadroceps a: Conventional staining; b: C-
banding; c: DAPI staining; d: CMA3 staining. Blasiuare: NOR-bearer pair. White
square: 18S probe hybridization. Bar = 10 pm.

Figure 6. Fish with 18S rDNA probe ifirachycephalus hadroceps: mitoses; b:
meioses; and, c: sperm head. Arrowheads indidatbddization on pairs 2, 8 and 11.
Bar =10 pum.
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Figure 7. — Karyotypes d?hyllodytesedelmoi a: Conventional staining; b: C-banding;
c: DAPI staining; d: CMAS staining; and, e: Fishtlwribosomal 18S rDNA probe (red
mark) and telomere probe (green marks). Bar = 10 um

69



1 2 3 4 5 6 7 8 9

A0 KX 88 Y& XA 2% xx
T

10 11 12

e

==
=
=
=<
c=
_—uc
==
=

Figure 8. — Karyotypes oDsteocephalugaurinus a: Conventional staining; b: C-
banding; c: DAPI staining; d: CMA3 staining. Blaskuare: NOR-bearer pair. White
square: 18S probe hybridization. Bar = 10 pm.

8 9 10 11 12

J‘Kﬁ‘ “ {ﬁ ﬁsl ITt SETRTTHIT

Figure 9. — Karyotypes oDsteocephalu®ophagus a: Conventional staining; b: C-
banding; c: DAPI staining; d: CMA3 staining. Blaskuare: NOR-bearer pair. White
square: 18S probe hybridization. Bar = 10 pm.
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Figure 10. — Karyotypes dDsteocephalusp nov. a: Conventional staining; b: C-
banding; c: DAPI staining; d: CMA3 staining. Blasiuare: NOR-bearer pair. White
square: 18S probe hybridization. Bar = 10 um.
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Figure 11. — Karyotypes dDsteocephaluduckleyi a: Conventional staining; b: C-
banding; c: DAPI staining; d: CMA3 staining. Blaskuare: NOR-bearer pair. White
square: 18S probe hybridization. Bar = 10 um.
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Figure 12. Mitotic (a) and meiotic (b) FISH of telere probes irOsteocephalus
buckleyi Arrowheads indicated interstitial signal on pap. (c) Mitotic FISH with
telomere probes i®. taurinus Bar = 10 pum.
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Table 1 Biometric analyses of the chromosomes of species from tribe dlogimi included in this work. AR= arm ration; Cl= centromeric

index; RL = relative length; SD = standart deviation; Type= metacentric, sm = submetacentric, st = subtelocentri¢delocentric; * = Ag-

NOR-bearer chromosome pair.

Chromosome Number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Argenteohyla  %Set 17,65 14,71 11,69 9,82 10,64 7,41 6,54 5,98 77 4, 3,27 4,43 3,09
siemersi AR + SD 1,23+0,10 1,44 £ 0,16 2,03+0,14 34426 2,38+0,18 380+034 241+0,20 1,3340,a,97+0,16 184+0,15 135%+0,12 1,79+0,13
pederseni Cl SD 0,45 0,02 0,41 £0,03 0,33+0,01 0,231 0,30+0,02 0,21+0,02 0,29+0,02 0,4340,0,34+0,02 0,35+0,02 0,43+0,02 0,36+0,02
Type m m sm st sm* st sm m sm sm m sm
Itapotihyla %Set 15,40 12,59 10,78 10,80 9,85 7,49 6,45 6,45 05 6, 4,62 5,54 3,98
langsdorfii AR + SD 1,21 £ 0,06 1,57 £ 0,06 205+0,19 3,223 2,21+0,18 4,19+0,38 1,79+0,12 15840,11,60+0,08 1,34+0,10 150+0,07 1,42+0,15
Cl+SD 0,45+0,01 0,39+0,01 0,33+0,02 0,25@¢1 0,31+0,02 0,19+0,01 0,36+0,02 0,39620,0,38+0,01 0,43+0,02 0,40+0,01 0,41+0,03
Type m m sm st sm st sm m m m m* m
O. buckleyi %Set 8,36 9,43 5,95 7,67 9,15 7,26 8,68 7,64 7,21 34 7 6,32 5,60 5,54 3,85
AR+SD 950+1,23 1146+150 1,27+0,17 121¥30 2,16+0,24 3,05+047 283+0,36 343620 1,80+0,20 1,20+0,15 1,89+0,21 1,18+0,1633%0,18 1,35+0,14
Cl+tsb 0,10+0,01 0,08+0,01 044+0,04 0,082 032+003 0,25+0,03 0,26+0,03 0,2380,0,36+£0,03 0,46+0,03 0,35+0,03 0,46 +0,0343&¢0,04 0,43+0,02
Type t t m t sm st sm st sm m sm m m* m
p arm garm p arm garm
O. oophagus %Set 14,27 13,26 11,77 10,32 8,98 8,06 5,58 5,60 07 6, 5,45 6,55 4,09
AR £ SD 1,15+ 0,08 1,41+0,12 1,93+0,14 30824 2,15+0,10 2,42+0,20 1,26+0,26 1,12+0,12,36+0,21 1,56+0,28 1,63+0,14 1,15+0,15
Cl+SD 0,47 £ 0,02 0,42 £0,02 0,34+0,02 0,25¢1 0,32+0,01 0,29+0,02 045+0,05 0,4780M0,43+0,04 0,40+0,04 0,38+0,02 0,47+0,03
Type m m sm st sm sm m m m m m* m
O. taurinus %Set 15,34 12,01 10,93 10,68 8,99 7,35 6,67 6,17 07 6, 5,64 6,03 4,12
AR £ SD 1,15+ 0,06 1,53+0,15 1,93+0,13 3,083 1,98+0,15 3,14+0,38 1,51+0,17 1,23+0,12,29+0,17 1,29+0,15 1,49+0,26 1,11+0,08
Cl+SD 0,47 £0,01 0,40 £ 0,02 0,34+0,02 0,252 0,34+0,02 0,24+0,02 0,40+0,03 0,4520,0,44+0,03 0,44+0,04 041+0,04 0,47+0,02
Type m m sm st sm st m m m m m* m
Osteocephalus  %Set 16,03 12,91 11,47 9,67 9,14 8,13 5,60 6,34 96,9 4,40 5,09 4,23
sp.nov. AR £ SD 1,17 £ 0,07 1,46 + 0,08 2,12+0,15 35829 1,99+025 2,73+0,22 184+0,14 106+0mM413+0,11 1,18+0,09 1,17+0,16 1,74+0,23
Cl+SD 0,46 £ 0,02 0,41 +£0,01 0,32+0,01 0,22¢1 0,34+0,03 0,27+0,02 0,35+0,02 0,4940,M0,47+0,02 0,46+£0,02 0,46+0,03 0,37+0,03
Type m m sm st sm sm sm m m m m* sm
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Table 1 continuation

Chromosome Number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Phyllodytes %Set 16,65 13,91 11,09 10,96 9,89 8,45 7,92 6,67 19 5, 4,85 4,42
edelmoi AR + SD 1,17 £ 0,09 1,78 £0,24 1,83+0,22 1,3®¥ 1,88+£0,19 1,77+£0,18 1,67+0,19 1,84+0,2024%0,19 1,22+0,09 1,23+0,14
Cl+SD 0,46 £ 0,02 0,36 £ 0,03 0,35+0,03 04363 0,35+0,02 0,36+0,02 0,38+0,03 0,3520,0,45+0,04 045+0,02 0,45+0,03
Type m sm* sm m sm sm m sm m m m
Trachycephalus %Set 14,88 11,62 11,26 10,95 10,74 7,98 7,10 5,88 775 4,38 5,12 4,32
dibernardoi AR + SD 1,24 £ 0,08 1,49 £ 0,06 1,74+0,09 32224 2,21+0,14 4,25+0,26 2,35+0,17 1,3180,0,75+0,11 2,01+0,17 1,47+0,08 1,82+0,15
Cl+SD 0,45 £ 0,02 0,40 £0,01 0,37+0,01 0,241 0,31+0,01 0,19+0,01 0,30+0,02 0,4340,0,36+0,01 0,33+£0,02 0,41+0,01 0,36+0,02
Type m m sm st sm st sm m sm sm m* sm
T. hadroceps %Set 15,02 12,94 11,23 11,04 9,92 7,31 6,86 5,91 54 5, 4,67 5,31 4,25
AR = SD 1,25+0,11 1,22 + 0,06 1,88+0,13 30631 251+0,29 380+029 186+0,18 1,1380,11,61+0,21 1,77+0,37 1,32+0,15 1,19+0,11
Cl+SD 0,45 £ 0,02 0,45 +0,01 0,35+0,02 0,252 0,29+0,02 0,21+0,01 0,35+0,02 0,47 80,0,38+0,03 0,37+0,05 0,43+0,03 0,46+0,02
Type m m sm st sm st sm m m sm m* m
T. venulosus %Set 15,07 12,26 10,70 10,32 9,45 8,12 6,83 6,58 70 5, 5,28 5,67 4,03
AR = SD 1,20 + 0,07 1,52 + 0,08 1,84+0,08 3#IB26 2,09+0,15 3,96+0,32 1,98+0,12 1,38M0 1,84+0,15 194+0,17 138+0,14 1,37+0,14
Cl+SD 0,45 +0,01 0,40 £0,01 0,35+0,01 0,262 0,32+0,02 0,20+0,01 0,34+0,01 0,420620,0,35+0,02 0,34+0,02 0,42+0,02 0,42+0,02
Type m m sm st sm st sm m sm sm m* m
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DISCUSSION

The comparative data present here expand our kdgefeent about
karyological aspects of species included by Fastowt al. (2005) in Lophiohylini
tribe. Only Tepuihyla and Nyctimantis rugriceps remain without any chromosomal
information. The diploid number of 24 biarmed chomomes (FN = 48) is the typical
situation observed in mostly analyzed species @fdifferential diploid number present
in Osteopiluswilderi (2n = 28; FN = 52) an@®. brunneus(2n = 34; FN = 48) can be
explained by chromosomal fission, followed by aigantric inversions, which is the
putative responsible for the FN variation (Andersb896). In the same manner, this
assumption explains the 2n observed @ buckleyj telocentric chromosome
morphologies (pairs 1p, 1g and 2q) and centronsgical of telomere sequence on pair
2p support this hypothesis (Figure 12a-b). Theseomshsomal rearrangements
correspond to a putative autoapomorphy@orbuckleyi and could be scored as fission
of first pair, fission followed by a pericentricviersion at second pair, as independent

events (character states).

Nevertheless, the diploid number observedPimyllodytesedelmoicould be
explained by tandem chromosome fusion between tBR [dearing chromosome pair
and some other intermedial-lengh chromosome phis Aypothesis is supported by the
Interstitial Telomeric Sequences (ITS); however thromosome morphology and
morphometric differences do not explain the diffexes observed only by fusion events.
The ITS on pair 1 and the difficult to establishirga pair homeological correlations
with another Lophiohylini karyotypes are evidence$ a major chromosome
restructuration in this karyotype. Additional chrasemal studies inPhyllodytes
species, and more powerful techniques, like chrames painting, may resolve this

question. However, the 2n = 22 presented by thsalbgenus of Lophiohylini tribe
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could be interpreted as a putative synapomorphyPfoilodytes The analysis of the
remaining species included iphyllodytescould confirm this assumption. Anderson
(1996) mentioned the existence of grouping sizgdgpes inOsteopilusspecies with
24 biarmed chromosomes, as a result of a cleapwliswity in chromosome lengths
between the first fived. dominiensisand O. septentrionali$ or six ©. marianag
chromosomes pairs with the remaining chromosomegh whe exception of
Osteocephalusaurinus karyotypes. Faivovicket al. (2005) extend these observations
for another Lophiohylini specie®\parasphenodotrunoi, Corythomantisgreeningj
and|. langsdorffii reported by Kasahara et al. (2008)gentohylasiemersi pederseni
(Morand & Hernando, 1996); andl. venulosus(Bogart, 1973). Nevertheless the
chromosome measures presented here do not showrcamsystent grouping size
between karyotypes of the Lophiohylini species (@dab. Differences in relative size
between pairs 5 and 6 ranked from 0,9Z3%dophagu¥to 3,23% A. s. pederseni and

between pairs 6 and 7 from 0,43% @ puckley) to 2,53% in Qsteocephalusp nov.).

The location of NORs in most species of Lophiohyas described in different
positions between the smallest chromosome paitiseofomplement (see Table 2). This
assumption may be interpreted as different charasties. Alternatively, because
almost all of the small chromosomes of the complenage very similar in size and
morphology, these differences may be just a signdififcult to establish correct
homeologies and/or different approaches for th@rlisome classification. Based on
these, we prefer to place all NORs bearing paih wimmilar size and/or morphology in
the same position (pair 11). Moreover, similar ninamipgy, size and presence of NOR

are the only signal of a possible homeology betvikese chromosome pairs.
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Table 2 Chromosomal studies in Lophiohylini species.

Species 2n FN  NOR References
Itapotihyla
I. langsdorsffii 2x =24 48  10g/11g* Kasahara et al., 20@Bteocephalus langsdorjfiiNunes and
Fagundes, 2008.
Osteocephalus
O. taurinus 2x =24 48  12p/1lg* Anderson (1996); Present work
O. buckleyi 2x =28 50 11g* Present work
Osteocephalusp nova 2x=24 48 11g*  Present work
O. oophagus 2x =24 48 11g* Present work
Osteopilus
O. dominicensis 2x =24 48 9p Anderson, 1996.
O. marianae 2x =24 48 ? Anderson, 1996.
O. septentrionalis 2x =24 48 9p Duellman and Cole, 1965; Cole, 19Bthmid, 1978;
Anderson, 1996.
0. wilder 2x=28 58 9p Anderson, 1996.
O. brunneus 2x =34 48 17q Cole, 1974; Anderson, 1996.
Corythomantis
C. greening 2x =24 48 10p/llg* Kasaharatal., 2003.
Aparasphenodon
A brunoi o = 24 48 10q Eggs;ta;.;)l?;ao?resti, 1972; Kasahara et al., 20081es and
Trachycephalus
T. dibernardoi 2n=24 48 11g* Present work
T. hadroceps 2x =24 48 11g* Present work
Trachycephalus sp 2x =24 48 11q Bogart, 1973
T. venulosus 2x =24 48 11q Duellman & Cole, 1965 and Rabel8¥a Phrynohyas
spilommg; Present work.
Phyllodytes
P. edelmoi 2x =22 44 2g* Present work
Argenteohyla
A. siemersi pederseni 2x =24 48 49/59* Morando & Hernando (1996); Préseork

*position suggested here
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In Osteopilusbrunneusthe telocentric chromosome pair 17 is the NORiearr
which may be a consequence of fission chromosoneatewsuggested by Anderson

(1996) for the rearrangements of this karyotype.

Differently, Phyllodytes edelma@ndArgentohyla s. pederserpresents Ag-NORs over
chromosome pairs 2 and 5, respectively. In botes#ise NORs position is a putative
autapomophy. The analysis of the remaining specielsided in Phyllodytescould

confirm this assumption.

In almost all species with chromosome data avalathle NORs position was
confirmed by FISH experiences with rDNA 18S prok&sderson, 1996; Kasahara et
al., 2003; present work). Additional NORs sitesevebserved by FISH in specimens of
T. hadrocepsandT. venulosusFS observed in some populationTovenulosusvas not
coincident with these additional sites of rDNA 18fjuences. Similary, FS observed in
Osteocephaluspecies were not associated with ribosome gemasidn; alternatively,
AT-rich heterochromatics regions could be respdasibr this FS inOsteocephalus

species.

C-banding patterns show that most species had figterochromatin, frequently
restricted to centromeric regions. This pattern hva® observed iA. s. pederseniand
in A. brunoi. As well, C. greeningiand|. langsdorffiihad shown a similar pattern with
some additional interstitial or telomeric bandsspectively (Kasaharat al., 2003).
Anderson (1996) reported centromeric and telontegterochromatic region for almost
all chromosome pairs i@steopilusspecies. On the other haridachycephaluspecies
showed the poorest C-banding pattern whith jusvaihterstitial bands to be noticed.
Only in Osteocephaluspecies, all of this C-bands kind were observddchvfollow a

differentially distribution pattern in each studietbxon. The chromosome
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characterization carried out with base-specifiofitchrome showed banding in almost
all C positive bands (DAPI +/ CMA+) and NORs position CMA3 (+)Only two
species ofOsteocephalugO. oophagusand Osteocephalusp. nov.) had shown DAPI
positive interstitial bands. These heterochromegdgions were associated with the FS

observed in pair 12 of these species.

Techniques with more resolution power are needethfo correct establishment
of chromosome primary homology between species diifierent chromosomal traits.
This analysis will stimulate the continuity of stesl in Lophiohylini karyological data

in order to understand the chromosome evolutiahisfgroup.
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APPENDIX 1. Specimens analyzed.

Argenteohyla siemersi pederseriARGENTINA: Corrientes: Dept. Ituzaingo:
Ituzaingd, Reserva Santa Maria, MLP DB 4208-11 &eas, 2 female).

Itapotihyla langsdorffi—ARGENTINA: Misiones: Dept. Iguazu: Puerto Iguadl.P
DB 4149 (male).

Osteocephalus buckleytBRAZIL: Para: Dept. Juruti: Barroso camp, PS 48P7, 519
(2 male, 1 female); Mutum camp., 463, 465, 5081, 582 (3 male, 2 female, ?)

Osteocephalus oophagusBRAZIL: Para: Dept. Juruti: Barroso camp, PS 4338
(male, ?); Capiranga Plateau, PS 432, 570 (fen?yeyiutum camp, PS 574 (male);
Pacoval, PS 579 (male); Prudencio river, PS 58Te)ma

Osteocephalus sp-BRAZIL: Para: Dept. Juruti: Mutum camp, PS 43@nfale);
Capiranga Plateau, PS 464 (female); Pacoval, P%féiiale).

Osteocephalus taurinus-BRAZIL: Para: Dept. Juruti: Barroso camp, PS 4807, 571
(2 male, 1 female); Capiranga Plateau, PS 452 Nfgitum camp, PS 584, 588 (1
female, ?); Prudencio River, PS 589 (male).

Phyllodytes edelmei-BRAZIL: Alagoas: Dept. Maceio: Serra da SaudinR& 924
(male).

Trachycephalus dibernarde-ARGENTINA: Misiones: Dept. Guarani: ElI Soberbio,
Refugio Tangara, MLP DB 2645 (female); Dept. 25Mkeyo: Puerto Londero, Arroyo
Los Muertos y Ruta Provincial N° 2, DB 5873 (madeiale).

Trachycephalus hadrocepsBRAZIL: Para: Dept. Juruti: Barroso camp, PS Zo@
male).

Trachycephalus venulosusARGENTINA: Misiones: Dept. Capital: Villa Lanus,
Refugio Don Lorenzo, MLP DB 2950 (female); Posadasy Federal, MLP DB 1977
(male); Dept. Gral. Belgrano: Bernardo de Irigoy&fl,P DB 5213 (macho); Dept.
Iguazu: Puerto Iguazu, MLP DB 4150, 5015 (2 machb®&pt. Obera: San Martin,
MLP 5891 (?); Santa Fe: Dept. Capital: Ruta proainkl® 1, préximo a San José del
Rincon, MLP DB 4457 (male). BRAZIL: Para: Dept. Bel: Cotijuba island, PS 46-51-
55-56 (2 male, 2 female); Belém, PS 498 (femaleptDTome Acl: Fzda Inada PS 161
(female); Dept. Curuca: Ipomonga island, PS 232d)n®ept. Peixe Boi: Peixe Boi-
3km norte, PS 499 (female).
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CAPITULO IlI

VARIACAO CROMOSSOMICA NA TRIBO DENDROPSOPHINI

FITZINGER, 1843 (ANURA: HYLIDAE)
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RESUMO

A tribo Dendropsophini atualmente agrupa os génesafax Pseudis
Scarthyla Sphaenorhynchus<enohylae Dendropsophusamplamente distribuidos na
regido Neotropical. Estudos filogenéticos, printimnte baseados em dados
moleculares, apontaram uma monofilia bem apoiadaada um dos géneros, assim
como relacdes filogenéticas bem estabelecidas estrmesmos. Neste trabalho séo
apresentados comparativamente dados citogenéticos\ek espécies pertencentes aos
génerosPseudis(P. laevig, Scarthyla(S. goinorunj, SphaenorhynchugS. lacteus S
carneus S. caramaschiie S dorisag, Xenohyla(X. truncatg, e DendropsophugD.
marmoratuse D. melanargyreus Os dados citogenéticos registrados em todos o0s
géneros revelam uma elevada diversidade cariotipara grandes variacdes nos
nameros diploides (2n = 22 eBtarthyla 2n = 24 enfScinaxe Xenohyla 2n = 24, 24
+1-2B e 26 emSphaenorhynchys2n = 24 e 28 enPseudis e, 2n = 30 em
Dendropsophus O 2n = 24 observado exi truncataconfirma que o 2n = 30 constitui
uma sinapomorfia do génefendropsophusEmbora todas as espécies estudadas em
Dendropsophuapresentem o mesmo numero dipldide, existe umaneneariacdo em
relacdo ao numero de pares telocéntricos (NF = B0)aA localizacdo das regides
organizadoras dos nucléolos (NOR) no par 7 é pelwaente uma sinapomorfia do
ramo Pseudis+ Scarthyla Similarmente,Xenohylae a maioria das espécies de
Sphaenorhynchuss NOR também se localizam no par 7. Entretanto,g@énero
Dendropsophugxiste uma interessante diversidade em relac@mn@nmo e localizacao.
Por outro lado, a distribuicdo de heterocromatim@sentou padrdes variaveis, sendo
especialmente informativa no généseudis Embora exista uma excepcional variacao
cromossOmica neste grupo, a formulacdo de hipdtesesistentes sobre aspectos

referentes a evolucdo cromossémica do grupo seifi@lihda pela informacéo
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fragmentada em alguns géneros. O advento de nécagds que permitam acessar
com maior precisdo as homeologias cromossémicasilildaram ampliar nosso
conhecimento sobre estas caracteristicas genétidotgas dos cromossomos na

evolucéo do grupo.

INTRODUCAO

A familia Hylidae encontra-se dividida em trés subilias: Hylinae;
Pelodryadinae e Phyllomedusinae. Hylinae é a subfamom o maior numero de
espécies reconhecidas e esta dividida em quabastrCophomantini, Dendropsophini,
Hylini e Lophiohylini. Destas, Dendropsophini é queagrupa o maior numero de
espécies descritas, com 218 das 891 espécies asoeau Hylidae (Faivovicket al,
2005; Froset al.,2006; Frost, 2010). Os géneros dentro de Dendpbypsicapresentam
uma monofilia bem apoiada, principalmente baseadodados moleculares (Faivovich
et al, 2005; Wienst al, 2005; Aguiar Jet al, 2007) e as relagdes filogenéticas entre

seus géneros estdo bem estabelecidas.

Embora, de maneira geral, dados citogenéticos ewditatm sido incluidos em
analises cladisticas (Dobigmy al, 2004), historicamente dentro de Hylidae o niumero
cromossdmico € considerado um importante caractas@®ndmico usado nha
caracterizacdo dstatusde espécies e suas relacoes filogenéticas (DuelldvO;
Bogart, 1973; Faivoviclet al. 2005; Haddackt al., 1994; Pombal & Haddad, 1992).
Possivelmente, uns dos melhores exemplos de conmerou e diversidade
cromossOmica é utilizado como uma evidéncia dedeldilogenética dentro da tribo é
o caso do génerDendropsophugDuellman & Cole, 1965; Bogart, 1973; Duellman,

1967; 1970; 1982; Skuk & Langone, 1992; Kaistal, 1996; Medeirot al, 2003;
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Gruberet al, 2005; Medeiro®t al, 2006). Este género é o segundo mais diversdicad
da tribo e inclui todas as espécies neotropicaigamente alocadas dentro do género
Hyla onde eram conhecidas ou suspeitas de possuioBtbssomos (Faivovicét al,
2005). Porem, apenas 27 espécies do género posdados referentes aos seus
nameros dipldides, ainda ha certos grupos de espéxi minimuse D. garagoensis
dos quais ndo se possuem dados citogenéticos (Bt§@B, Grubeetal., 2005, Skuk

& Langone 1992, Kaisestal., 1996, Nunes & Fagundes, 2008)

Relacbes entre as espécies deste género, baseadasneros cromossoémicos,
sao suspeitadas desde os anos 60 (Duellman & Ca8&; Duellman, 1967). Em anos
mais recentes, o0 numero cromossdmico de 2n = 80n&iderado como uma provavel
sinapomorfia do género, devido a que, o cariotpBehohylapermanece desconhecido
(Faivovich et al, 2005), género que tem sido consistentementéadelacomo grupo

irmao deDendropsophugFaivovichet al, 2005; Wient al, 2006).

Discutir evolucdo cromossémica € dificil devido #&miduta certeza de
homeologia (Dobignyet al, 2004). A pesar disto, os Dendropsophini resultam
excelente modelo para discursar sobre evolucaaiaenos diploides. Os dois géneros
dos quais se carece de informacdes citogenétimsthylae Xenohyla sdo a chave
para discutir sobre homeologia entre espécies dfaredtes niameros diploides. Neste
trabalho sdo apresentados dados citogenéticosaprente desconhecidos Henohyla
e Scarthyla assim como novos dados cariolégicos de espécas gEneros

DendropsophusSphaenorhynchusPseudis
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MATERIAL E METODOS

No presente trabalho sdo apresentados comparatit@rdados citogenéticos
obtidos a partir de analises de 40 espécimes perites as especi&endropsophus
marmoratus D melanargyreusPseudis laevisScarthyla goinorumSphaenorhynchus
caramaschijS. carneusS. dorisaeS. lacteus Xenohyla truncataDados referentes ao
namero de espécimes, sitios de coleta, sexo etreegie tombo encontram-se

detalhados no Apéndice I.

As preparagbes cromossOmicas foram obtidas diretamee partir de medula
Ossea e testiculos (Baldisseraetial 1993) ou a partir de epitélio duodenal (Schmid,
1978). As andlises carioldgicas foram realizadapregando-se técnicas de coloragédo
convencional com Giemsa-Tampédo fosfato (pH 6,8) ®écnicas de coloracéo
diferencial: impregnagdo com AgMNOde acordo comHowell & Black (1980);
bandeamento C segundo descricdo de Sumner (19912yagdo com fluorocromos
CMA3/DAPI de acordo com (Schweizer & Ambros, 199 hibridizagaan situ com
sondas de DNAgss (Viégas-Péquignot, 1992). A localizacdo das regjiteloméricas
foi levada acabo com sondas de teldomero humanaso(@097-DG5) seguindo o

protocolo recomendado pelo fabricante.

O padréo de coloracédo com os fluorocromos CMA3/DidPbbservado em trés
situagdes: celulas sem pretratamento, celulasgr@nte submetidas a procedimentos
de bandeamento C e celulas previamente submetigascadimentos de FISH. O
padrédo de coloragéo foi interpretado segundo adtael®s obtidos por Barrost al.
(2009), segundo os quais marcagoes (+)/(+) e (Eafacteriza regides ricas em CG, e

(-)/(+) caracteriza regides ricas em AT.
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O comprimento porcentual relativo (CR) e o indiemtoomérico (Cl) foram
considerados na caracterizacdo morfométrica dosespacromossoémicos Os
cromossomos mitéticos foram classificados em tawmsnthecrescentes segundo a
nomenclatura sugerida por Green & Sessions (19917)2 entretanto, este critério de
ordenamento foi alterado no intuito de maximizaoeneologia entre os cariotipos aqui
descritos e os descritos por outros autores. Asdagaromossémicas foram tomadas
usando o programa MicroMeasure versao 3.2 (Reevesag, 1999). O numero total de

bracos cromossémicos foram considerados para aalecMNUmero Fundamental (NF).

RESULTADOS

Sé&o apresentados dados citogenéticos de nove espéciencentes aos géneros
Pseudis(P. laevig, Scarthyla(S. goinorunj, SphaenorhynchuS. lacteus S. carneus
S caramaschiie S dorisag, Xenohyla(X. truncatg, e Dendropsophu¢D. marmoratus
e D. melanargyreul oito dos quais representam dados inéditos. Aalikacdes de
NOR, os padrbes de bandeamento C, o padrao deac@torcom fluorocromos e a
localizacdo das sequéncias teloméricas (TTAGGG)taias as espécies analisadas
constituem dados inéditos em cada uma das cog8tsliicariotipicas descritas. O
resultado da analise morfométrica dos caridtipogatia uma das espécies analisadas

encontra-se resumido na Tabela 1.

Pseudiswagler, 1830

As células mitéticas dos espécimes analisaddd teevispossuem um 2n = 24
(NF = 48) com CS e NOR localizadas na regiédo ititéas do brago longo do par 7

(Figura 1). A analise meiotica revelou 12 bivalsnéen todas as células observadas. O
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padrdo de bandeamento C observado nas amostraserspie apenas marcas
intersticiais e teloméricas. A caracterizacao darberomatina com CMA3 indica que
as mesmas sao ricas em bases GC. As NOR tambéisemdaram marcacdo com
CMA3 (+). Entretanto, em procedimentos de FISHeg#des centroméricas da maioria
dos pares cromossomicos resultaram DAPI (+). Oteegudos experimentos de FISH
com sondas teloméricas indicou que as sequéncimnéecas (TTAGGG)

restringiram-se apenas as regioes distais em tmlomossomos do complemento.

A “ (O T I ) ki I% xR Xy i

Figura 1. Caridtipos dePseudis laevis(A) Coloracdo convencional; (B) Padréo de
Bandeamento C. (C) Padréo de coloracdo com CMAS desnaturacéo com (OiBp.
(D-E) Padrdo de coloracdo com CMA3/DAPI apos desagfio com formamida. (F)
FISH com sondas teloméricas (ONCOR). Par portadd@R em destaque. Barra = 10
um
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ScarthylaDuellman & de Sa, 1988

O caridtipo deS goinorum apresentou um 2n = 22 (NF = 48) (Figura 2).
Diascinesis meidticas nos espécimes machos caractn-se por apresentar 11
bivalentes em todas as células. Todos os espéajpnesentaram CS no brago longo do
par 7. As CS coincidem com as marcas observadagxpmimentos de FISH com
sondas de rDNA 18S, uma marca adicional no braggolao par 4 foi observada em
um dos espécimes (Figura 4 E-F). A técnica do kmmdato C mostrou marcas
centromeéricas em todos os pares cromossomicos;tearadas como CMA(+), e
marcas intersticiais nos pares 3 e 4, sendo aepasnCMA (+) e as ultimas DAPI

(+). As NORs foram CMA(+).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A “ ,l‘ € (0 A8 (22| 23 33 ¢ x»

Figura 2. Cariétipos deScarthyla goinorum(A) Coloracdo convencional; (B) Padrédo
de Bandeamento @C-D) Padréao de coloracdo com CMAS/DAPI apos desagéo
com (OH)Ba. (E-F) FISH com sondas de DiNAem espécimes com 2 e 3 marcacgdes.
Par portador da NOR em destaque. Barra grh0
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Tabela 1 Analise morfométrico dos cromossomos das espé&mneasisadas da tribo
DendropsophiniPl: Pseudislaevis Sg Scarthylagoinorum Scm Sphaenorhynchus
caramaschii;Sd S dorisae SlI: S lacteus Scn S. carneus Xt: Xenohylatruncatg

Dma: Dendropsophusiarmoratuse,Dme D. melanargyreusRB = relagao de bragos;
IC = indice centromérico; %set = tamanho relatiVggo: m = metacéntrico, sm =
submetacéntrico, st = subtelocéntrico, t = telaoé@mt* = par cromossOmico portador
da NOR. # = cromossomo B.

Pl

Sg

Scnr

Sd

Sl

Scr

Xt

Dma

Dme

% se
RB
IC

tipo

Par 1

14,00%
1,19+0,0¢
0,46+0,0:

m

14,21%
1,31+0,2.
0,44+0,0-

m

14,50%
1,22+0,0!
0,45+0,0:

m

15,23%
1,24+0,1.
0,45+0,0:

m

15,80%
1,130, 1
0,47+0,0:

m

12,52%
1,57+0,1
0,39+0,0:

m

16,29%
1,10+0,0
0,48+0,0:

m

10,97%
2,88+0,5:
0,26+0,0:

ST

10,77%
2,41+0,2!
0,30+0,0:

ST

% se
RB
IC
tipo

Par 2

10,88%
2,37+0,2:
0,30+0,0:

ST

12,71%
2,04+0,3
0,33+0,0

ST

12,01%
1,55+0,0!
0,39+0,0:

m

11,90%
1,60+0,2(
0,39+0,0:

m

13,37%
1,85+0, 1
0,35+0,0:

ST

12,04%
1,70+0,2!
0,37+0,0:

ST

12,05%
1,55+0,1!
0,39+0,0:

m

10,01%
2,14+0,1
0,32+0,0:

SIr

9,31%
2,04+0,3
0,33+0,0:

ST

% se
RB
IC
tipo

Par 3

11,45%
1,42+0,1.
0,41+0,0:

m

11,56%
1,58+0,2!
0,39+0,0

m

11,03%
1,94+0,3:
0,34+0,0:

SIT

10,88%
2,00+0,4
0,34+0,0-

SIr

11,23%
2,04+0,2!
0,33+0,0:

ST

10,56
2,98+0,4
0,27+0,0!

ST

10,47%
1,65+0,2:
0,38+0,0:

m

9,59%
1,65+0,3
0,38+0,0!

m

9,20%
1,30+0,2!
0,44+0,0:

m

% se
RB
IC
tipo

Par 4

10,10%
1,71+0,1-
0,37+0,0:

118

11,10%
1,81+0,3!
0,36+0,0

ST

10,88%
2,67+0,3!
0,27+0,0:

118

10,38%
2,13+0,4
0,33+0,0-

118

10,11%
3,35+0,9
0,24+0,0t

st

9,79%
2,09+0,2!
0,33+0,0:

ST

9,61%
2,24%0,6:
0,32+0,0!

sir

7,99%
2,96+0,5
0,26+0,0:

sir

8,32%
2,12+0,41
0,33+0,0!

ST

% se
RB
IC
tipo

Par 5

9,51%
1,55+0,1!
0,39+0,0:

m

11,10%
2,40+0,5
0,30+0,0-

ST

9,79%
1,970, 1
0,34+0,0:

118

9,90%
1,68+0,2.
0,38+0,0:

m

9,95%
1,95+0,4:
0,34+0,0:

ST

9,01%
2,18+0,3
0,32+0,0-

ST

9,13%
1,84+0,2
0,36+0,0:

ST

7,01%

16,78+4,3

0,06+0,0:
t

7,33%
7,22+2,8l
0,13+0,0-

t

% se
RB
IC
tipo

Par 6

8,09%
2,96+0,4!
0,26+0,0:

ST

10,09%
1,92+0,4!
0,35+0,0!

ST

8,20%
3,62+0,4-
0,22+0,0:

st

8,07%
2,55+0,3¢
0,28+0,0:

118

7, 14%
3,68+1,3:
0,23+0,0!

st

8,05%
1,88+0,3!
0,35+0,0-

ST

8,60
2,42+0,41
0,30+0,0-

ST

6,58%

16,27+6,5

0,07+0,0:
t

6,94%
7,62+1,7
0,12+0,0:

t

% se
RB
IC
tipo

Par 7

7,10%
1,73+0,5!
0,38+0,0°

m*

6,98%
1,49+0,2
0,41+0,0

m*

6,57%
1,3940,2:
0,42+0,0-

m*

6,25%
1,28+0, 1t
0,45+0,0:

m*

6,60%
2,13+0,3:
0,32+0,0:

sm*

7,34%
2,42+0,4
0,30+0,0!

ST

6,52%
1,52+0,2
0,40+0,0-

m*

6,04%

12,93+4,1

0,08+0,0:
t

6,47%
8,08+1,9!
0,12+0,0:

t

% se
RB
IC
tipo

Par 8

6,88%
1,30+0,2
0,44+0,0!

m

6,31%
1,42+0,2
0,42+0,0:

m

6,25%
1,71+0,2:
0,37+0,0:

SIr

6,31%
1,33+0,2.
0,43+0,0-

m

5,93%
2,31+0,5:
0,31+0,0!

ST

6,33%
1,78%0,3
0,36+0,0:

sm*

6,11%
1,34+0,2!
0,43+0,0!

m

6,85%
1,45+0, 1t
0,41+0,0:

m

7,13%
1,40+0,1!
0,42+0,0:

m

% se
RB
IC
tipo

Par 9

6,70%
1,36+0,2.
0,43+0,0:

m

5,88%
1,52+0,2
0,40+0,0-

m

5,89%
1,10+0,0
0,48+0,0:

m

6,04%
1,27+0,1
0,44+0,0:

m

5,57%
1,37+0,1!
0,42+0,0:

m

6,34%
1,54+0,2
0,40+0,0

m

5,74%
1,44+0,3!
0,42+0,0!

m

6,27%
1,46+0,4
0,42+0,0t

m*

6,49%
1,18+0,1!
0,46+0,0:

m*

% se
RB
IC

tipo

Par 10

6,59%
1,22+0,2!
0,45+0,0:

m

5,48%
1,38+0,2
0,43+0,0!

m

5,51%
1,41+0,2.
0,42+0,0-

m

5,63%
1,39+0,3.
0,43+0,0!

m

5,16%
1,42+0,4.
0,42+0,0:

m

5,95%
1,20+0,1
0,46+0,0:

m

5,35%
1,54+0,2:
0,40+0,0:

m

6,22%
1,50+0,3:
0,40+0,0!

m

6,26%
1,22+0,2:
0,45+0,0-

m
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Tabela 1 Continuacao.

Pl Sg Scir Sd Sl Scr Xt Dma Dme
9 %se 657% 5,06% 5,28% 5,43% 5,02% 4,97% 5,29% 5,36% 5,20%
ol RB 1,43+0,4! 1,42+0,2° 1 37+0,1( 1,28+0,1{ 1,44+0,2. 1,26+0,1" 1,51+0,3. 1,24+0,1( 1,27+0,1:
O |C 042+00 0,42+0,0- 0,42+0.0: 0,44+0,0. 0,41+0,0: 0,440,0. 0,40+0,0! 0,45+0,0: 0,440,0:
tipo m m m m m m m m m
N % se  6,13% 4,60% 4,72% 4,21% 4,52% 4,83% 4,95% 5,01%
‘: RB 1,41+0,3! 1,71+0,1! 1,43+0,2: 1,74+0,21 1,27+0,1! 1,45+0,2. 1,25+0,1( 1,22+0,1(
6_5 IC 0,42+0,0! 0,37+0,0: 0,41+0,0. 0,37+0,0: 0,44+0,0! 0,41+0,0- 0,45+0,0: 0,45%0,0:
tipo m s m s m m m m
m % se 1,44% 3,72% 4,39% 5,16%
Z RB o 1,69+0,2: 8,62+3,3 4,58+1,0(
Q“_S IC 0,0C 0,37+0,0: 0,13+£0,0¢ 0,18+0,0:
tipo t# sm t st
< % se 4,30% 4,73%
“ RB 1,52+0,2¢ 1,27+0, 1!
& Ic 0,40+0,0! 0,44+0,0:
tipo m m
n % se 3,48% 4,54%
“ RB 7,62+1,6° 4,18+1,4(
& 1c 0,12+0,0: 0,21+0,0!
tipo t st
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Sphaenorhynchugd'schudi, 1838

Trés das quatro espécies analisadas do géBeoar@maschii S. dorisaee S.
lacteug apresentaram um cariétipo composto por 12 parasamossémicos com dois
bragcos (2n = 24; NF = 48) (Figuras 3, 4 e 6). Jaesgécimes de&s carneus
apresentaram um cariétipo compostos de 26 cromassé@m = 26; NF = 52) (Figura
7). Em alguns espécimes 8edorisaeforam observados um ou dois cromossomos B;
de morfologia telocéntrica e com heteropicnoses(Kiyura 7). Nas diacineses dos
espécimes com 2 B, os mesmos foram encontrados ooialentes, associados ou
como bivalentes; ndo foi observada a acumulacaesiesomossomos nas células em
metafase Il meidtica (Figura 5). Nas espécies com22 as CS e as NOR foram
identificadas na regido intersticial do brago longopar 7. Entretanto, eB carneusas

NOR se localizaram na regido pericentromérica d@g&igura 7, em destaque).

A“ IR NI
B“ §8 83 U0 B8 00 |aslsx 2z 3z ex as

Figura 3. Caribtipos observados efphaenorhynchusaramaschii (A) Coloracdo
convencional; (B) Padrdo de Bandeamento (C-D) Padrdo de coloracdo com
CMAGS/DAPI: apos desnaturagdo com (@BH. (E) FISH com sondas teloméricas
(ONCOR). Par portador da NOR em destaque. Bari@uml
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Figura 4. Cariotipos deSphaenorhynchus dorisa@A) Coloracdo convencional; (B)
Padrdo de Bandeamento C. (C-D) Padrédo de coloraggo CMA3/DAPI apos
desnaturacdo com (OjBa. (E-F) FISH com sondas de DNA e com sondas
teloméricas (ONCOR). Par portador da NOR em destd8arra = 1Qum

Figura 5. Sphaenorhynchusdorisae Comportamento meiético em individuos com dois
cromossomos B em diascinesis [associacdo (a), lantes (b) ou bivalentes (c)] e
Metéafase Il [1B (d); OB (e)]. Barra= 10 pm.
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O padréo de distribuicdo de heterocromatina mostrressantes diferencas
entre as espécies analisadas. &maramaschiiapenas foi evidenciado um bloco de
heterocromatina associado as NOR, o qual apresemoctacdo CMADAPI (+) (rico
em bases CG). ErmS. carneuse S. dorisae a heterocromatina € predominantemente
centromerica (Figura 4 e 7). Marcas adicionaisnoabservadas na regiao intersticial
do braco corto do par 12 & carneuse no telomero do braco curto do par 11de
dorisae Os cromossomos B desta Ultima sdo completamegiterocromaticos. A
coloracdo com fluorocromos caracterizou todas estgi®es como ricas em CG. Por
outro lado, emS lacteus foi detectado um rico padrdo de distribuicdo de
heterocromatina, com marcacdo em todos 0s cento@menarcas intersticiais nos
bracos curtos dos pares 5 e 12, e nos bracos lalogogares 2-3, 7, 10 e 12, e marcas
telomericas nos bracos longos dos pares 2-8. Actesizacdo dos tipos de
heterocromatina com fluorocromos identifica as Gegicentromericas e NOR como
ricas em CG, e as marcacoes intersticiais e distam regides ricas em AT (Figura 8).
Os experimentos de FISH com sondas teloméricasamaas regides distais de todos os
pares cromossOémicos em todas as espécies analisapessantemente, sinais em
blocos ao longo do bracgo curto do par 2 foram ofasters ent. lacteus(Figura 61). Por
outro lado, os cromossomos B encontradosSenorisae apresentam na regido distal

intensos sinais de sequéncias teloméricas (Fidtra 4

96



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A ,( " 1R B8 64 35 45 xx 3z sx as

B

Bh .A.)s n“ ﬁq !H AN nAa 5 A M e Fy . »

Figura 6. Caridtipos observados er®phaenorhynchudacteus (A) Coloracdo
convencional; (B) Padrdo de Bandeamento C. (C-Hjrd®a de coloracdo com
CMA3/DAPI: (C-D) apos desnaturacao com (@B, (E-F) sem pre-tratamento, e (G-
H) apos desnaturacdo com formamida em procedimeeté$SH. (I) FISH com sondas
teloméricas (ONCOR). Par portador da NOR em destaBarra = 10um.
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Figura 7. Cariotipos deSphaenorhynchus carneu@\) Coloracdo convencional; (B)
Padrédo de Bandeamento C. (C-F) Padrao de colomgaoCMAS3/DAPI: (C-D) apos
desnaturacdo com (OiBa, e (E-F) apos desnaturacdo com formamida. (S Flom
sondas teloméricas (ONCOR). Par portador da NORestaque. Barra = 10m

Xenohylalzecksohn, 1998

Os espécimes analisadosXidéruncataapresentaram um cariotipo composto por
24 cromossomos com dois bragcos (NF = 48) (FigurdaBela 1). CS e NOR foram
identificadas em posicao distal no braco longo do7 A técnica do bandeamento C
revelou heterocromatina em todas as regides ceetrogs. A caracterizacdo com
fluorocromos indicou que estas regides sao ricabagas CG. Marcas adicionais DAPI
(+) foram observadas no bracgo curto do par 11.aé¥perimentos de FISH com sondas

teloméricas apenas sinais distais em todos os$agmossémicos foram observados.
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Figura 8. Cariotipos deXenohyla truncata(A) Coloracéo convencional; (B) Padrao de
Bandeamento C. (C-F) Padrdo de coloragdo com CMABID (C-D) apos
desnaturacdo com (OiBa, e (E-F) apos desnaturacdo com formamida. (S Flom
sondas teloméricas (ONCOR). Par portador da NORestague. Barra = 10m

Dendropsophug-itzinger, 1843

As duas espécies aqui analisad@s, marmoratus e D. melanargyreus
apresentaram um cariotipo composto por 30 cromossd@én = 30, NF = 50) (Figuras
9 e 10). As diascinesis meioticas nos espéecimehasaapresentaram 15 bivalentes.
Constricoes secundarias (CS) localizaram-se noodoago do par 9. A impregnacao
com AgNGQG e experimentos com FISH indicam que as NORs siéeidentes com as

CS (Figuras 9 e 10, em destague). Ambas as espmiesentaram heterocromatina

99



predominantemente centromerica, com bandas i@isti adicionais emD.
marmoratus (Figuras 9B e 10B). A caracterizacdo da heteroatimma com o0s
fluorocromos CMA3/DAPI ((+)/(+) e (+)/(-)) indicogue estas regides sdo ricas em
CG. Marcas de CMA3 néo associadas a marcas do &raedéo C foram observadas
nas NOR em ambas as espécies. Os experimentosocmiasstelomeéricas localizaram

as mesmas nas regides distais em todos 0s panegss@micos.

3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

1 2
SR N NN IR T
B ]

Figura 9. Cariétipos debendropsophus marmoratugA) Coloragcdo convencional; (B)
Padrédo de Bandeamento C. (C-F) Padrao de colomgaoCMAS3/DAPI: (C-D) apos
desnaturacdo com (OiBa, e (E-F) apos desnaturacdo com formamida. (S FEom
sondas teloméricas (ONCOR). Par portador da NORestague. Barra = 10m
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Figura 10. Cariotipos debendropsophus melanargyrey#®) Coloracdo convencional,
(B) Padrao de Bandeamento C. (C-F) Padrdao de cdloraom CMA3/DAPI: (C-D)
apos desnaturacdo com (QBR, e (E-F) apos desnaturacdo com formamida. (SHFI
com sondas teloméricas (ONCOR). Par portador da Bi@Restaque. Barra = ubn
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DISCUSSAO

Os dados citogenéticos registrados em todos ogagnee compdem a Tribo
Dendropsophini revelam uma grande diversidade tfjpiga. Atualmente se conhecem
dados citogenéticos de 66 das 218 espécies quebeamp grupo. A variacdo nos
nameros dipléides vao desde 2n = 22 oarthylagoinoruma 2n = 30 nas espécies
estudadas do génedendropsophugBogart, 1973; Grubeet al. 2005; Nunes &

Fagundes, 2008).

No géneraScinax 19 das mais de 90 espécies foram estudadascaiandelas
apenas com técnicas convencionais (Barrio & PagoRubel, 1970; Baldisseret al.,
1993; Bogart, 1973; Duellman, 1967; Nunes & Fagsn@®08; Pombal et al., 1995;
Rabelloetal., 1971). Os dados citogenéticos indicam um 2n,=@vh cariotipos muito
semelhantes entre as espécies estudadas. Emblisasafi@genéticas que empregaram
alguns caracteres citogenéticos evidenciaram @exis de diferencas cromossémicas
discretas (morfologia do par 1 e posicao da NOReaws principais ramoss( rubere
S. catharinag que agrupam as espécies do génBoinax (Faivovich, 2002), é
necessario uma avaliacdo mais abrangente com aSaécbandeamento cromossémico

nas espécies que compdem este género.

De todas as espécies reconhecidas no géRseudis apenasP. cardosoi
apresenta um numero dipléide divergente de 2n =a&fjgem do 2n = 28 observado
nesta espécie foi explicada por dois eventos dédsscéntricas a partir de um cariétipo
de 12 pares cromossdmicos (Busiral. 2001, 2008). A maioria das espécies apresenta
as NOR no par 7. A posicédo dcardosoino par 5 deve ser considerado homeologo
ja que deve-se aos reordenamentos antes menciortaclostanto, a localizacdo da

NOR no par 6 observada e caraya é uma autapomorfia da mesma (Busiral.,
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2006). Localizacbes adicionais dos genes ribossi@mioram observadas erR.
bolivianus(1q e 8q) €. caraya(7q) (Businet al. 2006). Os dados aqui apresentados
mostraram qué&carthylagoinorumcompartilha com a maioria das espécie®seudis

a localizacao destas regides no braco longo d@.par

O bandeamento C nas espécies dos gérfecasthyla e Pseudis(excetoP.
laevig apresenta marcas céntricas em todos seus pam@eszOmicos (Busiet al.,
2001, 2006, 2008). Marcas intersticiais e distaicianais presentes nos pares
cromossOmicos maiores dos caridtipos das espée@ePsdudis apresentam uma
distribuicdo coincidente com a hipoteses filoger@élevantada por Aguiar &t al.
(2007). Segundo esses autores existem trés grugusdefinidos. O ramo formado
pelas espécied. minuta + P. cardosoi apresentam um bloco heterocromatico
intersticial no brago 2p, ndo observado nas deasgigcies (Busiatal., 2001). Embora
0 ramo gue contém as espécies antigamente alonadgénerd_ysapsugP. laevis +
[P. caraya+ [P. limellum + P. bolivianug]) apresentam padrées com muitas marcas
telomericas e intersticiais, a marcacao interdtictabraco 1p e terminal no braco 2p
estdo presentes apenas nestas espécies (Buain 2006). Finalmente o ramo que
contém as especies restanteB. flusca + P. tocanting + [P. bolbodactyla+ [P.
platensis + P. paradoxd]) apresenta um padrdo que inclui, alem das marcas
centromeéricas, bandas teloméricas nos pares 2@ Gg em todos seus integrantes

(Businetal., 2008).

Outra particularidade citogenética observada nemgédPseudisé a presenca de
um sistema cromossdmico de determinacdo sexualpdeZZ/ZW em P. tocantins
(Busin, et al., 2008). Embora tenham sido relatados heteromeoBsde tamanho,

relacionados a amplificagcbes de sequéncia ribogs@mobu da heterocromatina
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associada, no mesmo par cromossOmico em outrasiesg® género, estas diferencas
nao se correlacionam ao sexo dos espécimes amaigBdsinet al., 2001, 2006,
2008). Contudo, novas populacbes e amostras coponmies sexuais equitativas

precisam ser avaliadas para corroborar esses dados.

O géneroSphaenorhynchysno qual se conhecem dados de cinco das 14
espécies descritas, apeimasarneus(2n = 26) difere das demais espécies estudadas que
apresentam um 2n = 24 (Foresti, 1972). As origeestad diferencas de numero
diploide nédo sédo evidentes a partir dos resultaoltigdos com as técnicas aqui
empregadas, por tanto, sdo necessarias técnicas resalutivas para identificar a
origem das mesmas. D& planicola se conhece apenas o0 cariotipo convencional,
composto de 24 cromossomos de dois bragos, nétindrislados sobre a localizacao
das CS, NOR e o padrédo de bandeamento C (For@sfl).1Similarmente ao observado
nos génerosScarthyla e Pseudis as espécies d8&phaenorhynchugom 2n = 24
estudadas no presente trabalho também apresent&iddalizadas no par 7 (7q €mn
caramaschiie S. lacteus e 7p enS dorisag. Entretanto, en®. carneusesta regido se
localiza pericentromericamente no par 8q. A pais dados aqui apresentados é dificil
determinar homeologias deste par 8ntarneus por tanto, resulta necessario estudos
em mais espécies ou técnicas de maior poder deigdspcomo pintura cromossémica,

para poder compreender a origem desta diferenca.

Os padrdes de distribuicdo de heterocromatina whdes apresentam grandes
diferencas entre as espécies estudadass Earamaschiiobservou-se apenas um bloco
de heterocromatina associado a NOR;®roarneusmarcas centricas nos pares 6-13,;
emS dorisaemarcas centricas em todos 0os cromossomos; anpgmét,S. lacteuscom

um rico padrdo que inclui marcas centricas em togsSCromossomos e marcas
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intersticiais e/ou teloméricas em muitos deles. @&mba caracterizacdo com o0s
fluorocromos CMA3/DAPI nesta ultima espécie geratainformacéo sobre os tipos e
distribuicdo da heterocromatina, a pouca heteroatioa presente nos cariotipos das
outras espécies estudadas impede uma analise aiwparofunda. Novos estudos nas
demais espécies do género provavelmente forneaEdos que permitam levantar

hipoteses baseados nestes caracteres.

A presenca de cromossomos supranumerarios em [peagitaini foi observada
em uma das populacdes estudadaBetedropsophus nanude morfologia telocéntrica
e eucromatico (Medeirogt al., 2006; Green, 2004). Os cromossomos B presenies e
alguns espécimes d& dorisaetambém apresentam uma morfologia telocéntrica, mas
com um elevado grau de heterocromatinizacdo (CMABID++, rico em bases CG) e
blocos distais de sequéncias teloméricas (TTAGU®). ambos 0s casos, a origem

destes cromossomos extras permanece desconhecida.

Os dados citogenéticos para o génenohylaindicam um complemento
cromossémico composto de 12 pares de cromossomdsigieracos em espécimes de
X. truncata muito semelhante aos observados em espécies andtipps 2n = 24
presentes na maioria das espécies estudadas da®gBphaenorhynchue Pseudis
(Busin et al., 2001, 2006, 2008, Foresti, 1972). Similarmeiste,NOR também se

localizam no par 7.

No géneroDendropsophusse conhecem dados citogenéticos de 26 das 91
espécies que atualmente o compdem (Anderson, Be@hrt, 1973; Duellman & Cole,
1965; Foresti, 1972; Grubet al., 2005; Kaiserret al., 1996; Medeiroset al., 2003,
2006; Rabello; 1970; Skuk & Langone, 1992). Apeathais dos nove grupos de espécies

nos quais estdo distribuidas a maioria das espéciegénero ndo possuem dados
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citogenéticos publicados (Grupos@ecolumbianuse D. gargorensi3. Todos os dados
disponiveis, junto aos dados aqui apresentadosugm grmao Kenohyla apontam o
2n = 30 como uma sinapomorfia BendropsophugFaivovich, et al., 2005; Wienst

al., 2005). Embora todas as espécie®derdropsophugstudadas apresentem o mesmo
namero dipléide, existe uma grande variacdo emcdelaao numero de pares
cromossomicos com morfologia telocéntrica, o qugblica variacdes nos NF de 50
(cinco pares telocéntricos) a 60 (apenas cromossa@alois bracos). Em cinco grupos
de espécies foram observados cariétipos apresentamdesmo NF. Cariotipos com
cinco pares de cromossomos telocéntricos (NF fd58jn observados nas espécies dos
gruposD. labialis (D. labialis) e D. marmoratus(D. marmoratus D. melanargyreuse

D. nahderer) (Bogart, 1973; Grubeet al., 2005). Na situacdo oposta, cariotipos
compostos apenas de cromossomos de dois bracas) &drservadas em espécies dos
gruposD. minimus(D. leali) e D. minutus(D. minutug (Bogart, 1973; Grubeet al.,
2005; Rabello, 1970). No grufia parvicepsas duas espécies estudadagp@rvicepse

D. micropg apresentaram quatro pares de cromossomos taico8ntcom NF = 52
(Bogart, 1973; Grubeet al., 2005). Uma situacdo mais complexa € observada no
grupos D. leucophyllatuse D. microcephalus que possuem o maior numero de
descricbes cariotipicas. No primeiro deles, estudnwgenéticos revelaram
complementos cromossomicos com NF = 52 [@melegans(Gruberet al., 2005),
NF=54 emD. leucophyllatugBogart, 1973; Foresti, 1972), e NF = 58 Bmancepse

D. ebraccatugBogart, 1973; Foresti, 1972; Kaisetral., 1996). Finalmente, no grupo
D. microcephalusque retine o maior numero de espécies do génenmaior nimero
de espécies com descricBes cariotipicas, as vadagd NF incluem variagfes tanto
inter como intraespecificas. Neste grupo as dif@eintraespecificas foram registradas

nas espécied. bipunctatus (Bogart, 1973; Foresti, 1972) B. microcephalus
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(Anderson, 1991; Bogart, 1973; Kaisgral., 1996) que apresentam um NF = BB;
meridianus(Bogart, 1973)D. phlebodegKaiseretal., 1996) eD. rhodopeplugKaiser
etal., 1996) um NF = 5@D. branneri(Foresti, 1972; Skuk & Langone, 199P), cruzi
(Gruberetal., 2005),D. decipiengBogart, 1973; Foresti, 1972). elianae(Gruberet

al., 2005),D. oliverai (Foresti, 1972), ®. rubicundulus(Bogart, 1973; Grubeet al.,
2005) um NF = 54. Entretanto, € berthalutzagoram registrados NF = 54 (Skuk &
Langone, 1992) e NF = 52 (Grubstral., 2005) em diferentes populacdes. Finalmente,
emD. nanuse D. sanborniforam descritos cariotipos com NF = 50 e 52 (Boded73;
Gruberet al., 2005; Medeirost al.,, 2003, 2006; Rabello; 1970; Skuk & Langone,
1992). Neste caso, provaveis identificacfes ermeaidas as grandes semelhancas
morfologicas entre ambas as espécies, somado@mddaterem simpatricas em grande
parte da sua distribuicdo (Langone & Basso, 198@flem ser as origens de tais

discrepancias.

De acordo com a diversidade de NF observada n&siespestudadas, as NOR

em Dendropsophugambém apresentam uma interessante diversidadeclegéo a
namero e localizagdo. No grupo marmoratusestas regides foram observadas no par 1
(D. nahderer) e no par 9. marmoratuse D. melanargyreug no grupoD. minutusno
par 13 D. minutug; no grupoD. parvicepsforam observadas no par 1D. (nicrops;

no grupoD. leucophyllatusnos pares 100 eleganse D. ebraccatuy e 13 D.
ebraccatu¥ e, no grupd. microcephalusio par 7 D. rubicundulu3, 11 ©. elianag,

12 ©. sanborn), 13 O. microcephalusD. oliverai, D. phlebodes D. nanug, 14 O.
cruzi), e no par 15 [§. berthalutzag (Gruber et al.,, 2005). Diferencas inter-
populacionais nos pares 10 e 13 foram observadab.edbraccatus(Kaiser et al.,
1996). NOR multiplas foram observadas Brrelegans(pares 10 e 14) e eB. nanus

(pares 1, 5, 6, 12 e 14) (Gruleal., 2005; Medeirogtal., 2003).
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Embora um menor nimero de espécies tenha sidoadwatiom técnicas de
bandeamento C, os padrdes de distribuicdo de bebdenatina apresentam uma menor
diversidade, sendo predominantemente centroméntdodas as espécies estudadas
(Gruberetal., 2005; Kaiseetal., 1996). O emprego de fluorocromos base-espesifico

tem caracterizado estas regides como ricas em @& ¢Kaiseretal., 1996).

Considerando a excepcional variacdo cromossomisaredda neste grupo, a
formulacdo de hipdteses consistentes sobre os taspeeferentes a evolucao
cromossOmica do grupo precisa do preenchimentoodeaspectos fundamentais: por
um lado um maior nimero de taxons terminais precser avaliados conjuntamente, e,
por outro, técnicas que permitam identificar comiomagrecisdo as homeologias
cromossOmicas, como pintura cromossémica, GISHri¢lidacdo gendmican situ),
entre outros. Isto permitira ampliar nosso conheotm sobre estas caracteristicas

genético-evolutivas dos cromossomos na divers#icap grupo.
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Apendice 1 Especimens analizados da Tribo Dendropsophini.

Dendropsophus marmorates BRASIL: Para: Municipio Juruti, Acampamento Bzso, PS 429, 437-8,
456; Platd Capiranga, PS 524-5; Igarapé PrudéREEH86.

Dendropsophus melanargyreds BRASIL: Para: Municipio Belém, llha de CotijubRS 45, 47-8;
Municipio Carajas, Serra Sul, PS 763.

Pseudis laevis—BRASIL: Para: llha de Marajo, Municipio Soure,Use, PS 529, 532, 536, 542-4, 546-
50.

Scarthyla goinorurr—BRASIL: Acre: Municipio Cruzeiro do Sul, Comunidia Praia Grande: PS 892,
895, 898.

Sphaenorhynchus caramaschiBRASIL: Sdo Paulo: PS 925.

Sphaenorhynchus carnessBRASIL: Acre: Municipio Cruzeiro do Sul, ComunidadPraia Grande: PS
893, 897.

Sphaenorhynchus dorisaeBRASIL: Acre: Municipio Cruzeiro do Sul, ComunidadPraia Grande: PS
891, 894, 896, 899.

Sphaenorhynchus lacteusBRASIL: Para: Municipio Ananindeua, Conj. Levylaad PS 753, 868;
Municipio Santa Barbara, Santa Barbara, PS 40. difini Maraba, Maraba, PS 856, 859.

Xenohyla truncata—BRASIL: Rio de Janeiro: Municipio Marica, Restinda Marica: CFBH 23532-3,
24625.

115



CONSIDERACOES FINAIS e CONCLUSOES

De maneira geral, os dados cromossémicos levan&dosada um dos grupos
abordados neste trabalho, apontam a existénciandeelevada diversidade cariotipica
em cada um dos mesmdsptodactylus2n = 18-26 e NF = 36-48; Lophiohylini: 2n =
22-28 e NF = 44-52; e, Dendropsophini: 2n = 22-30lFe = 44-60). As técnicas
citogenéticas empregadas foram concluintes emaelags mecanismos responsaveis
desta diversidade apenas em situacdes pontuass &ds decorrentes de eventos de
fissbes cromossomicaPgeudiscardosoie Osteopilusbrunneu$, seguidas em alguns
casos de inversdes pericéntric@steocephalubuckleyie Osteopiluswilderi). Porém,
na maioria dos casos, as possiveis explanacfes @®lmnecanismos responsaveis pelas
diferencas cromossdmicas observadas e, conseqigrieeno estabelecimento dos
estados de caracter, ficaram limitadas pela fabacreta de evidéncias sobre
homeologia cromossdmica entre cariétipos com gramiferencas morfologicas. Por
tanto, a formulac&o de hipdteses nao especulaola® aspectos referentes a evolucao
cromossOmica nestes grupos depende de um maior roldee tAxons terminais
avaliados conjuntamente e/ou técnicas que permdantificar com maior precisdo as
homeologias cromossémicas, como pintura cromossomiBISH (hibridizacéo

gendmicain situ), entre outros.

Capitulo |

A presenca de cromossomos telocéntricos € umateestica aparentemente
compartilhada pela maioria das espécies do subgéitbodytes sendoL. lineatusa
Unica espécie sem cromossomos telocéntricos. Aeroridestas diferencas permanece

desconhecida.
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* A maioria das espécies contidas no subgéhepiodactylusapresentam uma
constituicdo cariotipica muito semelhante (2n =I4B;= 44), sendo que as diferencas
cromossOmicas mais conspicuas se referem a predengemossomos telocéntricos
em algumas espécies do grupelanonotug2n = 22; NF = 36).

e Em L. latinasus a morfologia subtelocéntrica do par 5 e a mogiao
telocéntrica do par portador da NOR séo possivdagpamorfias da mesma. Entretanto,
estudos citogenéticos em espécies proximas, dangaatingae sdo necessarios para
confirmar o estado destes caracteres.

« Em espécies do grupmentadactylusa localizacdo da NOR no par 3 € uma
possivel autapomorfia de rhodomystaxPor outro lado, sua presenga no par 2 parece
ser uma provavel sinapomorfia compartidalpasyphaxe L. laticeps

« Em L. fuscus diferencas inter-populacionais relacionadas adrgm de
bandeamento C sugerem que uma série de espégigsasriestariam agrupadas dentro

deste taxon.

Capitulo 1l

e O 2n = 24 (NF = 48) constitui a situagdo mais comabservada em
Lophiohylini.

» Mais espécies do géne@isteocephaluprecisam ser analisadas com o intuito de
corroborar se o0 rearranjo cromossomico identificagim O. buckleyi € uma
autapomorfia da mesma ou uma caracteristica coifhpde por outras espécies.

* Os dados inéditos aqui apresentados para o g&isitodytes considerado o

grupo mais basal da tribo nas hipéteses filogeagtiisponiveis, apontam um 2n = 22
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em P. edelmoi Esta caracteristica poderia representar umavasbssinapomorfia do
género, ou alternativamente, uma autapomorfiB.aelelmoi Mais espécies do género
precisam ser avaliadas para determinar o signdiceas dados aqui apresentados.

* As NOR e as CS na maioria das espécies analisadexalizam no par 11.
Entretanto, enfP. edelmoie Argentohyla siemersi pederserssas regides localizam-se
nos pares 2 e 5, respectivamente. Brngentohylaa posicdo das NOR pode ser
considerada uma autapomorfia. Entretanto, anaéisesnais espécies dehyllodytes
Sao necessarias para confirmar o estado desteerarac

* As CS adicionais observadas em espécie®steocephalug Trachycephalus
ndo estdo associadas a posicdes suplementaresnde gleossémicos. Entretanto,
blocos heterocromaticos DAPI (+) foram associado8 & adicionais (sitios frageis) em
Osteocephalygnas nao erirachycephalus

 Na maioria das espécies analisadas, o padrao diedraento C apresenta
escassa heterocromatina, freqiientemente restritegéies centromeéricas. Apenas em
Osteocephalusxistem padrdes de distribuicdo de heterocromdifeaenciais entre os

tAxons analisados.

Capitulo 111

* Os dados citogenéticos registrados em todos ogagnee compdem a Tribo
Dendropsophini revelam uma elevada diversidadeotfpica. Variacdo nos numeros
diploides que vao desde 2n = QRarthyla 2n = 24 enfScinaxe Xenohyla 2n = 24, 24
+1-2B e 26 emSphaenorhynchys2n = 24 e 28 enPseudis e, 2n = 30 em

Dendropsophus
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* A descricdo do cariotipo deenohyla(género irmédo d®endropsophuyscom 2n
= 24, e a descricdo de cariotipos de espéciesdo raais basal d®endropsophus
(grupo D. marmoratu} sugere que o 2n = 30 é uma sinapomorfidddadropsophus
No qual, a avaliagdo de caracteres cromossémidasioeados ao numero de pares
telocéntricos e localizacdo das NOR, num maior mande espécies podera fornecer
informacdes filogenéticas importantes no esclarestmdas relacdes entre os diversos
grupos de espécies do género.

* A localizacdo das regides organizadoras dos nodéMOR) no par 7 € uma
caracteristica compartilhada pelas espécies esiadbit génerdscarthylae Xenohyla
e pela maioria das espécies analisadas dos gé@rszadise Sphaenorhynchus

« O g¢énero Sphaenorhynchus apresenta uma interessante diversidade
cromossOmica, com padrdes variaveis de distribuifibeterocromatina, presenca de
blocos intersticiais de sequéncias teloméricasZmheS. lacteuy, diferencas de numero
dipléide (2n = 24 a 2n = 26) e a presenca de creamses B com sequéncias
teloméricas amplificadas. A inclusdo de mais egsedeSphaenorhynchusm estudos
citogenéticos sera de grande interesse para esaias relacdes filogenéticas entre as
espécies do género, assim como para identificagar das diferengcas cromossémicas
observadas.

» Analises populacionais sobre o comportamento dosa@ssomos B encontrados
em S dorisae serdo de grande interesse no intuito de determénadinamica
populacional destes elementos, assim como, fornadéios que possam ajudar no

esclarecimento das origens dos mesmos.
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ANEXO - METODOLOGIAS

PROCESSAMENTO CITOGENETICO DAS AMOSTRAS

Obtencéo direta de cromossomos a partir de medulaséea

Os cromossomos foram obtidos pela técnica de Fokherton (1956), com
modificacdes. Primeiramente, injetou-se intrapagtdmente colchicina 0,5% aquosa
0,1 mL x 5 g de peso do animal, por 2-4 horas atiéemorte do mesmo. Apds este
periodo, o animal foi morto por sobre-dosagem dechina (20 mg/mL) injetada
intraperitonealmente. Utilizando material cirdrgi@xtraiu-se um fémur, que foi
colocado em uma placa de Petri contendo 5 mL desatugdo hipotonica de Cloreto
de Potassio (KCI, 0,075M). As epifises foram catad a medula extraida por jatos da
solucéo hipotdnica. Uma vez que a medula éssesefimrada, esta foi colocada em um
homogeneizador a fim de obter uma correta desagfiegéda mesma. Apos a completa
separacao celular, incubou-se a temperatura armelpemt50 minutos. Apos o periodo
de hipotonia foi acrescentado 1 mL de fixa@arnoy gelado (metanol e acido acético
glacial em proporcéo 3:1). Posteriormente, o matési centrifugado a 1000 rpm por 7
minutos, o sobrenadante desprezado e o sedimessigspEenso com pipeta Pasteur em 5
mL de fixador (3:1). Este procedimento de fixac@ogpessiva foi repetido mais duas
vezes, sendo que na ultima vez, ap0s desprezabrensmlante, acrescentou-se uma
pequena quantidade de fixador (3:1) para que aessép celular apresentasse uma

concentracdo adequada.

Preparacdo de cromossomos mitéticos de intestino

O protocolo usado nesta técnica é o proposto pdmmisc (1978), com
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modificacdes. Do espécime previamente colchicimizGdde método para obtencéo
direta de cromossomos) extraiu-se o intestino eli-&er o mesmo em placa de Petri,
lavando-o em &gua destilada. Posteriormente, caleeoem uma placa de Petri
contendo solucdo hipotdnica de Cloreto de Pot§$&@, 0,075M) por 40 minutos,

apos o que transferiu-se para eppendorff contemdddr Carnoy (3 metanol: 1 acido

aceético glacial). Apos duas lavagens com fixadanaterial foi preservado a -8°C.

Preparacdo de cromossomos meidticos
A técnica descrita na continuacao segue basicaraanetodologia proposta por

Balsissera-Jet al (1993). Ap06s a morte induzida do animal (vide adét obtencéo
direta de cromossomos) ambos os testiculos fordrades e colocados em uma placa
de Petri contendo solucdo hipoténica de Cloreto Rigassio (KCI) 0,06 M.
Posteriormente, realizam-se varios cortes com tasauim de dispersar o conteudo
interno do 6rgdo na solucéo, apds o que o maferiablocado em um homogeneizador
de vidro para obter uma suspensao celular homogEmedmente, apds incubacao por
1 hora a temperatura ambiente, procedeu-se segupadiiocolo descrito na preparagcao

direta de medula 6ssea, com fixagc&o progressiva.

TECNICAS CITOGENETICAS
Preparacdo citologica de laminas

As laminas foram vigorosamente lavadas com soldedetergente Extran 2%
e mantidas refrigeradas na geladeira em uma solig@bcool etilico e éter etilico (em
proporcdo 1:1). Visando obter uma distensdo crodmogs Otima na superficie da

lamina, foram usados diversos métodos de preparad@oendendo do grau de
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hipotonia alcancado na preparacao das suspendkeses o tamanho cromossomico e
o numero dipldide da espécie. Gotejo em frio, geiesmtn metanol, em acido acético séo

algumas das metodologias utilizadas.

Em cada uma das técnicas a suspensao celulartéjada uma ou varias vezes
por cada lamina, dependendo do indice mitéticaudpensao celular. As laminas foram
devidamente identificadas, guardadas em caixasiqaasapropriadas, e mantidas em

refrigerador até o procedimento de analise.

Para a preparacdo de laminas citologicas a patintéstinos o procedimento
incluiu a desagregacdo de um minusculo fragmenttecido em acido acético 50%
durante 5 minutos. Apos este periodo, uma gota aterial foi desejada sobre laminas
limpas a 60°C, sendo dispersa na lamina com a deiden bastdo de vidro. Deixou-se

secar e repetiu-se a operacao 3 a 4 vezes.

Coloracéo convencional por GIEMSA

A fim de realizar a analise convencional das célefa divisdo celular mitotica
e meidtica, as laminas com o material fixado e diviente identificado foram
colocadas sobre um suporte e coradas com uma sollgc&@iemsa a 5 % (Merck)
diluida em tampéao fosfato (10,6794 g de Na2HPO£2QH38,1654 g de KH2PO4 para
1 litro de agua destilada, pH 6,8), por 5-8 minuidspois de transcorrido o tempo, as

laminas foram lavadas com agua destilada e sdeaspratura ambiente.
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Técnicas de Bandeamento C

A deteccdo da heterocromatina constitutiva dos ocssomos foi realizada

seguindo a técnica proposta por Sumner (1972),modificacdes.

Laminas com o material citologico fixado foram dheeidas em estufa a 37 °C,
durante 48 horas. Apos o envelhecimento, tratcat@mina em Acido Cloridrico (HCI)
0,2 N a temperatura ambiente durante 30 minutos.sEguida lavou-se com agua
destilada e deixou-se secar a temperatura ambRoseeriormente, incubou-se a lamina
em solucédo aquosa de Hidroxido de Bario (Ba(®5%o filtrada), a uma temperatura de
60 °C em Banho Maria, durante 40 a 60 segundo®gAils imergiu-se imediatamente
em HCI 0,2 N para interromper a acao da solucadidixido de Bario e lavou-se com
agua destilada. Incubou-se a lamina em solucawmasalx SSC a temperatura de 60 °C
durante 30 minutos, em seguida lavou-se em agutiladese deixou-se secar a
temperatura ambiente. Finalmente, corou-se cont&olde Wright diluido em tampé&o
fosfato pH 6,8 na propor¢cédo de 3 mL de tampéo & Hensolucdo de Wright, por 10 a

15 minutos.

Regides Organizadoras de Nucléolo (NOR)

Para possibilitar a deteccdo das Regides Organmasdie Nucléolo (NOR) foi
utilizada a técnica de impregnacao pelo Nitraté’ta, segundo a técnica descrita por
Howell & Black (1980), com modificacdes. Primeirame colocou-se sobre a lamina
duas gotas de solucdo aquosa de gelatina 2% e ataae solucdo aquosa de Nitrato
de Prata (AgN@50 %, pH 3,5) sobre as de gelatina, cobriu-se leoninula 24 x 50

mm. ApdOs uma incubacdo de 5 a 8 minutos em banh@am®0 °C em camara escura
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Uumida lavou-se a lamina com jatos de agua de famamover a laminula e todo o
excesso dos reagentes. Deixou-se secar a tempeeatiniente. Nos casos em que o
contraste dos cromossomos ndo foi 6timo, procedea-soloracdo das laminas em

Giemsa 2 %, diluido em tampao fosfato pH 6,8 deré&ra 10 segundos.

Técnica de coloracao pelo fluorocromo Cromomicina A(CMA 3)

Na deteccao de regides ricas em pares de baseil@Guute a técnica proposta
por Schweizer (1980) e Donlon & Magenis (1983), aowdificacées. Primeiramente,
despejou-se 5QL de solugcdo de CromomicinasACMA3) 0,5 mg/mL sobre uma
lamina citologicamente preparada, cobrindo-se posteente com laminula de plastico
24 x 50 mm. A lamina assim montada foi mantida @émara escura. Posteriormente,
incubou-se o material em estufa 37 °C durante 3Gmitos. Em seguida, lavou-se a
lamina com jatos de tampéo Mcllvaine pH 5,6 paraoer a laminula e retirar o
excesso de fluorocromos. Deixou-se secar, dentrcadeara escura, a temperatura
ambiente, ap0s do qual imergiu-se a lamina secaranborel para laminas contendo
solucdo de Verde Metil, deixando-se corar por 13nd@utos. Apos a incubacao foram
feitas as mesmas lavagens que na primeira incubBgiiou-se a lamina com 50
de solucdo dantifade cobrindo posteriormente com laminula de vidrox280 mm.
Antes da visualizacdo no microscopio de fluoreseénc material foi mantido em

camara escura a temperatura 2-8°C durante 1 sqragaa estabilizacdo da CMA

Técnica de coloracao pelo fluorocromo DAPI (4’6-Dimidino-2-fenil-indol)

A fim de realizar a deteccao de regides ricas eraspde base AT utilizou-se a

técnica proposta por Schweizer al. (1978) e Schweizer (1980), com modificacdes.
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Primeiramente, imergiu-se a lamina contendo a pagfa cromossOmica em borel
contendo solucdo aquosa de DAPI (tampéo Mcllvatiés em concentracdo 1x10
mg/ml), deixando-se agir por 40 minutos 37°C. Rast@mente, retirou-se a lamina e
deixando-a secar em camara escura, sem lavar. dlesec 50 UL de Antifade
Vectashield H-1000 (Vector), cobrindo-se em segaima uma laminula de vidro 20 x

50 mm. Apos retirar 0 excesso de antifade obsesecan microscopio em seguida.

Técnica de coloracédo dupla DAPI/CMA3

Para a coloracdo simultanea de regibes ricas ene AG foi empregado o
protocolo proposto por Schweizer & Ambros (1994)pmo modificacdes.
Primeiramente, despejou-se gD de solucdo de CMA(0,5mg/mL diluido em tampéao
Mcllvaine pH=7) sobre uma lamina com material citologicob@ose com laminula de
plastico 24 x 32 mm, incubou-se em camera Umidarasa 37 °C durante 30-45
minutos. Apds incubacéo, lavou-se a lamina consjdmtampdo Mcllvaine (pH=5,6)
e, em seguida, com jatos de agua destilada. Dag@ecar a temperatura ambiente por
5 minutos. Finalmente, montou-se a lamina com 20d@lmeio de montagem
VectashieldDAPI (1.5 pg/ml). A lamina assim montada foi analisada no ascépio

de fluorescéncia com os filtros adequados para #ést@ocromos.

Técnica de hibridizacaoin situ (FISH)

Foram realizados experimentos de hibridizacdo gspldupla, combinando-se
sondas marcadas com biotina e detectadas com Awdinjugada com Cy3 ou sondas

marcadas com digoxigenina e detectadas com degox&geconjugada com
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Fluoresceina. A contra-coloracdo foi feita com DAP6-Diamidino-2-fenil-indol). O
procedimento, independentemente da sonda utiliZadaealizado de acordo com o

protocolo descrito abaixo (Viegas-Pequignot, 1992).

1.- Preparacdo da lamina: foram usadaslaminas rigorosamente limpas,
estocadas em éter-etanol 1:1. Secou-se a laminauoompapel macio e limpo. Neste
momento, pingou-se 0 material sobre a lamina, ddiose secar. Posteriormente, foi
feita a desidratacdo da lamina em uma série delear (70%), 2x (90%) por 2
minutos cada, 1x (100%) por 4 minutos). Deixou-sstgriormente envelhecer em

estufa a 60C por 1 h, ou a 37T por 24 h.

2.- Desnaturacdo dos cromossomosnergulhou-se a lamina em solucdo de
desnaturagdo (Formamida Merck 70% em 2xSSC)°aC6@urante 60 segundos. Esta
lamina foi imediatamente foi transferida para urabeta de Etanol 70% gelado por 4
minutos. Finalmente, passou-se em série de etardl70%), 2x (90%) por 2 minutos

cada, 1x (100%) por 4 minutos).

3.- Preparacao das Sondas (Mistura de hibridizagdo)misturou-se em um
tubo 13 ul de solugéo de hibridizacdo + 2 pl dala@mpregada, com concentragao de
100ng/ul. Em seguida, agitou-se rapidamente nexcatdeixou-se flutuar em banho

Maria a 76 C por 15 minutos para desnaturar a sonda.

4.- Hibridizacao: pingou-se os 15 ul da mistura de hibridizacdo sabémina,
estourando as bolhas e cobrindo com laminula (Z4r24rigorosamente limpa. Selou-
se a laminula com cola de tubo pvc (Cola Vinil ad€tola). Por dltimo, incubou-se em

camara escura a 3T por 48-72h.

5.- Lavagens de estringénciaretirou-se a laminula e incubou-se a lamina em
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solugdo de Formamida 50% em 2xSSC a 42°C por 5 tosinwuas vezes.
Posteriormente, incubou-se em 2xSSC a@dor 5 minutos, duas vezes. Finalmente,
incubou-se em Tween 20, 0,2% em 4xSSC (Tween/4x@SR2YC por 4 minutos, sem

deixar a lamina secar em nenhuma das etapas dgtavedeteccao.

6.- Detecgcédo (Marcacéo direta):incubou-se a lamina em solugcdo de DAPI
(70pug/ml em Tween/4xSSC) a 3T por 6 minutos. Transcorrido este periodo,
escorreu-se 0 excesso de DAPI e sem deixar sangguese um gota de anti-fading
Vectashield. Cobriu-se finalmente com laminula 2¥®B), pressionando com papel
absorvente para retirar o excesso de liquido. Aoalse a preparacdo ao microscépio

de epifluorescéncia.

7.- Deteccao (Hibridizacdo Indireta): pingou-se sobre a lamina a solucéo de
deteccao (0,4l de Avidina-Cy3 + 20Qul de Tween/4xSSC). Em seguida, cobriu-se
com laminula de plastico e incubou-se & @%or 30 minutos. Posteriormente, retirou-
se a laminula e foram realizados 3 lavagens coneiMgSSC, 4 minutos em cada.

Deste ponto em diante, seguiu-se como descritalmédizacao direta.

ANALISE DAS PREPARACOES CROMOSSOMICAS

As analises das preparacoes citologicas convensid@emsa, Banda C e
marcacdo Ag-NOR) foram realizadas em microscopiw@@Zeiss Axiostar utilizando a
objetiva de imersdo de 100 vezes de aumento eraouta 10 vezes de aumento, com
uma ampliacao final de 1000 vezes. As melhoresfassa foram marcadas em lamina
branca, para posterior localizagcdo das mesmastekndi@acdo do numero diploide de
cada exemplar da amostra foi realizada analisasdaimeros modais das 10 melhores

metafases marcadas.
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Captura e andlise de imagens de preparaces fluooestes

As laminas com preparacdes devidamente coradas fglaicas de coloracao
com fluorocromos foram analisadas em fotomicroszogde fluorescéncia Zeiss
Axiophot Il, com objetiva de aumento de 100 vezesilar com aumento de 10 vezes.
Foram utilizados filtros especificos dependenddliaarocromo a ser analisado, sendo
usados, por exemplo, os filtros Zeiss BP 436, FO 46LP 470 nas preparacdes
marcadas com CMAe Zeiss G 365, FT 395 e LP 420 para observacéddadanas

coradas com DAPI.

As imagens de FISH foram digitalizadas, diretamepte uma camera CCD
AxioCam MRm (Zeiss) acoplada ao microscopio de IEpiEscéncia Axiophot 2
(Zeiss) conectado a um computador Intel Pentium IXOOMHz com Sistema
Operacional Windows 2000 e 523MB de memodria RAMprOcesso de captura foi
intermediado pelo programa Axiovision 3.1 (Zei#s3.imagens foram capturadas em
preto e branco e posteriormente pseudocoloridasgreframa, de acordo com as cores
correspondentes aos fluorocromos utilizados. Nopemxentos de FISH que
envolveram varios fluorocromos foram tomadas tamt@sgens como fluorocromos

usados, cada uma com um jogo de filtros especifico.

As imagens formadas no computador sdo compostasdeais (azul, vermelho
e verde). Quando os canais sdo sobrepostos € @ossivuma visdo simultanea do
padréo de hibridizacdo gerado pelas duas sondas. &Apomposicdo, as imagens foram
armazenadas no formato ZVI, que € a extensao padr&oftware Axiovision. Como
estes arquivos nao podem ser lidos por outros gnugg de edicdo de imagens, todas as

Imagens armazenadas foram convertidas para edicimmato TIFF.
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ANALISES DOS CARIOTIPOS

Para um melhor aproveitamento dos dados, as fdiagrioram editadas nos
programas Corel Photo-Paint 11 e Adobe Photoshdp Q8 intuito de organizar o
cariétipo dos espécimes analisados, os cromosséora® organizados dispostos em
pares (provaveis homologos) de acordo com a amanmmrfologia cromossémica
(metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntreaglocéntricos) e colocados em

ordem decrescente de tamanho.

Para a caracterizacdo morfométrica dos cromossdoiastilizado o programa
Micromeasure v3.3 software (Reeves & Tear, 200@).p@es cromossdmicos foram
organizados em ordem decrescente de tamanho dictakss em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) oacéatricos segundo a nomenclatura
proposta por Green & Sessions (1991, 2007). Pam@ i®ram calculados o
cumprimento relativo (CR), indice centromérico (KCjelacdo de bracos (RB) (Tabela
1). O termo homeologia foi utilizado para desighamologia entre cromossomos de
diferentes espécies que descendem de um cromosaocestral comum (Huskins,
1932). O ordenamento por tamanho decrescente tloiadb em algumas espécies de
forma de maximizar um arranjo que leve em consg@ra maximo de homeologia
possivel entre os pares cromossOmicos de cadaiesgesmanho, morfologia e
presenca de marcadores cromossémicos (NORs, blmtesocromaticos, etc) foram

determinantes no ordenamento dos pares.

Em cada espécime a analise morfométrica foi reddiza partir de 10

metéfases Otimas. As medi¢des e calculos destesteds sao:

1 Comprimento de braco curto (p) e longo (q).

2 Comprimento total de cada cromossomo (c), onde & .
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3 Comprimento total do complemento cromossémico (C).
4 indice centromérico (IC), onde IC =p/ c.

5 Relacéo de bracgos (RB), onde RB =q/p.

Os tamanhos cromossémicos relativos e a morfoldgiadcada um dos pares
cromossOmicos levaram em consideracdo as medieeddeuma das medidas tomadas,
abrangendo a todas as células analisadas de t@l@xemplares da espécie em

consideracdo, sempre que apresentam um mesmaopEariot

Tabela 1.Tipos cromossdmicos de acordo com a posi¢céo ceética, de acordo com

Green & Sessions (1991, 2007).

Relagao de Bragos Indice Centromerico Classificag&romossomica

1,00 -1,67 0,500 - 0,375 Metacéntrico (m)

1,68 — 3,00 0,374 - 0,250 Submetacéntrico (sm)

3,01-7,00 0,249 - 0,125 Subtelocéntrico (st)
7,01 —o 0,124 - 0,000 Telocéntrico (t)
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