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ABSTRACT

The taxonomic relationship between the Hyla polytaenia and Hyla pulchella groups is
still controversial because of their morphological similarities. Cytogenetic studies are
available for some species of the H. puichella group, and for H. bischoffi and H. guentheri,
currently not included in either of the two groups. However, there is little cytogenetic data
for species belonging to the H. polytaenia group. Only the karyotype of H. polytaenia has
been described by conventional staining methods. In this work, we analyzed three species
of the Hyla polytaenia group in order to obtain cytogenetic information that could be useful
for taxonomic comparisons among these taxa and between the two groups of species.
Specimens of H. polytaenia, Hyla sp. (aff polytaenia) and H. leptolineata were collected in
the states of Minas Gerais, Sio Paulo and Samta Catarina, respectively. Mitotic
chromosomes were obtained from intestinal and testicular cell suspensions and stained with
Giemsa, or subjected to C-banding, silver nitrate staining and fluorescence in sifu
hybridization. All thfee species had a diploid complement of 2n=24, with a similar
chromosomal morphology. Pairs 1, 2, 8, 9, 10, 11 and 12 were metacentrics, whereas pairs
3, 5 and 7 were submetacentrics and pairs 4 and 6 were subtelocentrics. The NORs were
located on péir 10 in the three species. Two specimens of H. leprolineata showed an
additional NOR in the telomeric region on the short arm in only one of the homologues of
pair 1, while in one individual, the additional NOR was detected in both homologues of the
same pair.

Hyla polytaenia and Hyla sp. (aff. polytaenia) had an identical C-banding pattern.
Hyla leptolineata can be distinguished from H. polytaenia and Hyla sp. (aff. polytaenia) by

the presence of an interstitial band on the long arms of pair 3 and the absence of interstitial



bands on the short arms of pair 6 and on the long arms'of pair 7. The three species showed
one heterochromatic block on the long arm of pair 10, adjacent to the centromere in H.
polytaenia and H. leptolineata and interstitial in Hyla sp. (aff. polytaenia).

A comparison of the karyotypes of species of the H. polyiaenia groups analyzed here
with those available for the H. puichella group, and with H. bischoffi and H. guentheri,
showed that they cannot be chromosomally distinguished from each other through
conventionally stained karyotypes. Although the NOR location and some interstitial
heterochromatic bands varied among all these species, homeologies were detected among
some species of both groups and with H. bdischoffi and H. guentheri. A common
characteristic of all species was the presence of the heterochromatic block in pair 10 that
appeared to be a marker for these closely related species.

Based on these results, we conclude that all of the species currently included in the H.
pulchella and H. polytaenia groups, and also H. bischoffi and H. guentheri, can be
combined within a single group of Hyla. This conclusion also indicates the need for a

taxonomic revision of the grouping of these species.



RESUMO

A composi¢do dos grupos de Hyla polyiaenia € de Hyla pulchella e o telacionamento
entre eles ainda € controverso pelo fato de compartilharem algumas caracteristicas
morfolégicas. Existem estudos citogenéticos para algumas espécies do grupo de Hyla
pulchella e também das espécies H. bischoffi ¢ H. guentheri que disputam a inclusio em
um dos grupos. No entanto, pouco se conhece sobre as espécies do grupo de Hyla
polytaenia, sendo que a unica descrig@o existente refere-se 4 determinagiio do cariétipo de
H. polytaenia por métodos convencionais. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar trés
espécies deste grupo, o que permitird uma comparacio entre esses faxa, contribuindo com
dados citogeneticos para o esclarecimento dessa problematica. As espécies H. polytaenia,
H. sp. (aff polytaenia) e H. leptolineata, provenientes de Minas Gerais, Sio Paulo e Santa
Catarina, respectivamente, foram analisadas quanto 4 morfologia cromossémica através de
coloragdo convencional com Giemsa, a localizagdo da regifio organizadora do nucléolo
(NOR) através de impregnacdo por prata e hibridagdo “in situ” e quanto ao padrio de
distribuicio de heterocromatina detectada por bandamento C.

As 1rés espécies analisadas apresentam 2n = 24 cromossomos, sendo os pares 1, 2, 8, 9,
10, 11 e 12 metacéntricos, os pares 3, 5 e 7 submetacéntricos e os pares 4 e 6
subtelocéntricos. A NOR foi localizada no par 10 nas trés espécies. Dois individuos de H.
leptolineata apresentaram NOR adicional na regifio telomérica do braco curto de um dos
homologos do par 1 ¢ um individuo nos dois homoélogos do mesmo par.

Hyla polytaenia e H. sp. (aff. polytaenia) apresentaram o mesmo padrio de distribuigio

de heterocromatina. Hyla leptolineata pode ser distinguida de H. polytaenia e de H. sp. (aff.



polytaenia) pela presenga de uma banda no brago longo do par 3 e auséncia das bandas
intersticiais no brago curto do par 6 ¢ no brago longo do par 7. As trés espécies
apresentaram um bloco heterocromético no brago longo do par 10, sendo mais préximo 2o
centrbmero em H. polytaenia ¢ H. leprolineata e mais distante do centrdmero, em posi¢io
intersticial em H. sp. (aff. polytaenia).

Comparago dos cariotipos das espécies do grupo de Hyla polytaenia com aquelas do
grupo de Hyla pulchelia e com H. bischoffi e H. guentheri revelou similaridades entre eles
quanto & morfologia dos cromossomos, a localizacio da NOR e & presenca de algumas
bandas heterocromaticas intersticiais. Uma caracteristica comum a todas as espécies & a
presenca do bloco heterocromético no par 10 que parece ser um marcador para essas
espécies proximamente relacionadas. Os dados citogenéticos mostraram que todas essas
especies poderiam compor um Unico grupo e sugere-se a revisio taxondmica desses

agrupamentos.



I. INTRODUCAO

1. A Familia Hylidae

A Familia Hylidae € constituida por mais de 800 espécies distribuidas em cinco
subfamilias: Pelodryadinae, Hemiphractinae, Hylinae, Phyllomedusinae ¢ Pseudinae, com
um total de 42 géneros (Frost, 2002).

Através de andlises de fosseis, Chantell (1964) propds que a Familia Hylidae teria se
originado a partir dos leptodactilideos. Essa teoria foi suportada por analises moleculares de
Ruvinsky e Maxson (1996) que reforcam essa ancestralidade nio somente para os hilideos,
mas para todos os representantes neotropicais da superfamilia Bufonoidea, que tiveram
Eleutherodactylus cuneatus (Leptodactylidae, Eleutherodactylinae) como grupo-irmio.
Segundo estes autores a Familia Leptodactylidae se mostrou polifilética, portanto 2
ancestralidade dos Leptodactylidae em relagdo aos Hylidae depende do representante de
Leptodactylidae que foi utilizado na analise.

A Familia Hylidae compreende em sua maioria espécies arboricolas e poucas aquaticas
ou terrestres. As especies arboricolas desenvolveram adaptagbes para esse modo de vida,
como a presenca de discos digitais desenvolvidos que Thes permitem subir em arvores e
fixar-se em superficies verticais; possuem cabega e olhos grandes, localizados lateralmente
¢ direcionados para frente, realcando a visdo para baixo e sua perspectiva bilateral.
Frequentemente as pererecas, como sdo chamadas essas espécies arboricolas, apresentam
cintura delgada, patas posteriores longas que lhes permite saltar grandes distincias e
tamanho corpéreo extremamente variavel (de 17 a 140 mm) (Duellman & Trueb, 1994;

Cogger & Zweifel, 1998; Pough et al., 1999).



A subfamilia Hylinae € dentre todas a mais expressiva, com cerca de 26 géneros e uma
distribuigdo geografica bastante ampla, compreendendo as Américas do Norte e do Sul, o
oeste da India, 2 Eurasia (inclusive o extremo norte da Africa), o arquipélago Japonés e a
Guatemala e a Nova Zelindia, onde algumas espécies foram introduzidas (Frost, 2002).

Dentre os géneros da subfamilia Hylinae, o género Hyla, com cerca de 335 espécies
(correspondente a 40% do total de espécies desta Familia), é um dos mais ricos em nimero
de espécies entre os anuros (Frost, 2002). Este género € composto por espécies arboricolas
verdadeiras, apresenta ampla distribuicdio geografica, ndo sendo encontrado apenas nas
regides da Indonésia, Malasia, Polinésia, Etiopia e Madagascar (Duellman & Trﬁeb, 1994;
Frost, 2002). Na regido Neotropical o niimero de espécies nesse género é muito grande,
especialmente no Brasil (Duellman & Trueb, 1994). Segundo Cruz e Caramaschi (1998), na
regido Neotropical o género Hyla estd representado por grande numero de espécies
distribuidas em diversos grupos morfologicos, vérios destes carentes de estudos sobre sua
composi¢io e posigdo taxondmica. Segundo estes mesmos autores, embora tais grupos nio
possuam valor nomenclatural, sdo de relevincia para a compreensio de um género tdo
diversificado e complexo como Hyla. Segundo Duellman ¢z al. (1997), os conhecimentos
existentes sobre as espécies de Hyla da América do Sul ainda sio muito escassos para
permitir uma andlise filogenética significativa, pois menos de 20% das espécies do género

retne dados de morfologia externa, osteologia, canto e cari6tipo.



2. O grupo em estudo

O grupe de Hyla polytaemia sempre foi motivo de controvérsia entre varios
taxonomistas, que sempre tentaram caracterizar as espécies pertencentes a ele. A proposta
mais recente que definiu a composigio de espécies deste grupo foi feita por Cruz e
Caramaschi (1998), com base em caracteres morfologicos, incluindo as espécies Hyia
polytaenia Cope, 1870, H. cipoensis Lutz, 1968, H. goiana Lutz, 1968 e H. leptolineata
Braun e Braun, 1977. Posteriormente, foram incluidas também H. buriti Caramaschi e
Cruz, 1999, H. stenocephala Caramaschi ¢ Cruz, 1999 e H. phaepleura Caramaschi e Cruz,

2000 {Cruz & Caramaschi, 1998; Caramaschi & Cruz, 1999; 2000).

O grupo de Hyla polytaenia reine espécies de pequeno porte (25,6 a 37,6 mm nos
machos e 29,0 a2 41,5 mm nas fémeas), com corpo alongado e cabeca estreita, padrio de
colorido dorsal composto por linhas e faixas longitudinais mais ou menos definidas, que se
intercalam nas cores branca e vérias. tonalidades de marrom, ¢ auséncia de barras
transversais ou manchas nas faces anterior e posterior das coxas e na regido inguinal. A
distribuicdo geografica das espécies do grupo de Hyla polytaenia no Brasil inclui

localidades do centro-oeste, sul e sudeste (Cruz & Caramaschi, 1998).

3. A problematica

Apesar dos estudos de caracterizagdo das espécies do grupo de Hyla polytaenia por
critérios morfologicos, ainda existem problemas de inclusio ou exclusio de espécies devido
a existéneia de caracteres apomorficos compartilhados com espécies de grupos tidos como

relacionados, como aquelas pertencentes ao grupo de Hyla puichella. O grupo de Hyla



puichella consiste de populagdes de espécies encontradas no Brasil, Uruguai, Bolivia e
Argentina, € tem sido dividido em varias espécies e subespécies geograficamente definidas
(Duellman ef al., 1997). Entre as espécies encontradas no Brasil estio H. pulchella Duméril
e Bibron, 1841, H. joaquini Garcia et al., 2003 (anteriormente H. pulchella joaquini Lutz,
1968), H. cymbalum Bokermann, 1963, H. semiguttata Lutz, 1925, H. marginata
Boulenger, 1912, H. prasina Burmeister, 1856 ¢ H. caingua Carrizo, 1990. Os caracteres
utilizados por Duellman er al. (1997) para definir o grupo foram: corpo moderadamente
robusto, cabeca tdo larga quanto longa; flancos e areas escondidas das coxas de coloragio
palida com manchas, barras ou reticulagSes negras ou, coxas e flancos de coloracio escura
com manchas palidas; machos com antebragos hipertroﬁados, portando um prepblex bem
desenvolvido terminando em um espinho; canto de amincio consistindo em uma série de
notas “tipo-sino”; coloragdo dorsal marrom, verde ou cinza e geralmente com manchas
escuras do tipo reticulagdes ou barras transversais. Considerando este conceito do grupo de
Hyla pulchella, as espécies do grupo de Hyla polyiaenia se distinguem pela auséncia de
manchas arredondadas ou barras nas coxas, por possuirem antebracos normais, ndo
hipertrofiados, e por nfo possuirem prepélex com espinho éssec (Cruz & Caramaschi,

1998).

As espécies H. bischoffi Boulenger, 1887 e H. guentheri Boulenger, 1886 (sem grupo
definido) compartilham algumas caracteristicas morfologicas com espécies do grupo de
Hyla polytaenia (Langone, 1997) e outras com espécies do grupo de Hyla pulchella (P. C.
Garcia e G. Vinciprova - informag3o pessoal). A espécie H. bischoffi, tendo como

localidade-tipo o Rio Grande do Sul, era antigamente confundida com H. puichella em



material de colegdes (Lutz, 1973). Cochran ( 1955) colocou esta espécie no grupo de Hyla

albopunctata e mais tarde Lutz (1973) a incluiu no grupo de Hyla polytaenia.

A espécie H. guentheri foi incluida por Lutz (1973) no grupo de Hyla polytaenia por
causa do padrdo de coloragio dorsal, situagio assumida também por Braun ¢ Braun (1977,
1980). Por outro lado, Klappenbach e Langone (1992) e Langone (1997) consideraram que
fl. guentheri poderia fazer parte do grupo de Hyla pulchella, devido a caracteristicas
morfologicas. Ainda, segundo Garcia (informagio pessoal), hi tarbém semelhanca no
padrdo de canto de anincio. Langone (1997) concluiu que ndo se podia ainda afirmar em
que grupo a espécie em questdio deveria ficar, j4 que até aquele momento ndo existiam
defini¢Bes claras dos grupos de Hyla pulchella e de Hyla polytaenia. Porém, Cruz e
Caramaschi (1998) e Caramaschi e Cruz (1999, 2000) concluiram que as espécies incluidas
no grupo de Hyla polytaenia podem ser prontamente distingiiidas de H. bischoffi e H.
guentheri pela auséncia de barras e manchas arredondadas nas partes ocultas das coxas e
regifio inguinal.

Por outro lado, Ananias e ai. (2004 - in prep.) e Faivovich et al (2004 — in press),
através de analises moleculares de seqiiéncias do DNA mitocondrial, mostraram que as
espécies H. bischoffi ¢ H. guentheri sempre estdo incluidas no mesmo clado das espécies do
grupo de Hyla pulchella, corroborando assim a proposta de inclusio destas duas espécies
nesse grupo. Porém, a presenca de H. sp. (aff. polytaenia) representante do grupo de Hyla
polytaenia no mesmo clado das espécies do grupo de Hyla pulchella, indicou um
parafiletismo do grupo de Hyla pulchella em relagiio ao grupo de Hyla polytaenia (Ananias

etal., 2004 - in prep.).
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4. Anilise citogenética nos anuros: aspectos gerais

Até a década de 80, os estudos citogenéticos em Anura eram desenvolvidos com
técnicas simples de coloragdo visando a caracterizagio do mimero e da morfologia dos
cromossomos, especialmente com Giemsa. Esses estudos inicials permitiram detectar a
ocorréncia de certa variabilidade entre os anuros, que se mostrou grande em determinados
géneros, como Eleutherodactylus (Bogart, 1970, 1973, 1981, 1991; Bogart & Hedges,
1995) e pequena em outros, como em Bufo (Bogart, 1973).

Através dessas andlises observou-se que espécies muito  semelhantes
morfologicamente, que poderiam ser consideradas como uma Unica espécie, poderiam
apresentar diferencas no numero e/ou na morfologia cromossdmica. Isso foi verificado em
Hyia brunmea (2n=34) e Hyla septentrionalis (2n=24) (Cole, 1974), em Hyla nana e H.
sanborni (2n=30) (Medeiros et ai., 2003), em Physalaemus petersi (Lourengo et al., 1998),
em Paratelmatobius cardosoi e Paratelmatobius sp. (aff. cardosoi) (2n=24) (Lourenco ef
al., 2000, 2003).

Através de técnicas citogenéticas refinadas como bandamento C, bandamento de
replicacio tardia, bandamentos com enzimas de restri¢io, método de impregnagio pela
prata, colora¢do com fluorocromos e a hibrida¢fio “in situ” com corantes fluorescentes, é
possivel distinguir espécies muito semelhantes morfologicamente. Podemos citar as
espécies de Bufo analisadas por Baldissera er al (1999), que apresentaram grande
semelhan¢a em sua morfologia cromossémica, porém através da localizagio da NOR com o
emprego da técnica de impregnagdo pela prata foi possivel distingui-las. Através do método
de bandamento C, também € possivel detectar variagBes que distinguem espécies

consideradas proximas e que apresentam morfologia cromossdmica bastante semethante,
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como descrito em Hyla (Anderson, 1991), Zelmatobufo (Formas & Cuevas, 2000) e
Colostethus (Veiga-Menoncello ef al., 2003).

Esses métodos t€m sido Uteis também para mostrar variagBes intra-especificas de
localizac@io e numero de NORs e de heterocromatina, como relatado para as espécies Bufo
terrestris (Foote et al., 1991), Agalychnis callidryas (Schmid et ai., 1993), Hyla ebraccata
(Kaiser et al., 1996), Physalaemus petersi (Lourenco et al., 199%), e P. cuvieri (Silva et al.,

1999).

5. Regido Organizadora do Nucléolo (NOR)

As regides organizadoras nucleolares sfo sitios cromossémicos dos genes que
codificam os RNAs ribossomicos (RNAr), ¢ em células interfasicas estes se expressam
formando o nucléolo, organela esta que estd envolvida na biogénese de ribossomos
(Sumner, 1990; Mello, 2001). As NORs contém numerosas copias dos genes que codificam
os RNAr 185, 5,88 ¢ 28S, arranjadas in tandem e separadas por seqiiéncias espacadoras. A
associagdo desses RNAr com proteinas ribossomais e com o RNAr 58, sintetizado fora do
nucléolo, originam as subunidades 408 e 60S dos ribossomos (Long & David, 1980; Miller,
1981).

A detecglio das NORs pode ser feita através da impregnacio pelo ion prata (método Ag-
NOR). Este é o método mais usado para a identificagio de NORs, embora detecte apenas as
NORs que estiveram ativas na intérfase precedente. Sabe-se no entanto, que a prata pode
ainda impregnar inespecificamente regides de heterocromatina, como observado por

Lourengo et al. (1998) em Physalaemus petersi e por Busin et al. (2000) em Pseudis sp.
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(aff. minuta), embora possa ser distinguida da NOR impregnada por prata através da
intensidade de sua coloragéo.

O metodo de impregnacgo pela prata baseia-se na afinidade do ion Ag”™ por proteinas
denominadas argirofilicas associadas ao RNAr recém-transcrito e ao DNAr em transcricio
chamadas genericamente de “proteinas Ag-NOR”, que incluem a RNA polimerase I, 0 UBF
(principal fator de transcri¢do do rDNA), a DNA topoisomerase I e a nucleolina (Howell,
1977, Schwarzacher ef al., 1978; Hernandez-Verdum, 1993).

Dentre outros métodos, a hibridagdio “in situ” fluorescente com sonda para DNAr é o
método mais especifico para evidenciar NORs, pois é possivel identificar também NORs
que nfo foram marcadas pelo método de prata, como foi observado em Hyla nana
(Medeiros et al., 2003), Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus) (Veiga-Menoncello et al.,
2003a) e em Eleutherodactylus binotatus (Siqueira-Jr. et al., 2004 - in press).

Segundo Nardi ef al. (1977), a localizagdo dos genes para RNAr ocorre geralmente nos
MeSmos CTOMOSSOmos em espécies relacionadas. Exemplo disso foi observado em Bufo
crucifer, B. ictericus ¢ B. schneider (o ultimo mencionado como B. paracnentis ; Kasahara
et al., 1996), H. microcephala e H. phlebodes (Kaiser et al., 1996), Pleurodema brachyops
e P. thaul (Schmid et al., 1993), entre outros.

Entretanto, diferencas no nimero e na localizago de NORs tém sido relatadas, tanto
para espécies distintas como para populages de uma mesma espécie (Baldissera er al.,
1993; Schmid et al., 1995; Lourengo ef al., 1998; Silva et al., 1999; Lourenco ef al., 2000;
Cuevas & Formas, 2003; Medeiros ef al.; 2003 Veiga-Menoncello ef al,, 2003a, Siqueira-

Jr. et al., 2004 - in press).
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As NORs podem ainda coincidir com a constricio secundaria, com blocos de
heterocromatina ou localizar-se adjacente a estes e apresentar heteromorfismo de tamanho
(Schmid, 1982; Anderson, 1991; Schmid ef a/., 1993; Ananias, 1996; Kasahara e al. 1996;
Lourengo et al., 1998; Silva et al., 1999, 2000; Aguiar-Jr. ef al., 2002, 2003; Schmid ef al.,
2003; Rosa et al., 2003; Veiga-Menoncello ef al., 20034, b; Siqueira-Jr. et al., 2004 (in
press)).

Schmid (1982) sugeriu que NORs heteromérficas surgem através de delecdo parcial ou
por duplicagdo e triplicagio de uma das NORs. King er al. (1990) por sua vez consideram
que a maioria dos heteromorfismos observados envolve amplificagiio de certas seqiiéncias
de DNAr ou amplificaciio da NOR inteira.

Segundo Schmid ef al (1990), a maioria dos anuros apresenta apenas um par
cromossdmico que contém a NOR, e isso ¢ valido tanto para espécies de anuros mais basais
quanto para especies mais derivadas. Exceces a essa regra sdo indicativos de rearranjos
durante ¢ processo evolutivo, envolvendo segmentos do cromossomo que contém a NOR.

A presenca de NORs multiplas € considerada por King ef al. (1990) um estado derivado
em Anura ¢ tem sido observado em espécies de diferentes familias (Schmid ef al., 1995;
Lourengo et al., 1998; Silva et al., 1999; Cuevas & Formas, 2003; Medeiros et al., 2003;
Veiga-Menoncello et al., 2003a; Siqueira-Jr. e al., 2004 - in press). A evolugiio de NORs
multiplas em anuros provavelmente inclui eventos como inversio, translocagio,
transposicdo por elementos genéticos moveis e amplificagio de cistrons ribossomais
seguida de erros de reinsergio durante a oogénese como tem sido discutido por diversos

autores (King et al., 1990; Foote et al., 1991; Schmid et al., 1995; Lourengo ef al., 1998).
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6. Heterocromatina

A heterocromatina ¢ definida como sendo a forma mais compacta da cromatina, com
replicacio tardia do DNA, ou seja, inicia sua replicacio depois da eucromatina,
caracteristicamente no final da fase S, e apresenta certa inatividade génica {Alberts ef al.,
1999; Mello, 2001).

A heterocromating rica em DNA altamente repetitivo é encontrada com freqiiéncia nas
regides centroméricas, teloméricas e algumas vezes intersticiais de cromossomos
homologos, podendo ser detectada através do método de bandamento C. Este € o método
mais utilizado em estudos com anuros, uma vez que ¢ bandamento G e R apresentam
resultados satisfatorios apenas em amniotas (Sumner, 1990).

O padrio de banda C de espécies muito proximas pode diferir em termos de quantidade
de heterocromatina, nimero de bandas, localizagio e propredades de coloragio da
heterocromatina, podendo ser um importante caréter sistematico, que permite a sugestio de
rearranjos genéticos ocorridos durante a evolugio do grupo em estudo, além de ser um
importénte marcador na identificacio de determinados cromossomos (Sumner, 1990).

O candtipo de anfibios € caracterizado por possuir, em geral, grande quantidade de
heterocromatina (Schmid er al. 1990). King (1991) relatou que em algumas espécies de
Archaeobatrachia foram detectadas pequenas quantidades de heterocromatina através de
técnicas de bandamento, e que ©os Neobatrachia mostram uma grande diversidade
interespecifica na distribuigdo e quantidade de heterocromatina. King (1991) considerou
que em anfibios 0 aumento da heterocromatina ¢ uma tendéncia evolutiva, embora nfio seja
descartada a possibilidade de ocorréncia de diminuicdo dessa cromatina em grupos

isolados. De acordo com essas variaghes, este autor propds o envolvimento de trés
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processos na evolugio desse tipo de cromatina em anfibios: a adicio de heterocromatina a
sitios cromossémicos especificos, a transformagio de regides cromossémicas eucromaticas
em regides heterocromaticas e a evolugio em conjunto de multiplos sitios
heterocromaticos.

VariagOes interespecificas de quantidade e distribuigio de heterocromatina foram
relatadas por alguns autores em diferentes familias de anuros, possibilitando a disting:é’.d
citogenética entre espécies bastante proximas como Pleurodema brachyops e P. thaul
(Schmid et al., 1993), Mixophyes fasciolatus ¢ M. schevilli (Schmid et al, 2002),
Colostethus marchesianus, C. caeruleodactylus, C. sp. 1 (aff. marchesianus) e C. sp. 2 (aff.
marchesianus) (Veiga-Menoncello ef al., 2003 a) e Alsodes pehuenche, A. verrucosus e A.
aff. vittatus (Cuevas & Formas, 2003). VariagBes intraespecificas também tém sido
relatadas, como em Physalaemus petersi (Lourengo ef al., 1998) e Paratelmatobius

cardosoi (Lourengo et al., 2000).

7. Anilises citogenéticas no género Hyla

Pouco mais de 90 espécies do género Hyla foram estudadas citogeneticamente até o
momento, ¢ em sua maioria os cromossomos foram analisados apenas por técnicas de
coloracdo convencional.

Bogart (1973) considera a existéncia de dois grupos dentro do género Hyla, que podem
ser caracterizados pelo niimero de cromossomos, um grupo de espécies com 2n = 24 e outro
com 2n = 30. O grupo com 30 cromossomos é considerado por Bogart (1973) e Kaiser ef
al. (1996) como sendo monofilético, uma vez que apresenta um mnimero dipldide

conservado. VariagGes desses mimeros foram relatadas para H. brummea com 2n = 34



16

cromossomos, sendo este 0 numero mais discrepante p&ra o género {(Cole, 1974). Bogart
{(1973) analisou populagdes distintas de H. albosignata que apresentaram 2n =20 ¢ 2n = 18
cromossomos, ¢ Begak (1968) relatou para H. albopunciata o nimero cromossémico de 2n
=22.

Segundo Morescalchi (1990), o caridtipo das espécies de Hyla com 24 cromossomos é
caracteristico de espécies derivadas por ser um caridtipo simétrico e unimodal, que segundo
Bogart (1973) ¢ Miura er al, (1995), teria sua origem de um ancestral com 2n = 26
CrOMOSSOMOS.

Conforme observado por Begak (1968) ao comparar os cariétipo de diversas espécies
da familia Hylidae e Leptodactylidae, espécies com maior niimero cromossdmico em geral
apresentam maior numero de cromossomos telocéntricos, como € o caso de Hyla brunnea,
(Zn = 34). Esta espécie ¢ bastante semelhante morfologicamente a H. septentrionalis que
apresenta 2n = 24 Cromossomos € apenas um par subtelocéntrico (Cole, 1974). Segundo
Morescalchi (1973), a redugio no nimero cromossémico presumnivelmente ocorre, nio por
perda de material genético, mas por rearranjos deste material, como fusdes céntricas,
especialmente entre pequenos cromessomos telocéntricos.

Diversos autores tém estudado as espécies de Hyla nio somente através de seus
numeros cromossomicos, mas também de analise de bandamento C, Ag-NOR, hibridagio
“in situ” fluorescente, bandamento de replicagio tardia e bandamento por enzimas de
restricio, que ajudam a compreender as alteragdes cromossdmicas ocorridas ao longo da
evolugio e, em alguns casos, do processo de diferenciagio e especiagfio em anuros (Schmid

et al., 1995; Kasahara et al., 2003; Medeiros ez al., 2003).
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Anderson (1991) analisou 21 das 28 espécies de Hyla holoarticas, através de
bandamento C e localizagio da NOR. Para 8 delas, o antor também utilizou o bandamento
por enzimas de restricio. Neste mesmo trabalho descreveu a existéncia de cromossomos
sexuals em H. squireia e H. femoralis. Kaiser ef al. (1996) analisaram duas populacdes
alopatricas de H. ebraccata da Costa Rica, ¢ relataram a ocorréncia variagbes intra-
especificas de localizagdo ¢ mimero de NORs e de heterocromatina entre elas, além de
analisarem H. microcephala ¢ H. phiebodes através de bandamento C e localizacio da
NOR. Ananias (1996) analisou algumas espécies do grupo de Hyla pulchella através de
bandamento C e localizagiio de NOR, andlise esta que possibilitou a caracterizacio destas
espécies e diferenciacdo de espécies semelhantes. Raber ef al. (2004 — in press) analisaram
duas espécies consideradas muito proximas daquelas do grupo de Hyla pulchella, H.
bischoffi ¢ H. guentheri, através do padrdo de distribuigdo de heterocromatina e localizacio
da NOR. Medeiros e al (2003) analisaram populagdes sintopicas de H. nana e H.
sanborni, espécies muito similares morfologicamente, mas que puderam ser separadas
através de diferengas no cariétipo, padrio de bandamento C e localizagio de NOR, embora
ambas apresentassem 2n = 30 cromossomos. Esses autores relataram ainda a existéncia de
um pequeno cromossomo B em alguns individuos de H. nana. Schmid e Steinlein (2003)
analisaram H. femoralis através de localizagdo da NOR e distribui¢iio de heterocromatina.
Estes autores confirmaram a existéncia de heteromorfismo de cromossomos sexuais do tipo
XY/XX, através da localizacdo da NOR no cromossomos X, devido a delegio da NOR no
cromossomo Y, resultando em diferenca no numero de genes de rDNA. Wiley (2003)
também analisou a NOR desta espécie através de hibridacio “in situ” com sonda de TDNA.

Ananias et al. (2004) analisaram as espécies H. semiguttata, H. aff. semiguttata e H.
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marginata, pertencentes ao grupo de Hyla pulchella, através de bandamento C e localizacio
da NOR.

Estes estudos mostram que dados citogenéticos permitem a identificagio de alteracdes
cromossomicas que ocorreram 20 longo da evolugio, possibilitando a identificaciio de
possiveis rearranjos cromossdmicos, auxiliando no esclarecimento de relagdes filogenéticas

e possibilitando a disting@o de espécies morfologicamente idénticas.

8. Citogenética do grupo de Hyla polytaenia e de espécies relacionadas

No grupo de Hyla polytaenia, apenas o caribtipo da espécie H. polytaenia foi descrito
por Rabello (1970) através de coloragio convencional. Neste trabalho foi constatada a
presenca de 2n = 24 cromossomos metacéntricos e submetacéntricos.

Do grupo de Hyla pulchella foram analisadas as espécies H. pulchella, H. joaguini, H.
prasina, H. caingua, H. semiguttata, H. marginata e H. aff. semiguttata, todas
apresentando 2n = 24 cromossomos com padrio morfologico bastante semelhante
(Ananias, 1996; Ananias et al., 2004). O padrio de bandamento C também mostrou uma
similaridade muito grande entre estas espécies, & excegio de H. pulchella que apresentou
menor quantidade de heterocromatina em seu genoma. A NOR se localizou no telémero do
brago longo do par 12 em H. prasina e H. pulchella, no telémero do brago curto do par 1
em f. joaquini, H. semiguttata e H. aff. semiguttata, na regido pericentromérica do braco
longo do par 7 em H. caingua, e na regido pericentromérica do brago longo do par 10 em
H. marginata (Ananias, 1996; Ananias et al., 2004).

As espécies H. bischoffi e H. guentheri foram analisadas por Raber ez al (2004 — in

press), sendo os cariGtipos bastante semelhantes aos das espécies do grupo de Hyla
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pulchella, nio s6 quanto ao nimero ¢ morfologia dos cromossomos mas também quanto &
presenca de um mesmo marcador, um bloco de heterocromatina evidente no brago longo do
par 10,

Através de analises moleculares dos genes citocromo b ¢ da regific controle do DNA
mitocondrial de espécies do grupo de Hyla puichella e das espécies H. bischoffi, H.
guentheri e H. sp. (aff. polytaenia), Ananias et al. (2004 ~ in prep.) sugerem que a presenca
da NOR no par | em H. joaquini, H. semiguttata e H. aff. semiguttata deve ser um carater
basal em relacdo as outras localizacSes, sendo este considerado um estado plesioméxﬁ§0
para esse carater.

Portanto, considerando que ja existern dados citogenéticos de espécies do grupo de
Hyla pulchella e de H. guentheri e H. bischoffi na literatura, a caracterizacio de espécies do
grupo de Hyla polytaenia permitirda uma comparagio completa desse complexo de espécies

de Hyla, auxiliando na compreensdo das relagSes entre todos esses faxa.
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9. Justificativa

A composi¢io dos grupos de Hyla polytaenia e de Hyla puichella e o relacionamento
entre eles ainda € motivo de controvérsia, como relatado anteriormente. Varias espécies do
grupo de Hyla puichella, bem como H. bischoffi e H. guentheri, que ja fizeram parte de
ambos os grupos, ja foram citogeneticamente analisadas. O unico dado de citogenética
disponivel na literatura para as espécies do grupo de Hyla polytaenia se restringe a
descricdo do cariGtipo para a espécie . polytaenia. A ampliacio desse estudo com a
inclusdo de outras espécies do grupo de Hyla polytaenia visa a obtengio de dados para uma
analise comparativa dos cari6tipos que podera auxiliar na compreensio das relagBes entre
estes grupos e espécies, ¢ em especial, a identificagdo de alteragBes cromossdmicas que
ocofreram ao iongé da evoluglio ja que, em alguns casos, esses dados tém ajudado a

compreender o processo de diferenciagio e especiagio em anuros.
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10. Objetivos

Caracterizar citogeneticamente as espécies H. polytaenia, H. sp. (aff. polytaenia) ¢ H.
leptolineata, do grupo de Hyla polytaenia com o intuito de contribuir com dados que
possam auxiliar na analise do relacionamento deste com o grupo de Hyla pulchella e com

outras espécies tidas como proximamente relacionadas.
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Resumo

A composicio dos grupos de Hyla polviaenia e de Hyla pulchella e o relacionamento
entre eles anda € controverso. Como os dados citogenéticos para espécies do grupo de
Hyla polytaenia s8o bastante escassos, dificultando a comparagio entre esses grupos, no
presente trabatho foram analisadas as espécies H. polytaenia, H. sp. (aff. polytaenia) e H.
leptolineata. As tr€s espécies apresentaram numero dipléide de 2n=24 cromossomos com
morfologia bastante semelhante, com cromossomos metacéntricos (pares 1, 2, 8,9, 10, 11 ¢
12}, submetacéntricos (3, 5 e 7) e subtelocéntricos (4 e 6). A NOR foi localizada no par 10
nas trés espécies. Trés individuos de H. leptolineata apresentaram NOR adicional na regifio
telomérica do par 1, sendo que em dois deles em apenas um dos homélogos. Hyla
polytaenia e H. sp. (aff. polytaenia) apresentaram ¢ mesmo padrio de distribuicio de
heterocromatina, diferindo de Hyla leptolineata pela auséncia de uma banda no brago longo
do par 3 e presenca das bandas intersticiais no braco curto do par 6 e no brago longo do par
7. As trés espécies apresentaram um bloco heterocromético no brago longo do par 10, sendo
mais proximo ao centrémero em H. polytaenia e H. leptolineata e intersticial em H. sp. (aff.
polytaenia). Comparagio dos caridtipos das espécies do grupo de Hyla polytaenia com
aqueles do grupo de Hyla puichella e com H. bischoffi e H. guentheri revelou similaridades
entre eles quanto a morfologia dos cromossomos, & localizagdo da NOR e & presenga de
algumas bandas heterocromaticas intersticiais. Uma caracteristica comum a todas as
especies € a presenca do bloco heterocromético no par 10 que parece ser um marcador para
essas espécies proximamente relacionadas. Os dados citogenéticos mostram que todas essas
espécies poderiam compor um Unico grupo e sugere-se a revisdo taxondmica desses

agrupamentos.
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Introducio

O grupo de Hyla polytaenia foi definido através de anilises morfologicas, sendo
constituido atualmente de sete espécies, Hyla polytaenia Cope, 1870, H. cipoensis B. Lutz,
1968, H. goiana B. Lutz, 1968, H. leptolineata Braun & Braun, 1977, H. buriti Caramaschi
e Cruz, 1999, H. stenocephala Caramaschi e Cruz, 1999 e H. phaeopleura Caramaschi e
Cruz, 2000 (Cruz & Caramaschi, 1998; Caramaschi & Cruz, 1999; 2000). Admite-se que o
grupo de Hyla polytaenia seja proximamente relacionado ao grupo de Hyla puichella e a
inclusdo de espécies nesses grupos tem causado controvérsia (Lutz, 1973; Langone, 1997).
As espécies H. bischoffi Boulenger, 1887 ¢ H. guentheri Boulenger, 1886, atualmente sem
grupo, também compartilham algumas caracteristicas morfologicas com espécies do grupo
de Hyla polytaenia (Langone, 1997) e outras com espécies do grupo de Hyla puichella, o
que fez com que a inclusdo em um ou outro grupo fosse motivo de discordéncia entre os

pesquisadores.

Algumas espécies do grupo de Hyla puichella, como H. pulchella Duméril e Bibron,
1841; H. joaquini Lutz, 1968; H. prasina Burmeister, 1856, H. caingua Carrizo, 1990; H.
marginata Boulenger, 1887; H. semiguttata Lutz, 1925 e H. aff. semiguttata e as espécies
H. bischoffi ¢ H. guentheri foram estudadas citogeneticamente e caracterizadas quanto a
morfologia de seus cromossomos, revelando grande semethanca entre todos esses
cariétipos (Ananias, 1996, Ananias et al., 2004; Raber et al., 2004 — in press). No entanto,
para o grupo de Hyla polytaenia ha apenas a descrigio do caridtipo da espécie H.

polytaenia somente por métodos de coloracio convencional (Rabello, 1970).
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As mesmas espécies do grupo de H. pulchella citadas acima e também H. bischoffi, H.
guentheri ¢ H. sp. {aff polytaenia) foram analisadas através de sequéncias do gene
citocromo b € regido controle do DNA mitocondrial (Ananias ef al, 2004 — in prep.), num
estudo que sugeriu a inclusic de H. bischoffi e H. guentheri no grupo de Hyla pulchella.
Além disso, nos cladogramas obtidos naquele trabalho, H. sp. (aff polyfaenia) também

permaneceu sempre no mesmo clado das espécies do grupo de Hyla pulichella e de H.

bischoffi e H. guentheri.

Assim, o objetivo deste trabalho foi ampliar a analise citcgenética do grupo de Hyia
polytaenia, com o estudo de H. polytaenia, H. sp. (aff. polytaenia) ¢ H. leptolineata,
permitindo assim uma comparago com as espécies consideradas proximas (grupo de Hyla
pulchella ¢ H. bischoffi e H. guentheri), buscando novos caracteres que permitam avaliar os

relacionamentos entre esses grupos.

Material e Métodos

Animais
Foram analisados 15 espécimes de Hyfz polytaenia, provenientes da Area de Protecdo

da Captacdo da Mutuca (APCM), Vale do Ribeirfo da Mutuca, municipio de Nova Lima,
Minas Gerais, 28 espécimes de . sp. (aff. polytaenia), coletados na Serra do Itapety, Mogi
das Cruzes, S80 Paulo e 10 espécimes de H. leptolineata, provenientes do municipio Sio

Domingo, Santa Catarina. Os amimais foram coletados com autorizagdo do Instituto



39

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) — processo n°
020100028%6/03-29.

Todos os animais foram depositados ¢ registrados no Museu de Historia Natural
“Professor Adio José Cardoso” na Universidade Estadual de Campinas, Sic Paulo, sob os
nameros de acesso ZUEC 12333 - 12347 (H. polytaenia), ZUEC 12278, 12321 - 12332,

12348 - 12352 e 12379 - 12381 (H. sp. (aff. pobytaenia) ¢ ZUEC 11968 - 11977 (H.

leptolineata).

Obtengdo das metdfases e técnicas empregadas

As preparacles cromossdmicas foram obtidas através de suspensiio de células do
epitélio intestinal e testiculos de animais previamente tratados com colchicina 2% por cerca
de quatro horas como descrito por King & Rofe (1976) e Schmid (1978).

As técnicas utilizadas foram: coloragio convencional com Giemsa, Ag-NOR como
descrito por Howell ¢ Black (1980), bandamento C, segundo a técnica de Sumner (1972),
com modificagio no tempo de incubaciic em hidroxido de bario e hibridacio “in situ”
fluorescente (FISH) com sonda de DNA ribossomal (HM 123, plasmideo recombinante
contendo fragmentos de DNAr de Xenopus laevis) (Meunier-Rotival ef al., 1979) seguindo
o método descrito por Viegas-Péquinhot (1992).

Os cromossomos foram medidos com auxilio do Programa “Image — Pro Plus”, versio

4.0 e classificados de acordo com Green & Sessions (1991) ver tabela 1.



40

Resultados

Cariotipo

As trés espécies analisadas apresentaram 2n=24 cromossomos € caridtipo bimodal com
6 pares de cromossomos grandes e 6 pares de cromossomos pequenos. Os pares 1, 2, 8, 9,
10, 11 e 12 s@o metacéntricos; os pares 3, 5 e 7 s3o submetacéntricos e os pares 4 € 6 sd0
subtelocéntricos (tabela 1, figuras 1 e 5). Em H. leptolineata foi observada uma constrigio
secundaria proxima ao telémero do brago longo em um dos homélogos do par 10. Em H.

polytaenia esta constri¢io foi observada em ambos 0s homologos (figura laec; Saec).

Regidio orgamizadora do nucléolo (NOR)

Em Hyla polytaenia e H. sp. (aff. polytaenia) os métodos Ag-NOR e hibridaciio “in
situ” evidenciaram a NOR no brago longo do par 10, sendo que em H. polytaenia a NOR se
localiza mais prc')}dmav ao telémero, coincidindo com a constri¢io secundéria, e em H. sp.
(aff. polytaenia) mais préximo ao centrémero e com heteromorfismo de tamanho entre os
homélogos (figuras2aeb; 4aeb; Saeb).

Em H. leptolineata, a NOR esta localizada na regifio telomérica do braco longo do par
10, coincidente com a constrigio secundaria, apresentando heteromorfismo de tamanho
(figuras 2¢ e 5¢). Em trés dos dez individuos analisados, uma NOR adicional foi detectada
pelo método Ag-NOR na regido telomérica do brago curto de um dos homélogos do par 1 e
essa condigdo foi confirmada pela hibridagio “in situ” fluorescente (figuras 2d, 4¢ e S¢).
Apenas um dos trés individuos que apresentaram NOR adicional pela impregnagdo por

prata, apresentou o outro homélogo do par 1 marcado por FISH (figura 4d).
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Heterocromatina

A banda C evidenciou blocos de heterocromatina nos centrdmeros de todos os
cromossomos das trés espécies. Hyla polytaenia e H. sp. (aff. polytaenia) apresentaram
uma banda fracamente corada no teldmero do brago lomgo do par 1, um bloco
heterocromatico fortemente corado em quase todo brago curto do par 6, um bloco adjacente
ao centrémero no brago longo do par 7 € um outro no brago longo do par 10 (figuras 3a e b,
5 a e b). Hyla leptolineata apresentou uma banda no telémero do brago longo do par 1 e na
regido intersticial do brago longo do par 3, além de uma banda fortemente corada adjacente
ao centrdbmero no brago longo do par 10 (figuras 3¢ e 5¢). O bloco heterocromatico do par
10 esté localizado na regio pericentromérica em H. polytaenia ¢ em H. leptolineata e mais
distante do centrdmero em posigio intersticial no brago em H. sp. (aff. polytaenia) (figuras

3el).

Discussio

As espécies do grupo de Hyla polytaenia analisadas no presente trabalho apresentaram
cariotipos muito semelhantes entre si em nitmero e morfologia cromossémica. O cari6tipo
de H. polytaenia do presente estudo é semelthante ao descrito por Rabello (1970), embora
haja divergéncia na classificagio de alguns cromossomos uma vez que o presente estudo
baseou-se de pardmetros mais recentes propostos por Green & Sessions (1991).

As trés espécies analisadas podem ser distinguidas entre si pelo padrio de distribuigio
da heterocromatina. Hyla polytaenia e H. sp. (aff. polytaenia) diferiram de H. leptolineata

pela presenca em ambas de uma banda fortemente corada no brago curto do par 6 e no
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braco longo do par 7. Hyla leptolineata, por outro lado, apresentou heterocromatina
intersticial no brago longo do par 3, que nfo foi observada nas outras duas espécies. Essa
diferenciaco, através da distribuicio de heterocromatina, de espécies proximas com
caridtipos muite parecidos ja foi observada também em Colostethus marchesianus, C.
caeruleodactylus, C. sp. 1 (aff. marchesianus) e C. sp. 2 (aff marchesianus) (Veiga-
Menoncello et al., 2003) ¢ também entre as espécies do grupo de Hyla pulchella (Ananias,
1996; Ananias ef al., 2004).

As espécies do grupo de Hyla polytaenia analisadas no presente trabalho apresentaram
a morfologia dos cromossomos muito semelhante a das espécies do grupo de Hyla
pulchella avalisadas até o momento, como H. pulchella, H. prasina, H. joaquini, H.
caingua (Ananias, 1996), H. semiguttata, H. aff. semiguttata e H. marginata (Ananias ef
al., 2004) e aquelas descritas para H. guentheri e H. bischoffi, (Raber et al., 2004 — in press)
espécies proximas ndo incluidas nesses grupos. As espécies de Hyla com 2n = 24
Cromossomos apresentam em geral um cariétipo bastante conservado quanto 4 morfologia
dos crbmossomcs por coloragio convencional. No entanto, agrupando as caracteristicas de
morfologia cromossdémica com a distribuicio de heterocromatina e a localizagio de regifio
organizadora do nucléolo, podem-se observar semelhancas e diferencas entre as espécies de
Hyla tidas como proximamente relacionadas, conforme resumido na tabela 2.

Assim, o bloco heterocromatico no telémero do brago longo do par 1 das trés espécies
analisadas no presente trabalho foi detectado também para H. joaquini, H. prasina
(Ananias, 1996), H. bischoffi, H. guentheri (Raber et al., 2004 - in press), H. semigutiata,
H. aff semiguttata ¢ H. marginata (Ananias et al., 2004). A banda C intersticial no brago

longo do par 3 encontrada em H. leptolineata parece corresponder & encontrada em H.
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caingua ¢ H. prasina {Ananias, 1996). A presenca de um bloco de heterocromatina que se
estende do centrOmero em direcfio ao brago curte do par 6 observado em H. polytaenia e H.
sp. (aff. polytaenia), foi relatado por Raber ef al. (2004 — in press) em H. bischoffi. A regido
banda C-positiva encontrada adjacente ao centrdmero no brago longo do par 7 em H.
polytaenia e H. sp. (aff. polytaenia) foi relatada também para H. prasina (Ananias, 1996).

No entanto, a banda C mais notéavel é o bloco de heterocromatina detectado no braco
longo do par 10 nas trés espécies analisadas, inica caracteristica que também foi detectada
em todas as espécies do grupo de Hyla pulchella analisadas até o momento (Ananias, 1996;
Ananias ef al., 2004) ¢ em H. bischoffi e H. guentheri (Raber et al., 2004 - in press).
Embora o par 10 pareca ser homeélogo para todas essas espécies do grupo de Hyla
pulchella, para H. bischoffi, H. guentheri e para o grupo de Hyla polytaenia ele difere
dentre essas espécies quanto & posicdo da b_anda heterocromatica intersticial citada (mais
proximo ou mais distante do centromero).

As trés espécies do grupo de Hyla polytaenia apresentaram a NOR no par 10 adjacente
ao bloco de heterocromatina, sendo que em H. sp. (aff. polytaenia) localiza-se na reigdo
pericentromerica, como em H. marginata (Ananias et al., 2004), ¢ em H. polytaenia ¢ H.
leprolineata na regiso telomérica, como em H. bischoffi e H. guentheri (Raber et al., 2004 —
in press). Considerando este cromossome homedlogo, o posicionamento interno da NOR e
do bloco de heterocromatina no par 10 pode ser explicado por rearranjo cromossdmico
como imnversao paracéntrica, ja que a razio de bragos ndo mudou entre esses Cromossomos.
Outros casos de inversdo paracéntrica ja foram anteriormente descritas em anfibios, como
em Alytes obstetricans (Schmid et al., 1987) e em Paratelmatobius cardosoi (Lourengo et

al., 2003).



Hyla polytaenia difere de H. sp. (aff. polytaenia) apenas pelo posicionaménto invertido
da NOR e do bloco heterocromatico no brago longo do par 10, o que ndo permite
considera-las espécies citogeneticamente distintas. Nas outras espécies do grupo de Hyla
puichella, a NOR ocorre no par 7 em H. caingua, no par 12 em H. puichella ¢ H. prasim-: €
no par 1 em H. joaguini, H. semiguttata e H. aff. semiguttata. A variagio na localizacio da
NOR em cariotipos de espécies pertencentes a0 mesmo grupo, ou a grupos relacionados
indica a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos envolvendo os segmentos cromossdmicos
da NOR durante a evolugdo dos anuros (Schmid ef al., 1978; Schmid, 1982), o que deve ter
ocorrido com as espécies dos grupos em questdo. Alguns mecanismos para explicar a
dispersdo da NOR no genoma de anuros tém sido discutidos por diversos autores. Entre
esses mecanismos pode-se citar a transposicio da NOR, que sio carregadas por elementos
genéticos moveis presentes proximos a essas regides, amplificacio de cistrons ribossomais,
e sua re-inser¢do em outros locais que ocorrem durante a ovogénese de anfibios ou ainda
ocorréncia de translocagbes envolvendo segmentos cromossdmicos que contém a NOR
(King et al., 1990; Foote et al., 1991; Schmid et al., 1995).

A NOR adicional em um dos homélogos do par 1, detectada por impregnacéo por prata
e confirmada por hibridagdio “in situ”, em trés dos individuos de H. leptolineata ocupa a
mesma regido cromossémica da NOR de H. joagquini, H. semiguttata e H. aff. semiguttata
(Ananias, 1996; Ananias et al., 2004). Em um desses trés individuos os dois homologos do
par 1 foram marcados pela FISH. A ocorréncia de NOR adicional marcada pela prata em
apenas um dos homoélogos do par cromossémico foi descrita também para varios outros
anuros, como H. chrysocelis ¢ H. versicolor (Wiley et al., 1989), Bufo terrestris (Foote et

al., 1991), Agalychnis callidryas (Schmid et al., 1995) e Physalaemus cuvieri (Silva et al.,
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1999). Marcagdes adicionais evidenciadas pela FISH que ndo foram observadas através da
impregnacdo por prata foram relatadas em H. nana (Medeiros ef al, 2003) e em
Colosthetus sp. 1 (aff. marchesianus) (Veiga-Menoncello ef al., 2003). Segundo Kaiser et
al. (1996), apesar destes casos sugerirem evidente inativacio de sitios de NOR, ndo ha
descrigdo de regulacio da NOR em anfibios. Embora nic se tenha uma explicaco
definitiva para 2 nfo impregnagio pela prata, pode-se especular que o tamanho reduzido da
NOR possa ter dificultado a visualizaggo da impregnacfio de prata naquela regifo, ou ainda,
que as sequéncias detectadas por FISH possam nfio representar unidades repetitivas
completas e funcionais.

A presenca de NOR no par 1 e em outros pares como condigdes basal e derivada,
respectivamente, foi sugerida com base em anilise molecular de DNA mitocondrial de
especies do grupo de Hyla pulchella (Ananias ef al., 2004 - in prep.). Nossos resultados
corroboram esta hipotese, uma vez que em uma mesma populacio da espécie H.
leptolineata ocorreram mais individuos com NOR somente no par 10 e apenas trés
individuos com NOR principal no par 10 ¢ NOR adicional em um ou dois dos homoélogos
do par 1, podendo-se aventar a possibilidade de transferéncia da NOR para o par 10.

Considerando a hipétese proposta por Ananias ef al. (2004 - in prep.), a localizacio da
NOR no par 10 como estado derivado agruparia as trés espécies analisadas no presente
estudo com H. marginata, H. bischoffi e H. guentheri. No entanto, esse agrupamento nio
ocorre se consideramos a analise molecular de Faivovich er al. (2004 - in press), pois nesse
caso a NOR no par 10 ndo seria um estado derivado outra explicagio possivel seria a de
que o surgimento da NOR no par 10 possa ter ocorrido duas vezes, uma para as espécies H.

guentheri, H. bischolfi e H. marginata (grupo de Hyla puichella) e outra para as espécies de
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H. polytaenia, H. sp. (aff. polytaenia) e H. leptolienata (grupo de Hyla polytaenia). A
divergéncia existente entre os dois estudos provavelmente ocorreu porque foram utilizadas
especies diferentes do grupo de Hyla polytaenia mas duas inferéncias filogenéticas.
Portanto, a condi¢do apomorfica da NOR no par10 ainda parece ser uma questo pendente.

A analise de morfologia cromossémica, padrio de heterocromatina e localizacio da
regido organizadora do nucléolo mostrou varias homeologias (ver tabela 2) que
demonstram a grande semelhanga das espécies do grupo de Hyla pulchella com as espécies
do grupo de Hyla polytaenia e destas com as espécies H. bischoffi ¢ H. guentheri. Portanto
ndo corroboram o estabelecimento de dois grupos separados e nem a exclusio de H.
bischoffi e H. guentheri dos grupos de Hyla polytaenia e de Hyla puichella. A proximidade
dessas duas espécies com o grupo de Hyla pulchella foi discutido por Raber ef al. (2004 —
in press) através de estudos citogenéticos, por Garcia (2003) através de anélise morfoldgica
e por Faivovich ef al. (2004 - in press) e Ananias ef al. (2004 - in prep.) através de dados
moleculares. A andlise molecular de espécies do grupo de Hyla pulchella (Ananias et al.,
2004 — in prep.) incluiu também H. sp. (aff. polytaenia), que permaneceu sempre no mesmo
clado das espécies do grupo de Hyla pulchella, H. bischoffi ¢ H. guentheri, o que esta de
acordo com os dados citogenéticos.

Portanto, com base nos dados morfolégicos, citogenéticos ¢ moleculares disponiveis,

sugere-se que 0 agrupamento dessas espécies seja reavaliado.
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Tabela 1. Dados morfométricos dos cromossomos de Hyla pobytaenia, H. sp. (aff.

polytaenia) e H. leptolineata.

Hyla polytaenia
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
RB L,10 1,61 203 330 1,72 410 18 123 140 1,10 1,07 1,05
TR 15,05 13,62 1049 10,3C 9,75 863 697 521 420 402 363 340
PC m m sm st sm st sm m m m m m
Hyla sp (aff. pobitaenia)
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
RB 106 1,48 191 325 201 416 1,87 1,19 132 1,11 1,05 1,11
TR 16,07 14,28 11,60 11,02 10,71 803 6,25 3535 446 440 357 3,50
PC m m sm st sm st sm m m m m m

Hyla leptolineata
N° 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12
RB 1,14 13 1,69 327 169 418 186 1,14 1,09 104 101 1,02
TR 16,01 1430 12,01 11,32 1058 798 633 5,12 436 423 358 343
PC m m sm st sm st Sm m m m m m

Legenda: RB = Razéo de bragos, TR = Tamanho relativo (%) PC = posicio centromérica;

m = metacéntrico; sm = submetacéntrico e st = subtelocéntrico.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Caridtipos de Hyla polytaenia (a), H. sp. (aff polytaenia) (b) e H leptolineata

(¢), corados com Giemsa. Barra= 10 ym

Figura 2. Localizagdo da NOR através do método de impregnacdo por prata em Hyla.
polytaenia (a), em H. sp. (aff. polytaenia) (b) e em H. leptolineata (¢ e d). Seta indica NOR

adicional em um dos homoélogos do par 1. Barra = 10 um

Figura 3: Padrdo de bandamento C de Hyla polytaenia (a), H. sp. (aff polytaenia) (b) e H.

leprolineata (¢). Setas indicam bandas nio centroméricas. Barra = 10 um

Figura 4: Localizagbes de NOR através de hibridacio “in situ” fluorescente em Hyla
polytaenia (a), em H. sp. (aff polytaenia) (b) e em H. leptolineata (¢ e d). Setas indicam

NOR adicional. Barra = 10 um.

Figura 5: Ideograma representando o caridtipo de Hyla polyraenia (a); H sp (aff -
polytaenia) (b) e H. leptolineata (c). Areas escuras: banda C; Circulos: localizagdo de

NOR; Interrup¢des: constricio secundéria.
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III. CONCLUSOES GERAIS

1. As espécies Hyla polytaenia, H. sp. (aff. polytaenia) e H. leptolineata apresentaram 2n =
24 cromossomos e cari6tipos muito semelhantes, nfio sendo possivel distingui-las pela

morfologia dos cromossomos em coloragio convencional.

2. Hyla polytaenia e H. sp. (aff. polytaenia) se diferenciam de H. leptolineata pela presenca
de blocos hetrocrométicos nos pares 6 e 7 e auséncia da banda do par 3. Por outro lado nfio
foi possivel distinguir H. polytaenia de H. sp. (aff. polytaenia), pois a tnica diferenca entre

essas espécies € o posicionamento da NOR e da banda C no par 10.

3. O posicionamento do bloco de heterocromatina no par 10, mais préximo ao
pericentromeérico em H. polytaenia e em H. leptolineata e em intersticial no brago longo em
H. sp. (aff. polytaenia), pode ser explicado por rearranjo cromossdmico, como inversio

paracéntrica, ja que a razéo de bragos nfio mudou entre esses Cromossomos.

4. As espécies do grupo de Hyla polytaenia apresentaram a morfologia dos cromossomos
muito semelhante a das espécies do grupo de Hyla pulchella analisadas até o momento ¢ a
H. bischoffi e H. guentheri o que corrobora a proximidade relatada entre essas espécies por

outros pesquisadores.
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5. Alguns blocos heterocrométicos encontrados nas trés espécies parecem ser homeélogos
em algumas das espécies de outros grupos tidas como proximamente relacionadas, ndo

caracterizando exclusivamente um agrupamento ou outro.

6. A banda C no par 10 parece ser um marcador que retine as espécies do grupo de Hyla
polytaenia, do grupo de Hyla pulchella e H. bischoffi e H. guentheri ja que est presente em

todas as espécies analisadas.

7. ANOR adicional detectada em um dos homélogos do par 1 observada em trés individuos
de H. leptolineata, mesmo par onde se localiza a NOR principal em H. joaquini, H.
semiguttata ¢ H. aff. semiguttara, corrobora a hipétese sugerida com base em andlise
citogenética e molecular que considerou as NORs no par 1 e no par 10 como condigfo basal
e derivada, respectivamente, podendo-se aventar a possibilidade de transferéncia da NOR

para o par 10.

8. Os dados citogenéticos do presente trabalho nfo corroboram o estabelecimento de dois
grupos separados (de Hyla polytaenia e de Hyla pulchella) e nem a exclusdo de H. bischoffi
e H. guentheri dos dois grupos. Portanto, sugere-se que os agrupamentos atuais dessas
espécies sejam reavaliados, com base nos dados citogenéticos, morfolégicos e moleculares

disponiveis atualmente.



