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The Hylidae family mcludes four subfamilies, with Hylinae comprising 27 genera.
The Hyla genus has many species divided into related groups. The Hyla albomarginata
group, as known as "green Hylas" is subdivided into 3 complexes: "albomarginata”,
"albosignata” and "albofrenata”. The dplastodiscus genus has been the object of taxonomic
discussion since its description, having been synonymyzed to and removed from Hyla more
than once. Since there are great morphological and behavioral similarities between the
species of the H. albomarginata group and the species of Aplastodiscus, the phylogenetic
and taxonomic relationships of these genera are still under discussion. In the present
research, a cytogenetic study was carried out evaluating two species of Aplastodiscus (A,
perviridis and A. cochranae), three populations of H albomarginata (“albomarginata™
complex), H. albosignaia and H. leucopygia (“albosignata” complex) and H aibofrenata,
H. arildae, H. ehrhardii and Hyla eugenioi (“albofrepata” complex), as well as H. faber, a
very closely related species not pertaining to the group. The aim of this research was to
contribute to the systematics of this group and to the understanding of the intra- and
intergeneric relationships of Aplastodiscus.

Mitotic and meiotic metaphases were obtained from suspension of intestinal
epithelial cells, stamed with Giemsa and submitted to the techniques of C-banding, silver
impregnation and in sity hybridization with probes of ribosomal DNA and telomeric
sequence. The diploid number of 2n=24 was found in the two species of Aplastodiscus,
Hyla albomarginata and Hyla faber, while Hyla albosignata had 2n=20 and Hyla
leucopygic had 2n=18. The four species of the complex "albofrenata” had 2n=22
chromosomes. The two species of Aplastodiscus had the same heterochromatin pattern, but
they differ from the Hyla species. The nucleolus organizing region (NOR) was located on
the telomeric regions of pair 12 in both species of Aplastodiscus, in pair 09 of H
albosignata and H. leucopygia, in pair 11 in H. faber, and intersticially on the short arms of
pair 02, with size heteromorphism in H. albomarginaia. In two of the eight individuals of

Hyla albofrenata, the NOR was present in the telomeric region on the long arm in pair 07



and, in six of these individuals, a interesting pattern for Anura was found. The NOR was
found i the pairs 01 and 07, but in only one of the homologues of each pair. In H.
ehrhardii, the Ag-NOR technique marked the pairs 06 and 10, but only that on pair 06 was
confirmed by i situ hybridization. In H. arildae, the NOR was located in the 10 pair and in
Hyla eugeniol 1n the pair 07, also in the telomeric regions.

In H albofrenaia and H arildae multivalent rings were observed in the prophase 1
of meiosis, constituted of 4 to 6 bivalents, being one of them the NOR-bearing
chromosomes. Translocation events during the evolution of H. albofrenata and H. arildae
could be responsible for the ring formation in meiosis. The participation of the NOR
bearing chromosomes in the multivalente rings could have facilitated the occurrence of
polymorphism of NOR, as observed in A albofrenata. The telomeric sequence probe
marked the telomeric region in ail species studied as well as the centromeric regions of the
chromosomes of H afbofrenate and H. arildae, at the centromeric heterochromatin. In
amphibians, telomeric sequences located outside the telomeric regions had omly been
detected in interstitial regions. The presence of these sequences in centromeric regions may
have been originated by the amplification of the (TTAGGG)n sequences related to
heterochromatic amplification.

The data of the present work allow the conclusion that 4. perviridis and A.
cochranae could not be differentiated. The NOR bearing chromosomes 9 of H. leucopygia
and H albosignata are very similar in size, morphology (metacentric) and NOR
localization (telomeric region) to the pair 12 of the species dplastodiscus and alsoe to the
pair 11 of H faber, suggesting that these are homologous chromoesomes. Although Hyla
albomarginata differs fom all species analyzed for NOR localization on pair 2, it presented
the same diploid number and chromosome morphology of Aplastodiscus. The conserved
chromosomal morphology, maily in the first seven pairs, between the species of
"albofrenata” (present work), "albosignata” and ‘“albomarginata” complexes and
Aplastodiscus, suggests that one ancestral karyotype in common must have originated all
these current species. The chromosomal rearrangements could lead to the differentiation of
these karyotypes, with changes in diploid number, involving mainly the short chromosome

group and the dispersion of heterochromatin and NOR.
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A familia Hylidae possui quatro subfamilias, sendo Hylinae constituida por 27

géneros, denire eles o género Hyla que possui muitas espécies alocadas em grupos
relacionados entre st O grupo de Hyla albomarginata, também conhecido por “hylas
verdes” € subdividido em trés complexos: “albomarginata”, “albosignata” e “albofrenata”.
O géoero Aplastodiscus estd envolvido em discussfio taxondmica desde suz descrigdo,
tendo sido sinonimizade e retirado de Hvla mais de uma vez. Como ha grande semelhanca
morfologica e comportamental enire as espéeies do grupo de H. albomarginata ¢ as
espécies de Aplastodiscus (A. Lutz in B. Lutz, 1950), o relacionamento filogenético e
taxondmuce enire esses géneros ainda ¢ bastamte discutido. No presente trabalho foi
realizado um estudo citogenético das duas espécies de Aplastodiscus (4. perviridis e A.
cochranae), de trés populagdes de H. albomarginaia (complexo “albomarginata™, H
aibosignata ¢ H. leucopygia (complexo “albosignata™) e H albofrenata, H. arildae, H.
ehrhardii e Hyla eugenioi (complexo “albofrenata™), além de H. faber, uma espécie
proximamente relacionada nfic pertencente ac grupo, com o objetive de contribuir para a
sistemdtica desse grupo e para o entendimento da problemética em guestio envolvendo os
relacionamentos intra- e intergenérico de Aplastodiscus.

As metifases mitoticas ¢ meibticas foram obtidas por suspensio de células de
epitélio intestinal ¢ testiculos ¢ submetidas aos métodos de coloragio com Giemsa,
bandamento C, impregnacdo pela prata e hibridagfio i» sifu com sondas de DNA ribossomal
¢ de seqliencia telomérica. O mimero dipldide de 2n=24 foi encontrado nas duas espécies
de dplastodiscus, Hyla albomarginata e Hyla faber, enquanto Hyla albosignata apresentou
20=20 e Hyla leucopygia 20=18. As quatro espécies do complexo “albofrenara”
apresentaram 2n=22 cromossomos. As duas espécies de Aplastodiscus apresentaram o
mesmo padrdc de heterocromatina entre si, mas diferiram das espécies de Hyla. A regido
organizadora do nuciéolo (NOR) foi localizada no telomero do par 12 em ambas as
espécies de Aplastodiscus, do par 09 em H. albosignata e H leucopygia e do par 11 em H.

Jaber, e intersticialmente no braco curto do par 02, com heteromorfismo de tamanho, em i
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albomarginate. Em dois dos oito individuos de Hyla albofrenata, a NOR estd presente na
regifio telomérica do brago longoe no par 07 e em seis desses individuos foi encontrado uma
interessante variante em que a NOR estd presente nos pares 01 e 07, mas em apenas um dos
homélogos de cadz par. Em H. elrhardsi, a técmica de Ag-NOR marcou os pares 06 e 10,
mas apenas a do par 06 foi confirmada por hibridacfio i situ. Em H arildae, 2 NOR foi
localizada no par 10G ¢ em Hyvla eugenioi no par 07, também nos teldmeros. BEm H
albofrenata ¢ H arildae foram observados anéis multivalentes na préfise 1 da meiose,
constituidos de quatro a seis bivalentes, com a participagfio dos cromessomos portadores da
NOR. Eventos de trauslocacio durante a evolucio das espécies H. albofrenata e H. arildae
podem ser responsaveis pela formaciio desses anéis na meiose. O envolvimento dos
cromossomos portadores da NOR pode ter facilitado a ocorréncia do polimorfismo
observade em H albofrenata. A sonda de segiiéncias teloméricas marcou os teldmeros em
todas as espécies € também as regides centromeéricas dos cromossomos de 5 albofrenata e
H. arildae, coincidente com a heterocromatina centromérica. Em anfibios, seqiiéncias
localizadas fora dos teldmeros tinham sido detectadas apenas em regides intersticiais. A
presenca dessas seqli€neias no centrémero pode ter origem em amplificacio de seqiiéncias
(TTAGGG), relacionada com a amplificacfio de regibes de heterocromatina.

Os dados do presente trabalho permitiram concluir que 4. perviridis e 4. cochranae
ndo podem ser diferenciadas citogeneticamente. O par 09, portador da NOR, de X
albosignata ¢ H. leucopygic ¢ muito semelhante na morfologia (metacéntricos) e na
localizagdio (regifio telomérica) da NOR, ao par 12 das espécies de Aplasiodiscus ¢ 20 par
11 de H faber, sugerindo serem esses Cromossomos homedlogos. Embora Hyla
albomarginata diferencie-se das demais espécies analisadas pela localizacfio da NOR no
par 2, apresentou ¢ mesmo nimero dipl6ide e a morfologia dos cromossomos semelhante a
Aplastodiscus. A morfologia cromossémica conservada, principalmente dos sete primeiros
pares, entre as espécies dos complexos “albofrenata™ (presente trabalho) “albosignata” e
“albomarginata” e de Aplastodiscus, sugere que um cariétipo ancestral comum deve ter
origmado todas essas espécies atuais e que rearranjos cromossdmicos levaram 2

diferenciacic desses caribtipos, com mudanga de nimero dipléide, envolvendo



principalmente o grupo de cromossomos menores, ¢ dispersio de NOR e de

heterocromating,
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1. Aspectos gerais da familia Hylidae e do grupo em estude

A ordem Anura apresenta atualmente 33 familias e cerca de 4.700 espécies descritas
{(Frost, 2004). Os anuros estdo distribuidos pelo mundo todo exceto na Antartida {Ahmeida,
1984; Pough er al., 1993), ocupando uma grande diversidade de ambientes, sendo que pelo
menos 1.600 especies vivem na América do Sul (Zug, 1993; Dueliman & Trueb, 1994). A
tamilia Hylidae € representada por anuros que possuem cabega e olhos grandes, cmtura
delgada e pernas longas, ¢ o seu tamanho variz entre 17 a 140 milimetros. No Brasil SEo
popularmente conhecidas por pererecas. Muitas espécies apresentam discos digitais
aumentados que estio relacionados ao fato de serem arboricolas (Dueliman & Trueb, 1994;
Pough er al., 1999; Cogger & Zweifel, 1998).

Essa familia possui atualmente quairo subfamflias: Hemiphractinae, Hylinae,
Pelodryadinae e Phyllomedusinae (Frost, 2004). A subfamilia Hylinae é constituida de 27
géneros, todos possuindo uma distribuiclo geografica bastante varidvel, habitando a
América do Norte ¢ do Sul, oeste da India, regifo Australo-Papuan, Eurdsia incluindo o
extremo norte da Africa e o arquipé€lago japonés (Frost, 1985).

Anderson (1991) propds que o género Hyla tenha surgido na América do Sul e se
expandido rapidamente por todo o continente. Porém, com o aumento do nivel do mar, o
grupo do norte foi separado do grupo do sul por aproximadamente 65 milhSes de anos,
sendo em seguida restabelecida a ligagio. O género Hyle possui ampla distribuicio
geografica, nfio sendo encontrado apenas nas regides da Indonésia, Malésia, Polinésia,
Etiopia ¢ Madagascar. O nlmero de espécies de Hyla nas regides neotropicais € muito
grande, especialmente no Brasil (Frost, 2004) e encontra-se subdividido em muitos grupos
fenéticos de espécies. O grupo de Hyla albomarginata, constituido pelas formas verdes, &
ainda subdividido em trés complexos: “albomarginata”, “albofrenata” e “atbosignata”
(Cruz & Peixote, 1984, 1985). O complexo de Hyia albomarginata compreende H



albomarginata ¢ H. rufitela; o complexo de Hyle albofrenaia inchii as espécies H.
albofrenata, fl musica, H. arildae, H ehrhardri, Hyla eugenioi ¢ H. wevgoldsi e o
complexo de Hylo albosignata ¢ constituido pelas espécies A albosignata, H callipygia,
H. fluminea, H leucopygia e H. cavicola (Cruz & Peixoto, 1984, 1985; Fatvovich er al.,
2002; Carvalho-e-Silva & Carvatho-e-Silva, 2005).

O género Aplastodiscus atualmente alocado na subfamilia Hylinae, € constituido por
duas especies, 4. perviridis A. Lutz in B. Lutz, 1950 e 4. cochranae (Mertens, 1952)
(Garcia er al., 2001). A localidade tipo de Aplasiodiscus perviridis ¢ a Serra da Bocaina,
S8o Jos¢ do Barreiro, Estado de S#o Paulo (Luiz, 1950), com distribuicio geografica
conhecida abrangendo 4reas serranas e ¢ planalto de Brasflia, do Estado S8o Paulo de até o
Estado Rio Grande do Sul e em Misiones, na Argentina (Frost, 2004). A localidade tipo de
Aplastodiscus cochranae ¢ (Juegaba, Distrito de Agua Mornas, Municipio de Palhoga,
Estado de Santa Catarina, sendo também encontrada em duas outras localidades do mesmo
estado, Ranche Queimado ¢ Angelina (Garcia er ol 2001). Morfologicamente A.
cochrange ¢ distinguida de 4. perviridis pelo maior tamanho corporal médio, timpanos
proporcionalmente menores, presenca de uma linha negra sobre o canto rostral, presenca de
uma linha branca marginada inferiormente por uma fina linha negra sobre a regifio cloacal ¢

presenga de urna faixa negra nas margens externas das tibias e aniebracos (Garcia er al.,
20013.



2. Problemdtica de interesse

O género Aplastodiscus (A. Lutz in B. Lutz, 1950} estd envolvido em discussio
taxondmica desde sua descrigio. dplastodiscus perviridis A. Lutz foi separada do género
Hyla Laurenti, 1768 (A, Lutz in B. Lutz, 1950} devido a diferencas na estrutura dos dedos
artelhos (discos digitais estreitos e finos). Devido 3 semelhanga entre os dois géneros,
alguns autores colocaram em duvida a validade do género Aplasiodiscus e varios trabalhos
posteriores foram publicados usando a combinaciio Hyla perviridis (Bokermann, 1967:
Bokermann & Sazima, 1973; Cardoso et al., 1989; Cardoso & Haddad, 1992). Porém, até o
momento, ¢ género Aplastodiscus continua valido.

Hyla cochranae fol descrita por Mertens (1952), mas Bokermann (1966) a
considerou como sindmimo de Aplastodiscus perviridis, o que foi aceito posteriormente por
varios autores {Lutz, 1973; Duellman, 1977; Cei, 1980; Frost, 1985; Lavilla, 1992).
Recentemente, Garcia et al. (2001) revalidaram 4. cochranae com base em caracteristicas
morfoldgicas externas.

Segundo A. Lutz in B. Lutz (1950), dentro do género Hyla, a espécie H. albosignata
€ a que mais se aproxima de Aplastodiscus perviridis devido ao seu porte, cor e canto.
Bokermann (1967) detectou padrbes de semelhancas na vocalizagio entre 4. perviridis, H.
albofrenata e H. albosignata. Outra caracteristica que aproxima Aplastodiscus das espécies
de “hylas verdes” desses complexos € o desenvolvimento dos cales metacarpais e
metatarsais, que poderiam estar relacionados ac habito de cavar tocas na lama (Garcia et
al., 2001). Apesar da grande semelhanca morfolégica e comportamental entre as espécies
do grupo de H. albomarginata e Aplastodiscus (Lutz, 1950), o relacionamento filogenético
entre esses géneros ainda € bastante discutido. Estudo recemie de Haddad er al. (2005)
mostrou que 4. perviridis apresenta ¢ mesmo modo reprodutivo raro e especifico das
espécies dos complexos de H. albofrenata ¢ de H. albosignara. Com base nessa semelhanca
e nos dados de morfologia de Da Silva (1998), esses autores sugeriram uma origem
monofilética para Aplastodiscus ¢ esses complexos de Hyla. Recentemente, baseados em
dados moleculares, Faivovich et al (2005) propuseram a transferéncia das Hylas dos

complexos “albosignata” e “albofrenata™ para o género Aplastodiscus e revalidaram o



género Hypsiboas incluindo nele as duas espécies do complexo “albomarginata®, sendo que
a espécie H. albomarginara ficou alocada no grupo de Hypsiboas (=Hyla) faber.

Ha poucos estudos citogenéticos para Aplastodiscus ¢ para as espécies do grupo de
H. albomarginata, sendo que a grande maioria apenas descreve o caridtipo por métodos
convencionais. Feitosa ef al. (1995) analisou trés populaces (Serra da Boicana e Botucaty
- SP e Morro do Ferro - MG) de 4. perviridis (2n=24), porém nfio observou diferencas
entre seus cariotipos. Begak (1968) estudou a espécie H. albomarginata {(2n=24),
posteriormente re-analisada por Gruber (2002) que estudou populagSes de Picinguaba (SP)
¢ de 5&0 Sebastidio (SP) acrescentando dados de Ag-NOR e bandamento C. Bogart (1973)
encontrou nimeros cromossomicos distintos para H albofrenata (Tijuca, R, 20=24 e
Boracgia, SP; 2n=22) e para H albosignata (Boracéia, SP; 21720 e Teresopolis, RJ;
20=18). Ha possibilidade de confusfio na identificagio dos espécimes dessas populagdes, 4
que ha espécies dentro dos complexos gue sdo morfologicamente semelhantes e algumas
que foram descritas posteriormente 4 realizagfo do trabalhe de Bogart (1973).

Dados citogenéticos mais detalhados da morfologia dos cromossomos das duas
espécies do género Aplastodiscus e de espécies representantes dos trés complexos de H
albomarginata, podem contribuir para a sistematica e para o entendimento da problematica

em questdo envolvendo os relacionamentos intra- ¢ intergenérico de Apiastodiscus.



3. Citogenética

Alem do estude de caracteristicas basicas do caridtipe, como o ntmero e a

morfologia cromossbémica, outros marcadores citogenéticos importantes tém sido usados

para caracterizar as espécies.
3.1 A regific organizadora do nuckéele (NOR)

As NORs so os sitios cromossOmicos dos genes que codificam RNAs ribossomais
{(Summer, 1990). Essas moléculas sfo sintetizadas e processadas no nucléolo formando as
subunidades ribossomais que migram parz o citoplasma onde fazem parte do ribossomo
maduro funcional. Erm células em intérfase, os nucléolos visualizados representam a intensa
transcrigdo dessa regifio e o processamento do RNAr precursor, e contém proteinas
relacionadas a esses processos. Ha protefnas nucleolares relacionadas também a ouiras
fungBes como no controle do ciclo celular (Schwarzaker & Mosgoeller, 2000; Visintin &
Amon, 2000).

As regibes organizadoras do nucléelo podem se localizar em regides de constrigio
secundaria (Henderson ef al., 1972; Hsu er al., 1975), conter heterocromatina {Goessens,
1984; King, 1980; Schmid, 1982) ou apresentar heterocromatina adjacente (Schmid 1978a,
1982; King, 1980).

Muitas técnicas podem ser utilizadas para localizagio dos genes ribossomais sendo
a hibridacio in siru o método mais especifico, que independe da atividade dessa regidio, ou
seja, detecta tanto NORs ativas guanto inativas. Ouirc método também muito utilizado,
apesar de somente detectar 0s sitios ativos na Gltima intérfase, é a impregnagfio pela prata.
Esse método basela-se na afinidade desse fon por algumas proteinas, conhecidas como
proteinas argiréfilas. Varios estudos tém sido realizados com o intuito de identificar essas
proteinas. Algumas delas j& sdo conhecidas, como a RNA polimerase | (Scheer & Rose,
1984), nucleolina (Ochs er al. 1983), DNA topoisomerase 1 {Guldner er o, 1986), p135
(Pleifle er al., 1986) ¢ UBF (Chan ef al., 1991). A técnica de impregnacdo por prata mais
utilizada € de Howell & Black (1980).
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Nos estudos de caridtipos de anfibios, as regides organizadoras de mucléolos tém se
meostrado uma ferramenta muito importante na comparacfio entre populactes ou até mesmo
entre espécies. O nlimero e a localizagio da NOR sfio, em geral, caracteristicos de cada
populagdo ou espécie (Schmid, 1978a, b), podendo, no entanto, apresentar tamanho
diferenie entre os homdélogos caracterizando heteromorfismo, que pode ser devido 2
amplificacfio, deleglo parcial, duplicacio ou triplicagfio de um dos cistrons (Schmid, 1982).

Variagio mtra ¢ inter- populacional no mimero, tamanho e localizacio da NOR i
foi observada em varias espécies, como Odontophrynus americanus e O. ocidentalis (Ruiz
et al., 1981), ¢ em populagBes de Bufo terresiris (Foote er al., 1991) e Agalychnis
callidryas (Schond ef al., 1995). Muitos eventos como inversdo, translocacio, transposicio
da NOR por eclemenios genéticos mdvels, amplificacio de cistrons ribossomais,
translocagfo e mversio, envolvendo segmentos cromossbmicos contendo a NOR podem
estar envolvidos na ocorréneia dessa variacio (Wiley ef al., 1989; King ef al., 1990: Foote

ef al., 1991; Schmid. er oi., 1995; Kaiser e al., 1996; Lourenco ef of.,1998).

3.2 Heterocromatina

A cromatina apresenta-se como eucromatina e heterocromatina. Os segmentos
CromossOmicos que permanecem em estado condensado durante a intérfase (Heitz, 1928)
que s#0 trapscricionalmente imativos (Ris & Korenberg, 1979) sio denominados
heterocromatina. A composigio de heterocromatina em diversos organismos ¢
predominantemente de seqiiéncias curtas e altamente repetitivas de DNA (Jonh, 1988;
Summer, 1994).

Em anfibios, a heterocromatina apresenia-se associada com o centrbmero, o
telomero, a regifio organizadora do nucléolo, e/ou com algumas regides intersticiais do
cromossomo (Schmid, 1978a, b; King, 1980; Miura, 1995; Busin er al, 2001; Veiga-
Menoncello er al., 2003).

A variaco da heterocromatina na localizaco e quantidade em diversas espécies
animais tem se mostrado importante na especiagio. Segundo King ef al. (1991), a variacio

da heterocromatina pode se dar por trés processos evolutivos: a adicdo de heterocromatina
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em sitios especificos do cromossomo, 2 transformacio de eucromatina em heterocromating
e a evolucio combinada com mltiplos sftios de heterocromating.

A detecgBo da heterocromatina pode ser feita por vérios métodos, como reacdes de
Feulgen, bandamento N e impregnacio por prata. Porém, a heterocromatina ¢ mais
comumente detectada por bandamento C (Summer, 1972; Schmid, 1978a, 1982; King,
1980; Schomd er af, 1983, 1986, 1990; Baldissera Jr. er al , 1993; Schunid er ol 1995;
Kaiser ef al., 1996; Lourengo ef al, 1999}, A técnica de bandamento C é desenvolvida em
trés etapas: um tratamento 4cido, que promove a remogio de purinas das moléculas de
DNA; um tratamento alcalino, que provoca a B-eliminacfio envolvendo a desoxirribose do
nucleotideo que sofren 2 depurinacfio e desnatura irreversivelmente o DNA: & um
tratamento salino, que remove segmentos de DNA quebrados. Admite-se gue nas regifes de
heterocromatma a extracio de DNA através desse método ocorra mais lentamente

(Holmaquist, 1979), razio pela gual essas regides coram-se mais intensamente.

3.3 As regibes teloméricas

As regides teloméricas sfio constituidas por segiiéncias de cinco a oito pares de
bases, repetidas in famndem e ricas em guanina. Fm vertebrados, uma segiiéneia muito
comum € (TTAGGO)n (Moyzis ef al., 1988; Beissman & Masson, 1994). Essas seqiiéncias
teloméricas so detectadas principalmenie nas extremidades dos cromossomos através da
técnica de hibridac8o in situ.

Em alguns vertebrados, seqiiéncias de DNA telomérico j4 foram detectadas também
em regides pericentroméricas, centroméricas e intersticiais, geralmente associadas a
heterocromatina {(Arason ef al. 1988; Meyne er al., 1990; Luke & Verma, 1993; Beissmam
& Masson, 1994; Garagna et al., 1997; Pagnozzi ef al., 2000; Faria, 2003).

G significado da existéncia de seqiiéncizs de DNA idénticas as teloméricas em
regifes ndo teloméricas ainda € pouco entendido. Vérias hipdteses foram levantadas na
tentativa de explicar a sua origem e funcfio, como a ocorréneia de fusio de cromossomos
telocétricos na formac@ic de cromossomos metacéniricos ou rearranjos de segmentos

envolvendo os teldmeros dos cromossomos duranie a especiaciio (Meyne er al., 1989, 1990;
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Lee ef al., 1993; Nanda er al, 1995; Vermeesch ef dl., 1996; Fagundes & Yonenaga-
Yassuda, 1998; Carvalho & Matievi, 2000; Rogatcheva er al., 2000 Garagna et al.,
1995,2081; Andrades-Miranda ef al., 2002). Segundo Meyne of o/, {1990), que estudou
essas seqiidncias em cromossomos de alguns vertebrados, espécies mais primitivas
apresentam apenas sfios ferminais enquanto que espécies mais derivadas e gue sofreram
diferenciacdo teriam também sitios nfio teloméricos. Assim sendo, essas segiiéncias
teloméricas poderiam ser utilizadas como marcadores titeis para estudos citogenéticos.

No entanto, um estudo recente realizado com espécies de Solanum (batata) mostrou
que as seqiiéncias teloméricas detectadas por FISH na regifio centromérica se encontram
mterespagadas em grandes seqiiéncias repetidas de DNA heterocromatico (Tek & Jiang,
2004). Os autores pfo relacionam a ocorréncia dessas segiiéneias teloméricas no
centrimero a eventos antigos de fusdo cromossbmica e sugerem uma possivel contribuicio
dessas seqti€ncias a outras fungdes centroméricas, inclhuindo a coesfio de cromatides irmis e
a condensacdic e segregacdo cromossdmicas. Resultado semelhante foi obtide em um
estudo com marsupiais (grupo) em que foram utilizadas espécies com evidéncias de
rearranjos em seus caritipos. Porém, nfio se confirmou & presenca de sequéncias
telomericas em todas as regiGes em que ocorreram fusdes céntricas (Metcalfe er ai., 2004).

Portanto, a origem das seqgiiéncias teloméricas presentes nas regifes centroméricas e
mesmo as intersticiais precisam ser interpretadas com cuidado. A associacic dessa
marcacdo com evento de fusdo cromossdmica precisa estar apoiada por outras evidéncias

Cromossonucas.
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4. Objetivos

- Comparar citogeneticamente dplastodiscus perviridis e A. cochranae, a fim de
contribuir para a problematica taxonSmica envolvendo esses taxons.

- Caracterizar citogeneticamente espécies dos trés complexos (“albomarginata”,
“albosignata” e “albofrenata™) do grupo de Hyla albomarginata e do género Aplastodiscus,
buscando caracteristicas que possam comntribuir para o entendimento dos relacionamentos
entre esses complexos de espécies verdes de Hyla com Aplastodiscus.

- Contribuir para o esclarecimento da variagfio cromossfnica encontrada por Bogart

(1973) em populagSes atribuidas a Hyla albofrenaia e Hyla albosignoia de regides do
Estado de S8o Paulo e Rio de Janeiro.
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Resumo

No presente trabalho foram estudadas citogeneticamente as duas espécies de
Aplastodiscus e trés especies dos complexos “albosignata” ¢ “albomarginata” do grupo de
Hyla albomarginata, considerados préximos por caracteristicas morfolégicas e
comportamentais. Adicionalmente, Hyla faber, que € uma espécie congenérica, porém nio
pertencente ac grupo também foi estudada a fim de contribuir com a sistematica do grupo.
Aplastodiscus perviridis, A. cochranae, Hyla albomarginata e Hyla faber apresentaram
Zn=24, enquanto Hyla albosignata e Hyla leucopygia apresentaram 2n=20 e Zn=18
cromossomos, respectivamente. As duas espécies de dplastodiscus apresentaram caridtipos
idénticos, em relagio & morfologia dos cromossomos, 4 localizagiio de NOR no par 12 ¢ ao
padrdio de localizacdio de heterocromatina. Os dados obtidos para 4. perviridis e A.
cochranae nio permitiram a sua diferenciacfo citogenética. No grupo de H albomarginata,
a NOR foi localizada no par 09 em Hyla albosignata ¢ H. leucopygia e no par 02 em H
albomarginaia. Em H. faber foi localizada no par 11. O par 09 de H albosignata e H.
leucopygia ¢ muito semelhante, no tamanho e morfologia (metacéntricos), ac par 12 das
espécies de Aplasiodiscus € ao par 11 de H jaber ¢ também na localizaciio (regifio
telomérica) da NOR, sugerindo serem esses cromossomos homedlogos. Embora Hyla
albomarginata diferencie-se das demais espécies analisadas pela localizacio da NOR no
par (2, apresenta o mesmo miimero dipidide e a morfologia dos cromossomos semelhante a
Aplastodiscus. A diferenciacfio cromossdmica das espécies analisadas no presente trabatho
parece ter ocorridoc por reducfo no numerc cromossdmico e rearranjos envolvendo
principalmente o grupo de cromossomos menores, j4 que 0s sefe Primeiros CromossOmos

apresentam morfologia ¢ tamanhos bastante conservados nas espécies dos dois géneros.



Introducie

O género Apiastodiscus A. Luiz in B. Lutz ,1950 é composto por apenas duas
espécies, 4. perviridis A. Lutz in B. Lutz | 1950 ¢ 4 cochranae (Mertens, 1952).
Aplastodiscus perviridis ocorre do Brasil central até o nordeste da Argentina (Cei & Roig,
1961; Frost, 2004} ao passo que 4. cochranae ¢ conhecida em apenas trés localidades do
Estado de Santa Catarina, Brasil (Garcia ef ol., 2001).

O género Aplastodiscus 01 separado do género Hyla Laurenti, 1768 devido a
diferencas na estrutura dos dedos e artethos (A. Lutz in B. Lutz , 1950). No entanto, como
h4 grande semelhanca morfologica entre os dois géneros, alguns autores colocaram em
divida sua validade e varios trabalhos posteriores foram publicados usando a combinagio
Hyla perviridis (Bokermann, 1967; Bokermann & Sazima, 1973; Cardoso er al, 1989,
Cardoso & Haddad, 1992). Porém, até o momento, o género Aplasiodiscus continua valido
ja que essa sinonimizacfo ndio foi efetivada. Aplastodiscus cochranae foi descrita como
Hyla cochrance Mertens, 1952, mas Bokermann (1966) a considerou sindémino de
Aplastodiscus perviridis, o que foi aceito posteriormente por varios autores (Lutz, 1973;
Dueliman, 1977; Cei, 1980; Frost, 1985; Lavilla, 1992). Recentemente, Garcia ef al. (2001)
revalidaram A. cochranae com base em caracteres de morfologia externa.

O grupo de Hyla albomarginata, constituido pelas formas verdes, ¢ subdividido em
trés complexos: “albomarginata”, “albofrenata” e “albosignata” (B. Lutz, 1973). O primeiro
¢ constituido pelas espécies H. albomarginato e H. rufitela; o segundo por H albofrenata,
H. musica, H arildoe, H ehrhardii, H. eugenioi ¢ H. weygoldti e o terceiro complexo
inclui as espécies H. albosignata, H. callipygia, H fluminea, H. leucopygia ¢ H cavicola
(B. Lutz, 1973; Cruz & Peixoto, 1984, 1985; Faivovich ef al., 2002).

Segundo Lutz (1950), dentro do género Ayla, a espécie H. albosignala é a que mais
se aproxima de Aplastodiscus perviridis devido ao seu porte, cor e canto. Bokermann
(1967) indicou padrdes semelhantes de canto enire 4. perviridis, H albofrenata e H
albosignata. Outra caracteristica que aproxima Aplastodiscus das espécies das “hylas
verdes” desses complexos € o desenvolvimento dos calos metacarpais e metatarsais, que

poderiam estar relacionados a0 habito de escavar tocas na lama (Garcia ef o/, 2001).



Apesar da grande semelhanga morfolégica e comportamental entre as espécies do
grupo de H albomargingta e Aplastodiscus, o relacionamento filogenético e taxonbmico
entre esses géneros ainda nio esta claro, Estudo recente de Haddad ef ol (2005) mostrou
que 4. perviridis apresenia o mesmo modo reprodutivo raro e especifico das espécies dos
complexos de A albofrenata e de H. albosignata. Com base nessa semelhanga, esses
autores sugeriramn uma origem monofilética para Aplasiodiscus e esses complexos de Hvla.
Uma andlise filogenética do género Hvla, que incluin dplastodiscus, utilizando dados
morfolégicos também corrobora essa hipétese (Da Silva, 1998).

Recentemente, baseados em dados moleculares, Faivovich ef ol (2005) propuseram
a transferéncia das Hylas dos complexos “albosignata™ e “albofrenata” para o género
Aplastodiscus ¢ revalidaram o género Hypsiboas incluindo mele as duas espécies do
complexo “albomarginata”, sendo que a espécie H. albomarginata ficou alocada no grupo
de Hpsiboas (=Hylia) faber.

Ha poucos estudos citogenéticos para Aplastodiscus e para as espéeies de Hyla do
grupo de H. albomarginaia, sendo que a grande maioria apenas descreve o cariétipo por
métodos convencionais. Foram descritos os caridtipos de 4. perviridis (2n=24) (Feitosa ez
al., 1995) e de H. albomarginata (2n=24) (Begak, 1968; Gruber, 2002). Bogart (1973)
encontrou numeros cromossdmicos distintos para H albofrenata (Tijuca, RJ; 20=24 ¢
Boracéia, SP; 2022} ¢ para H albosignaio (Boracéia, SP; 2n=20 e Teresépolis, RJ;
2n=18).

No presente trabalho, as duas espécies do género Aplastodiscus, espécies
representantes de dois dos complexos do grupo de Hyla albomarginata (“albomarginata” e
“albosignata™ senso Cruz & Peixoto, 1984, 1985) e¢ H faber foram analisados
citogeneticamente, com ¢ intuito de contribuir para o entendimento futurc da problematica
envolvendo 4. perviridis e A. cochranae, e o relacionamento de Aplastodiscus com as

espécies do grupo de H. albomarginata.



Wateriais e Métodos

Espécies analisadas

Os animais utilizados no presemte estudo estfo indicados na tabela 1 & foram

coletados com a autorizacfio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovéaveis (IBAMA — Proc. n® 02001.008867/01-92). Todos os espécimes foram
depositados na Colecdo de Anfibios “Célic Fernando Baptista Hadadd” (CFBH), no
Departamento de Zoologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Rio

{laro.

Tabela 1. Dados das espécies utilizadas. = fémea; m= macho.

Espécies Locais ge Coleta Niimero de Namero de Registro na
{Municipio/Estado) espécimes Colecsio CFBH
analisados
Aplastodiscus perviridis | Pogos de Caldas (MG) |07 (06m; 01f) | 5840; 6987-6989; 7010-
A. Latz in B, Lutz, 1950 7012
Sao Bento do Sul (8C) |05 (m) 7406-7407; 5547-5549
Aplastodiscus cochranae | Rancho Queimado (SC) |05 (m) 6991; 7001; 7003-7005
(Mertens, 1952}
Hyla albosignata Piraquara {(PR) 01 (m) 5546
dB. L 1938
Lutz and B. Lutz, Sio Bento do Sul (SC) |05 (m) 3543-3545, 6997-6993
Hyla leucopygia Mogi das Cruzes (8P) |07 (m) 4012-4013; 6646-6647;
Cruz and Peixoto, 1985 7391-7393
Marica (RJ) 02 (m) 7395-7396
Hyla albomarginata Bertioga (SP) 05 (m) 6406-6410
Spix, 1824 —
Picinguaba (SP) 04 (m) 7408-7410; 4011
Mogi das Cruzes (8P} 102 (m) 6403-6404
Hyla faber Mogi das Cruzes (SP) {02 (m) 4014; 6650
Wied-Neuwied, 1821 Biritiba Mirim (SP) 01 (m) 6982

Preparacdo cromossémica e técnicas

As metafases mitéticas foram obtidas de suspensio celular de testiculo e de epitélio

intestinal, de acorde com Schmid (1978a) e Schmid er af (1979). Os cromossomos foram




submetidos & coloraglo convencional com Giemsa 10% para a montagem dos cariétipos,
morfometria cromossémica e construgfo dos ideogramas. A técnica de bandamento C
(Summer, 1972) foi utilizada para evidenciar heterocromatina e a de impregnacio pelo fon
prata para a detecclo das regibes organizadoras do nucléolo (NOR) (Howell & BlacK,
1980).

A localizacdo das NORs foi confirmada por hibridacio in sifu (Viegas-Péguignot,
1992y, utilizando como sonda o plasmidio recombinante HMI123, que comtém um
fragmento de rDNA de Xenopus laevis (Meunier-Rotival ef al., 1979).

Todas as anélises foram feitas com microscopic Olympus BX60. Os cromossomos

foram classificados de acordo com Green & Sessions (1991).
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Resultados

Todos os especimes de 4. cochranae, 4. perviridis, H. albomarginaia ¢ H, faber
apresentaram mnunero dipldide de Zp=24 cromossomos, enquanto F.  albosigngia
apresentou 2n=20 e H leucopygia 2n=18. A morfologia dos cromossomos das espécies
estudadas ¢ bastante semelhante sendo que, em todas elas, os pares 01, 02, 09, 10,11 e 12
sdo metacéntricos € os pares 04, 05, 06 e 07 sdo submetacéntricos. Verificou-se variagio no
par 03 que € metacéntrico em Hyla albomargingia e submetacéntrico nas demais & no par
08 que ¢ submetacentrico em H albosignata e H. leucopygia ¢ metacéntrico nas demais
espécies (Figs. 1A-F; 4A-F; Tabela 2).

Heterocromatina foi detectada para as espécies A. cochranae, 4. perviridis ¢ H
albemarginata (Figs. 2A-C; 4A, B ¢ E). Para as demais espécies nfo foram obtidos
resultados  satisfatérios. Blocos de beterocromatina foram observados nas regibes
centroméricas de todos os cromossomos das trés espécies, diferindo apenas na quantidade.
Em dplastediscus foram detectados blocos de heterocromatina na regidio telomérica dos
bragos curtos dos pares 01, 02 ¢ nos bragos longos dos pares 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07 ¢ 08
¢ intersticiais nos bracos longos dos pares 06, 10, 11 e 12 € nos bracos curtos do par 11 nas
duas espécies. No par 12 foi ainda detectada heterocromatina adjacente a NOR. Em Hyla
albomarginata, bandas C positivas foram observadas nas regides teloméricas dos bragos
curtos dos pares 01, 02 e 03 e bragos longos dos pares 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08 ¢ 09.
Heterocromatina intersticial foi visualizada nos bragos curtos dos pares 02, 03 ¢ 04 e nos
bragos longos dos pares 05 e 06. No cromossomo 02, portador da NOR, a heterocromatina
¢ coincidente com a NOR, ¢ se estende desta regific até o centrémero (Figs. 2 A-C; 4 A Be
E).

A NOR foi detectada na regifo telomérica do brago longo do par 12 em 4.
cochranae © A. perviridis e do par 09 em H albosignata ¢ H leucopvgia. Em H
albomargingta, a NOR estd localizada intersticialmente no brago curto do par 02,
apresentando-se heteromorfica entre os homélogos. Hyla faber apresentou a NOR na regifio

telomérica do braco longo do par 11 (Figs. 3A-F; 4A-F). Constrigbes secundérias foram



freqlientemente observadas nos cromossomos de todas as espécies, estando sempre
associadas com a NOR. Em todas as espécies, a localizacio da regifio organizadora do
nucléolo detectada por Ag-NOR foi confirmada por hibridacfio i sizu com sondas de DNAr
{Fig. 3A-F).



Discussiio

A andlise de nimero ¢ morfologia cromossdmica tem sido, algumas vezes, Gtil para
diferenciar espécies com morfologia externa muito semethante, como ocorreu com as
espécies de Megaelosia (Giaretta & Aguiar-Jr, 1998), Hyla nana e H. sanborni (Medeiros
et al, 2003) e Colostethus (Veiga- Menoncello er al., 2003). As duas espécies de
Aplastodiscus, no entanto, apresentaram o mesmo ndmero diploide de 24 cromossomos, ¢
com morfologia cromossdmica bastante conservada, o que ¢ bastante comum entre as
espécies da familia Hylidae, como ja relaiado para espécies proximamente relacionadas
como H marginata, H semiguttata e Hyla sp. (aff. semiguttata) (Ananias er al., 2004), H
bischoffi e H. guentheri (Raber et al., 2004}, H. polyienia e H. leptolineata (Vieira, 2004),
enfre oufras. No entanto, nos exemplos citados, os caridtipos puderam ser diferenciados
pela localizagio de NOR e/ou pelo padriio de distribuiciio de heterocromatina, o que nfo
ocorreu com Aplastodiscus. No presente trabalho, nfo s6 os dados de niimero e morfologia
cromossomica foram idénticos, mas também localizagio da NOR e padiio de
heterocromatina, ndo permitindo a distincfio entre 4. perviridis e A. cochranae.

As duas espécies do complexo “albosignata™, Hyla albosignata e H. leucopygia,
apesar de mostrarem diferencas no ndmero (2n=20 e 18, respectivamente) apresentaram
grande semelhanca na morfologia cromossdmica. Aparentemente, a reducfic do numero
cromossémico ocorreu pela perda de um metacéntrico pequeno, provavelmente o par 10, ja
que o par 09 nas duas espécies tem aproximadamente o mesmo tamanho e carregam a NOR
na mesma posicdo e, além disso, os demais cromossomos s3o bastante assemelhados
morfologicamente. Os resultados aqui obtidos para H albosignaia diferem daqueles
mostrados por Bogart (1973) que estudou duas outras populagBes atribuidas a essa espécie,
tendo encontrado 20=20 (Boracéia - SP) e 2n=18 (Teresépolis - RI} cromossomos. O
cariotipo com 2n=18 cromossomos encontrado por Bogart ¢ idéntico ao da espécie Hyla
leucopygia do presente trabalho, coletada em uma regifio (Maricd) muito préxima a
Teresopolis (~50 Km). Como H. leucopygia da mesma localidade (Teresopolis — RJ) foi
descrita por Cruz & Peixoto (1984), os dados citogenéticos sugerem que a espécie estudada

por Bogart (1973) € Hyla leucopygia.



Os caribtipos das espécies H. albosignata (2n=20) e H, lencopygia (2n=18)
mostraram semelhancas também com as duas espécies de Aplastodiscus (2n=24). A
diferenciacdo cromossdmica dessas espécies parece ter ocorrido por redugio no nplumero
cromossdmico, j& que caritipos semelhantes com 2n=24 sio observados em ouiras
espécies de Hyla. Tal reducfio envolve principalmente o grupo de cromossomos menores, jA
que ©Os sete primelros Ccromossomos apresentami morfologia e tamanhos bastante
conservados. Além disso, o par 09, portador da NOR em H. albosignata e H. leucopygia, é
muito semelhante no tamanho, na morfologia (metacéntrico) e na localizaciio (regifio do
telomero) dos cistrons ribossomais quando comparado ao par 12 das especies de
Aplastodiscus. Hipbteses de redugio de nimero de cromossomos para explicar cariétipos
semelhantes com numere cromossdmico diferente j4 foram levantadas para outras espécies
de anuros (Begak, 1968; Bogart, 1970; Veiga-Menoncello e of.. 2003: Sigueira-Jr. e7 al.,
2004). Apesar de Hyla albomarginaia também apresentar a maioria dos cromossomos com
morfologia muito semelhante a2 dos cromossomos das outras espécies discutidas acima,
difere na localizacdo da NOR, que se encontra no grupo de cromossomos grandes, no par 2,
diferenciando essa espécie das demais.

O heteromorfismo de NOR observado enire os homélogos do par 2 de H
albomarginata é um evento bastante comum em anuros e se deve provavelmente 2
amplificacdo das sequéncias de rDNA , o que provavelmente justifica o pequenc aumento
no tamanho total do cromossomo maior portador da NOR.

Os dados moleculares obtidos por Faivovich er al. (20035) mostraram que H
albomarginata (Hypsiboas albomarginatus) ¢ mais aparentada com outras espécies de
“Hyla”, ficando no grupo de Hypsiboas faber, enquanto A. perviridis, A. cochranae, H.
albosignata € H. leucopygia ficaram no género Aplastosdiscus, sendo grupos irmios. O
cariétipo e o par 11 portador da NOR de Hyla faber, sio também bastante semelhantes aos
das espécies de Aplastodiscus, H. albosignata e H leucopygia, confirmando o
relacionamento proximo, principalmente com Aplastodiscus,

Os estudos comportamentais, morfoldgicos, moleculares e os dados citogenéticos
obtidos at¢ o momento mostraram que as espécies dos géneros Aplastodiscus, dos

complexos “albomarginata” ¢ “albosignata” (grupo de Hyla albomarginata) e o grupo de



Hysiboas faber sfo filogeneticamente muito proximas, provavelmente originadas de um
ancentral comuury
Ainda, em relagio a dplasiodiscus, as duas espécies nfio apresentararm nenhuma

diferenca em relag8o as caracteristicas citogenéticas analisadas e por esses pardmetros ndo

foi possivel distingui-las.
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Tabela 2. Dados morfométricos e classificacdo dos cromossomos, segundo Green &

Sessions (1991). TR% = Tamanho relativo, IC = Indice centromérico, CC = Classificacdo

centromérica. (*Valores obtidos para os morfos do par cromossdémico 02 de H

albomarginaiay.
Cromossomos
6F 62 63 84 05 06 67 08 g% 8 iz 12
A. perviridis
TR% 150 13,1 113 166 97 76 67 61 58 54 48 39
iC 0.45 041 0,31 031 035 0,27 033 041 043 044 0,40 0,42
cC M M S5M SM SM SM SM M M M M M
A cochranae
TR% 14,7 126 10,7 164 97 79 67 61 58 354 51 49
i 046 044 027 035 034 030 037 045 0,45 046 045 (4%
CC M M SM SM SM SM SM M M M M M
H. albosignaia
TRY% 159 130 11,8 111 10,5 102 99 76 57 43
ic 046 041 033 031 029 029 029 027 040 045
cC M SM SM SM SM SM SM M M
H lencopygia
TR% 179 139 14,7 113 11,1 105 98 8,7 53
iC 648 039 031 031 0632 030 030 029 043
CC M M SM SM SM SM SM SM M
H. albomarginaia
TR% 153 150 11,3 1G5 92 83 66 56 55 50 41 36
13,27
ic 048 041 041 033 030 0,28 040 041 044 047 044 046
0,40
oC M M M SM SM SM M M M M M M
H faber
TRY 156 126 11,2 10,5 101 78 67 60 57 54 48 42
c 045 041 030 034 035 0,28 032 046 042 044 040 044
cC M M SM SM SM SM SM M M M M M




Legenda das Figuras

Figara 1. Cariotipos de A perviridis (A), A. cochranae (B), H. albosignata (C), H
levcopygia (1), H albomarginaic (EY e H faber (F). Setas indicam constricBes
secundérias. Barra = 10um,

Figura 2. Caridtipos de 4. perviridis (A), 4. cochranae (B), H albomargingia (C)
submetidos ao bandamento C. Setas indicam bandas intersticiais e teloméricas. Barra =

10um.

Figura 3. Par cromossbmico portador da NOR submetido 2 coloracio com Giemsa,
Impregnagio pela Prata e Hibridaclo in situ, de A. perviridis (A), A. cochranae (B), H.
albosignaia (C), H. leucopygia (D), H. albomarginata (E) e H. faber (F). Barra = 10pm.

Figura 4. ldeogramas dos caribtipos de A. perviridis (A), A. cochranae (B), H, albosignata
(C). H. leucopygia (D), H. albomarginata (E) e H. faber (F). Os blocos negros indicam
bandas C e os cinzas regibes de NOR. As &rcas hachuradas representam as constrigdes

secundarias. Em (E), as letras a ¢ b indicam os morfos do cromossomo 07,
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Dispersio de NOR, deteccio de seqiiéncias teloméricas na
heterocromatina centromérica e multivalentes na meiose de espécies do

complexo de Hvig albofrenata (Anura, Hylidae).

'Carvalho, K. A., "Garcia, P.C. A & "Recco-Pimentel, .M.

"Departamento de Biologia Celular, Institute de Biolegia (IB), Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), 13083-863 Campinas, SP

*Area de Ciéncias da Satde, Curso de Ciéncias Biolégicas, Universidade de Mogi das
Cruzes (UMC) 08780-911 Mogi das Cruzes, SP

Running title: Citogenética de espécies do complexo “albofrenata”

Palavras-chave: Hyla, cariétipo, multivalentes, segiiéncia telomérica, NOR
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Respmo

As quatro espécies analisadas no presente irabalho perlencem ao complexo
“albofrenata” do grupo de Hyla albomarginata e se encontram distribuidas pelas regifes
sudeste e sul do Brasil. Hvia albofrenata, H arildae, H. ehrhardti ¢ Hyvla eugewnioi
apresentaram ¢ namero dipldide de 2o=22 e morfologia cromossémica muito semelhante.
Essas espécies puderam ser diferenciadas pela distribuicdo e quantidade de heterocromatina
e pela localizac@o da NOR, que se mostraram espécie-especificos. Seis dos oito individuos
de H. albofrenaia apresentaram um polimorfismo inédito de NOR em anuros, pois apenas
urn dos homoélogos dos pares 01 ¢ 07 foi marcado. Em H. ehrhardi, a técnica de Ag-NOR
marcou os pares 06 ¢ 10, mas apenas a do par 06 i confirmada por hibridac8o s sifw. Em
H arildoe, 2 NOR foi localizada no par 10 e em Ayle eugenioi no par 07. Em A
albofrenaia ¢ H. arildae observou-se anéis multivalentes na préfase I da meiose, com a
participacio dos cromossomos portadores da NOR. A sonda de seqiiéncias teloméricas
marcou os ieldmeros em todas as espécies ¢ também as regifes ceniroméricas dos
cromossomos de H albofrenata e H. arildae, coincidente com a heterocromatina
centromérica. A morfologia cromossdmica conservada, principalmente dos sete primeiros
pares, entre as espécies dos complexos “albofrenata” (presente trabalbo) “albosignata” e
“albomargmata” ¢ de Aplastodiscus, sugere que um cariotipo ancestral comum deve ter
originado todas essas espécies atuais e que rearranjos cromossdmicos levaram 2

diferenciacfo desses caridtipos, com mudanca de ntrmero diploide e disperso de NOR ¢ de

heterocromating.
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Introducis

O grupe de Hyla albomarginata (Hylidae), conhecido pelas formas verdes de Hyla,
compreende trés complexos: “albomarginata”, “albosignata” e “albofrenata”. O complexo
“albofrenata”, enfocado no presente estudo, ¢ constituido pelas espécies Hyla albofrenata,
Hyla avildae, Hyla ehrhardii, Hyla musica, Hylo wevgoldii e Hyia eugenioi (Cruz &
Peixoto, 1985; Faivovich ef al., 2002; Carvalho-e-Silva & Carvalho-e-Silva, 2003).

Hyla albofrenata distribui-se apenas na Floresta da Tijuca, cidade do Rio de
Janeiro, enquanto Hyla arildae esté distribuida pela Serra do Mar e Serra da Mantiqueira no
sudeste do Brasil. Hyla ehrhardti € encontrada somente em Santa Catarina, Brasil (Frost,
2004} e Hylo eugenioi localiza-se na regifio da Serra do Mar entre o litoral Norte do Estado
de S#o Paulo e do Estado do Rio de Janeiro (Carvalho-e-Silva & Carvalho-e-Silva, 2005).

Esse grupc das Hylas verdes estd envolvido em uma discussfo taxondmica
juntamente com © género Aplastodiscus, uma vez que Bokermann (1967) apontou
semelhancas no padrio de canto com as espéeies Hyla albofrenata e Hyla alhosignata e
Haddad er al. (2005} verificaram que essas espécies tém o mesmo modo reprodutivo de
cavar tocas na lama, corroborande Da Silva {1998) que sugeriu uma origem monofilética
para essas espécies. Dados moleculares, Faivovich ef al. (2005) propuseram a transferéncia
das Hylas dos complexos “albosignata™ e “albofrenata” para o género Aplastodiscus e
revalidaram o género Hypsiboas incluindo nele as duas espécies do complexo
“albomarginata”, sendo que a espécie H. albomarginara ficou alocada no grupo de
Hypsiboas (=Hyla) faber.

Estudos cariotipicos realizados por Bogart (1973) mostraram nameros
cromossOmicos distintos para duas popuilacdes atribuidas a Hyla albofrenata, sendo uma da
Floresta da Tijuca (RJ); com 2n=24, ¢ a outra da Boracéia (SP); com 2n=22. Mais tarde, no
entanto, Heyer ef al. (1990} identificaram a populacfio de Boracéia como sendo Hyla
arildae.

Neste trabalho, as espécies Hyia albofrenata, Hyla arildae, Hyla elwhardti ¢ Hyia
eugenioi foram analisadas citogeneticamente quanio ao numerc e morfologia dos

cromossomos, padrio de beterocromating, localizacio da NOR e de segliéncias teloméricas,
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visando 4 caracterizacio do complexo de Hyla albofrenata do grupe de Hyla
albomarginata e contribuir com a sistematica do grupo e o entendimento do relacionamento

dentro do grupo e com Aplastodiscus.



Materiais ¢ Métodos
Espécimes

Foram analisados oito espécimes de Hyla albofrenata (sete machos e uma f8mea)
provenientes da Floresta da Tijuca do Rio de Janeiro - RJ, quatro machos de Hyin arildae
do Parque Natural Municipal da Serra do ltapety, Mogi das Cruzes - SP, guatro machos de
Hyla ehrhardsi de S8o Bento do Sul - RS, e trés machos de Hyla eugenioi de Picinguaba -
SP.

Os animais foram coletados com a autorizacio do Instituto Brasileiro do Meic
Armbiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA — Proc. n°.02001.008867/01-92).

O material testemunho de Hyla albofrenata foi depositado no Museu Nacional do
Rio de Janeiro (MNRJ), com os registros: MINRJ 36923 - 36928. As demais espécies foram
depositadas na colecio de anfibios "Célio F. B. Hadadd” (CFBH) do Departamento de
Zoologia da Universidade Estadual Paulista, Campus de Rio Claro, SP, Brasil, com os
registros: CFBH 6648-6649 e 6999-7000 (Hyla arildae), CFBH 5550 e CFBH 6643-6645
(Hyla ehrhardti) e CFBH 6996-6998 (Hyla eugenioi).

Preparacdes cromossimicas e técnicas

As metafases meidticas ¢ mitoticas foram obtidas a partir de suspensio celular de
testiculo e de epitélic intestinal, de acordo com Schmid (1978a) e Schmid e7 al. (1979). Os
cromossomos foram submetidos 2 coloragio com Giemsa 10%, bandamento C (Sumner,
1972) e impregnago pela prata (AgNOR) (Howell & Black, 1980).

Para hibridacio in sity (Viegas-Péquignot, 1992) foi utilizado como sonda o
plasmidio recombinante (HM123) contendo fragmentos de rDNA de Xenopus laevis
(Meunier-Rotival ef al, 1979) marcado com biotina por “nick transiation” e um

oligonucleotideo (TTAGGG); repetido in randem.
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Todas as analises foram feitas em microscopio Olympus BX60. Os cromossomos

foram medidos e classificados de acordo com Green & Sessions (1991).



Resultados

As espécies Hyle albofrenara, H. arildae, H ehrhordi e Hyla eugeniol
apresentaram ¢ mimero dipléide de 2n=22 cromossomos. A morfologia dos cromossomos
corados com Giemsa € muito semelbante entre as espécies estudadas. As quatro espécies
apresentaram os pares 01, 02, 09, 10 e 11 metacéniricos e os pares 04 e 05
submetacéniricos. Os pares 03 e 07 de Hyla arildae € o par 06 de Hyla elrhardti sio
metacéntricos, mas submetacéniricos nas demais. O par 08 ¢ submetacéntrico em Hylg
albofrenata e metacénirico nas outras espécies (Figs. 1 e 5; Tabela 1).

As quatro espécies estudadas apresemtaram blocos de heterocromating na regifio
centromérica, diferindo apenas na guantidade, maior em H. arildoe e Hyla eugeniol. Um
dos homdlogos dos pares 01 e 07 de H. a/bofrenara apresentou heterocromatina telomérica
coincidente com a regifio organizadora do nucléolo. Em H ehrhardsi, heterocromatina
telomérica foi detectada nos pares 01, 02, 053, 06, (7, 08 e 10, sendo também coincidente
com a regidio organizadora do mucléolo no par 06, enquanto que em Hyia eugenioi foi
observada nos pares 01, 02, 04 e 05. Heterocromatina intersticial foi detectada apenas nos
bragos longos pares 04 e 05 de H. albofrenata e no par 07 de H. ehrhardti (Figs. 2 ¢ 5).

A localizagBo da NOR por impregnacio pela prata variou entre as espécies
analisadas. Em seis individuos de H. albofrenata a técnica de Ag-NOR marcou a regifio
telomérica do braco curto de um dos homdlogos do par 01 € na regifio telomérica do braco
longo de um dos homélogos do par 07. Em dois individuos dessa espécie a prata marcou
apenas o par 07 (¥Figs. 3A e 5A). Em H. arildae, marcou a regifio telomérica do brago longo
do par 10 (Figs. 3 B e 5B). Em H. ehrhardti, a marcagfic ocorreu em dois pares, na regifio
telomérica do brage longo dos pares 06 e 10, apresentando heteromorfismo no par 06 (Figs.
3C e 5C). Em Hyla eugenici, a NOR localiza-se apenas no teldmero do brago longo do par
07 (Figs. 3D e 5D). Em todos os individuos das quatro espécies, a marcagio de prata é
coincidente com heterocromatina. A associacdio da constricio secundéria com a regifio
organizadora do nuciéolo nem sempre foi visualizada nestas espécies, possivelmente pela
sua localizagfio telomérica ou grau de condensagfio. A localizacio da NOR foi confirmada
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por hibridacBo #7 siru (Figs. 3A-D) em todas as espécies, porém, em Hvla ehrhardsi
nenhum sinal foi detectado no par 10,

Todos os ndividuos analisados das espécies Fyla albofrenata e Hyla orildae
apresentaram anéis multivalentes pa meiose, constituidos de quatro 2 seis bivalentes, sendo
gue 08 Cromossomos portadores da NOR também estio envolvidos na formacio desses
anéis conforme verificado por hibridacfio in situ (Fig. 3E-H).

A sonda telomérica marcou todos os teldmeros nas quatro espécies. Em Myl
albofrenata € Hyia arildae a sonda apresentou homologia também com todas as regides
centroméricas, sendo ¢ sinal mais intenso em A arildoe do que em H. albofrenara (Fig.
4A-D).

A tabela 2 apresenita um resumo de dados citogenéticos das espécies de

Aplastodiscus e do grupo de Hyla albomarginaia para efeito comparativo.
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Discussio

As quatro espécies aqui estudadas do complexo de Hyla albofrenata apresentaram o
cariétipo com 2= 22 ¢ a morfologia dos cromossomos bastante semelhante. O caridtipo de
Hyla albofrenata difere quanto 20 nGmero de cromossomos do que foi deserito por Bogart
(1973} para espécimes do mesmo local, a Floresta da Tijuca no Estado do Rio de Janeiro,
que apresentou o nlmero cromossémico 2n=24 sendo que o niimero e a morfologia se
assemelham ao de 1. albomarginata (Carvalho et ol., em preparagio).

No mesmo trabalho, Bogart (1973) descreve o caridtipo de Hyvla albofrenata de
outra localidade, Boracéia (SP), com 2022 cromossomos. No entanto, nfo hi mformacdes
sobre a exisiéncia dessa espéeie nesse local. Em 1990, Hever ef of. redescreven a espécie de
Boracéia como sendo Hyla arildae. (s dados obtidos neste trabalho quanto ao nimero e a
morfologia da espécie Hyla arildae corrobora o trabalho de Heyer ef al. (1990).

O padriio de heterocromatina diferiu entre as espécies na quantidade de
heterocromatina centromerica, maior em Hyla arildae, e na localizaciio e guantidade das
bandas intersticiais e teloméricas, permitindo diferenciar essas espécies dentro do complexo
e das outras espécies do grupo de Hyla albomarginata (Carvalho ef ol , em preparacio).
Essa wvariabilidade interespecifica da heterocromatina permite distinguir essas espécies
préximas, 0 que j& {01 verificado também para ocuiros grupes de anuros com cariGtipos
muito sermelhantes, como em Bufonidae (Schmid, 1978a; 1980), Leptodactylidae (Schmid,
1985; Bogart, 1981; Ruiz ef @/., 1981} ¢ Hylidae {Ananias e al., 2004; Raber ef ol 2004,

A localizaggo da regific organizadora do nucléolo também diferiu entre as espécies
do complexo “albofrenata”, sugerindo que possiveis rearranjos cromossémicos nos
segmentos portadores da NOR tenham ocorrido durante a evolucio dessas espécies
proximamente relacionadas. Qutras espécies do grupo de H albomarginata (Carvalho ef
al., em preparacho) também mostraram variacfio nessa caracteristica, sendo a NOR
localizada nos telomeros do par 09 em H. albosignata ¢ H. leucopygia e intersticial no par
02 em H. albomarginata. Hyla crepitans e Hyla pardalis, alocadas no grupo de Hyia faber
por Faivovich ef al. (2005), apresentam 2n =24 e NOR localizada no par 11 (Gruber, 20023.
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Um polimorfismo raro de NOR, em anuros, foi observado nos espécimes analisados
de Hyla albofrenaia. Seis desses individuos que apresentaram duas marcagles Ag-NOR,
confirmadas por FISH, em heterozigose nos pares 01 e 07, ou seja, uma em um dos
homologos do par 01 e a outra em wm dos homdlogos do par 07, o que sugere que essa
condigio deve ser derivada em relacio a NOR em homozigose no par 07 observada em dois
espécimes de Hyla albofrenata. Além disso, nfio ha nenhuma espécie do grupo de Hyvla
albomarginaia até agora estudada com NOR no par 01 (Carvatho ef al., em preparaco}.

Uma explicaglo possivel para essa variagio interindividual € que tenha ocorrido
translocagiio do segmento portador da NOR do par 07 para o par 01. Uma forte evidéncia
que respalda essa hipdtese ¢ a presenca dos cromossomos portadores da NOR no anel
multivalente observado na meiose, confirmade por hibridagio in sirw, que pode ter
facilitado o rearranjo da NOR. Nio foi encontrado nenhum individuo com a NOR em
homozigose no par 0, embora nfio se possa descartar que 2 causa seja o reduzido tamanho
da amostra. Pode se aventar & possibilidade de que a NOR em homozigose no par 01 seja
uma condi¢io deletéria (Schmid, 1982).

A presenga de NOR em um dos homologos de dois ou mais pares de cromossomos
jé fo1 observado em Hyla versicolor, Hyla chrysoscelis (Wiley er 4., 1989) e Physalaemus
petersi (Lourengo ef ai., 1998) apresentando diversos padrGes, com a NOR dispersa no
cariotipo. No entanto, diferentemente dessas espécies, em H. albofrenata foi encontrado
apenas dois padrdes, sendo o mais comum nessa amostra, o padriio em heterozigose.

A ocorréneia de heteromorfismo de tamanho de NORs homélogas, semelhante ao
observado no par 06 de Hyla ehrhardti ja foi amplamente deserito em anuros {Lourenco e
al., 1998; Busin ef al., 2001; Veiga-Menoncello ef al., 2003; Siqueira-Jr ef af., 2004). Os
mecanimos ¢itados na literatura para explicar esse fendmenc sio amplificagio de algumas
seqiiéncias dos genes ribossomais em um dos homologos do par, crossing-over desigual,
troca entre crométides irmas e duplicacSes acidentais na quantidade de tDNA (Schmid,
1982; King, 1990). Embora nio se saiba a origem do heteromorfismo observado em H.
ehrhardti, ndo se verificou nas metdfases analisadas dois blocos distintos que pudesse

sugerir a ocorréncia de duplicacio ou de translocaciio da NOR.
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Em H. ehrhardti, 2 impregnacfo pela prata marcou dois pares de cromossomos,
porém 2 hibridac8io in sitw ndo confirmou a presenca de TDNA no par 10. Como foi
detectada heterocromatina na mesma posigie por bandamente C, deve ter ccorrido
impregnagho inespecifica pela prata nesse regifio. Marcagfio imespecifica de
heterocromatina pelo método de Ag-NOR j& foi observada em Physalaemus petersi
{Lourengo er al., 1998) ¢ em Pseudis sp. (aff. minuta) (= P. cardosoiy (Busin ef al., 2001).

A formaclc de anéis multivalentes na meiose envolvendo cromossomos ndo
homoélogos, como observado nas espécies A albofrenata e H. arildae (com a participagiio
dos cromossomos portadores da NOR), pode ser explicada por eventos de translocagio
ocommidos durante a evolugho cariotipica destas espécies. Em anuros, esse evento € raro e foi
descrito apenas em Elewherodactylus binotatus (Begak er al., 1974; Sigueira-Jr ¢r al.,
2004) e em Physalaemus petersi (Lourengo ef ol., 2000). Em ambos os casos, a presenca
desses anéis parece estar relacionada com a ocorréneia de rearranjos de tramslocacfes
multiplas em heterozigose que levaram 2 alteragio da morfologia de cromossomos
envolvidos no anel. Porém, o presente trabatho apresenta o primeiro caso em que o
cromossomo portador da NOR estd comprovadamente envolvido nesse processo.
Interessante que em A, arildae a NOR foi detectada apenas no par 10, e, embora a amostra
analisada seja pequena, nfio foi também observada nenhuma variagio nesse caridtipo que
pudesse ser relacionada 4 presenca dos anéis multivaintes, como ocorreu em 4. albofrenta
(presente trabalho), Elewtherodactylus (Becak er al, 1974; Siqueira-Jr et al, 2004) e
Physalaemus petersi (Lourenco et al., 2000).

Todas as espécies quando submetidas & técnica de hibridaciio in sity utilizando
sonda telomérica apresentaram marcagdes nos teldmeros. Hyla albofrenata e H. arildae
apresentaram, alem dos telbmeros, também as regifes centroméricas marcadas,
demostrando a presenca de segiiéncias homologas a sonda telomérica. Até o momento, néo
ha pa literatura a descricio desse tipo de marcagio centromérica em anuros, porém,
seqiiéncias de DNA telomérico (TTAGGG)n ja foram detectadas em regifes intersticiais de
alguns cromossomos de . versicolor, H. squirella e H. chrysoscelis (Meyne et al., 1990).
No entanto, seqiiéncias semelhantes 2 telomérica em regies intersticiais jao foram

detectadas em cromossomos de outros vertebrados, como e

iebreﬂ baleias, coelhos,




gambas, cavalo, serpentes, aves (Meyne et al., 1990), girafas (Vermeesch er al., 1996),
marsupiais (Pagnozzi ef al., 2000), ¢ em plantas (Teck & Jiang, 2004).

A origem ¢ o significado da ocoméncia dessas seqiifneias em regibes ndo
teloméricas ainda sio pouco entendidos, porém, foram levantadas algumas hipdteses. como
a de que a amplificagio das seqiiéncias (TTAGGG), estaria relacionada com a amplificacio
de regides de heterocromatina (Fagundes & Yonenaga-Yassuda, 1998), de que seriam sftios
de teldmeros verdadeiros, resultantes de rearranjos cromossémicos como inversbes e fusdes
céntricas ou em Zandem (Lee ef al., 1993; Vermeesch ef al., 1996}, de que poderiam se
originar poOr mMmecanismos como mutagdes, crossing-over designal, transposicio ou
amplificacBio de seqliéncias de DNA (TTAGGG), enddgenas, ou ainda que surgiram por
mecanismos de reparo em quebras ocorridas na linhagem germinativa durante a evolucSo
{Vermeesch er al., 1996; Garagna er al., 1997).

Em espécies de Solonum (batata), seqiiéncias teloméricas foram detectadas por
PISH em regibes centroméricas dos cromossomos. A analise molecular mostrou que essas
seqliéncias semelhantes a telomeros sofreram extensiva amplificacio, associada 3
heterocromatina centromérica altamente condensada (Tek & Jiang, 2004). Segundo esses
autores, os resultados sugerem que em Solanum, a presenga dessas seqiiéncias ndo pode ser
exphcada como remanescentes dos telémeros devido a eventos antigos na evolugio do
caridtipo, como as fusSes cromossOmicas. Essas seqiiéncias podem estar relacionadas a
outras fungdes. No presente trabatho, a associacio dessas seqli€ncias com heterocromatina
centromeérica parece evidente, ja que em H. arildze o sinal de hibridacio foi mais intenso
do que em A. albofrenata, o que coincide também com a presenca de maior quantidade de
heterocromatina detectada por bandamento C. Essas seqiiéncias teloméricas podem estar
dispersas pela heterocromatina centromérica de todos os cromossomos, & semelhanca do
que foi descrito para espécies de Solarum, e sua presenca nos centrOmeros também nio
poderia ser explicada por eventos de fusfio de cromossomos duranie a evolucdo dessas
espécies. Segundo Meyne er al. (1990), espécies mais derivadas e altamente diferenciadas
teriam a presenca de sitios teloméricos ¢ niio teloméricos, enquanto que espécies primitivas

apresentariam somenie sitios teloméricos (Meyne e al., 1990). Isso, no entanto, nio
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enconitra respaldo no conjunto de dados citogenéticos do presente trabatho para o grupo de
anuros em estudo.

A Jocalizago da NOR e o padrio de heterocromatina mostraram-se espécie-
especifico e permitiram diferenciar cromossomicamente as espécies do complexe Hyia
albofrenaia. Mas, essas caracteristicas de NOR e heterocromatina ndo contribuiram com
homeclogias para demonstrar citogeneticamente maior proximidade das espécies dos irés
complexos do grupo de Hyla albomarginaia com o gérero Aplastodiscus (Carvalho ef al.,
em preparagio). Por outro lado, a morfologia cromossémica conservada, principalmente
dos sete primeiros pares, entre as espécies do complexe Hyla albofrenaia (presente
trabatho) e dessas com 0s dos outros dois complexos (“albosignata” e “albomarginata™) do
crupo de A albomarginaia e com Aplastodiscus (Carvalho ef al., em preparagiio), sugere
que wm cariéiipo ancesiral comum deve ter origmado todas essas espécies atuais e que
rearranjos cromossbmicos levaram & diferenciacBo desses caridtipos, com mudanca de
nimero dipldide que envolveu principalmente 0s cromossomos menores € outras alteragBes

gue levaram dispersZo de NOR e de heterocromatina.
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Tabela 1. Dados morfométricos das espécies do complexo “albofrenata”.

Cromossomos

062 83 4 {5 6 07 88 69 16 11

1
Hvla albofrenaia
TR% 144
ic 0,44
CC M
Hyia arildae
TR% 153
ic 0,47
CC
Hyla ehrhardii
TR% 149
IC 0,46
CC M
Hyvla eugenioi
TR% 15,3
ic 0,44

12,5 11,4 11,0 1006 90 7,7 80 40 357 5.1

640 035 035 033 031 033 037 043 042 039
M SM SM SM SM SM SM M M M

13,9 12,3 10,8 101 80 69 64 60 56 47
046 041 031 034 031 042 644 043 041 044

M M sM SM SM M M M M M

12,7 11,0 10,7 103 87 7,7 70 65 34 5,1
042 035 029 035 036 029 043 041 043 043

M SM SM SM M SM M M M M

126 11,7 11,6 104 88 7.8 65 6,1 355 41
040 037 032 035 031 030 038 041 041 045

CC M M SM SM SM SM SM M M M M

TR= tamanho relativo (%), IC= indice centromérico, CC= classificacio cromossbmica,

M= metacéntrico, SM= submetacéntrico. (s dados moformétricos foram baseados em

dez.metafases das espécies estudadas.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Caridtipo de Hyla albofrenaia (A), H. ariidae (B), I elrhardi (C) e Hyla

eugenioi (D). Setas mdicam constrigbes secunddérias. Barra = 10um.

Figura 2. Canidtipos de Hyla albofrenata (A), H. arildae (B), H ehrhardti (C) e Hyla
eugenioi (D) submetidos ao bandamenio C. Setas indicam bandas intersticiais e

teloméricas. Barra = 10um.

Figura 3. Cromossomos mitéticos (A-D) marcados pela técnica de Ag-NOR e FISH com
sonda de rDNA e cromossomos meidticos {(E-H) corados com Giemsa e marcados por

FISH, de Hyla albofrenaia (A e E), H. arildoe (B ¢ F), H ehrhardti (C e G) ¢ Hyla
eugenioi (D e H). Barra= 10um.

Figura 4. Metafases mitéticas submetidas a FISH com sonda telomérica. Hyla albofrenata
(A), H. arildae (B), H. efArhardti (C), Hyla eugenioi {D). Barra = 10pm.

Figura 5. Ideograma dos caniotipos de Hyla albofrenata (A), H. arildae (B), H. ehrhardti
{C) e Hyla eugenioi (D). Blocos negros indicam bandamento C positivo; blocos cinza
regides de NOR. As areas hachuradas representam as constrigdes secundarias. Em A, as

letras a ¢ b indicam os morfos dos cromossomos 01 e 07 em H albofrenata. Em C, note o

heteromorfismo de NOR em H efrhardii. Barra= 10pm
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t- Os caridtipos, o padrfo de heterocromatina ¢ a Jocalizagfo & nimero de NORs foram
idénticos entre as especies dplasiodiscus perviridis e A. cochranae, nio sendo possivel por

esses pardmetros distinguir essas espécies.

2- Hyla albosignata e Hyla leucopygiao, pertencenies ac complexo “albosignata™,
divergiram no nimerc cromossdémico, 2n=20 ¢ 2n=18 respectivamente, porém a

semelhanca morfoldgica entre os seus cromossomos e os pares portadores da NOR sugere

wm relacionamento muito proximo entre elas.

3- O caridtipo com 2r=18 cromossomos da espécie Hyla leucopygia do presente trabatho,
coletada em Marica (RJ) ¢ idéntico ao carittipo 20=18 descrito por Bogart para H
albosignata de TeresOpolis (distante ~30 Km de Maricd). Sugere-se que a espécie de

Teresopoils seja Hyla leucopygia € ndo H. albosignata.

4- Dados como morfologia, nimero cromossémico e localizagio da NOR sugerem um
relacionamento filogenético muito préximo das espécies H. albosignata, H. leucopygia e

Hyla faber com as espécies do género Aplastodiscus.
5- Hyla albomarginaia diferencia-se das demais espécies de Hyig analisadas pela

localizagio da NOR no par 2 e por apresentar o mesmo niimero dipléide e a morfologia dos

cromossomos semelthante a dplastodiscus, o que sugere grande proximidade entre elas.
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6- A diferenciacfo cromossdniica entre as espécies Aplastodiscus perviridis, A. cochranae,
Hyla albomarginaia ¢ Hyla faber (In=24), Hyla albosignata (207=20) e Hyla leucopygia
(2n=18) pode ter ocorrido por reducdo no nlmers cromossdmico e rearranjos envolvendo
principalmente 0 grupo de cromossomos menores, J4 que 0s sefe primeiros cromossomos

apresentam morfologia e tamanhos bastante conservados nas espécies dos dois géneros.

7- O par 09 de A albosignaia ¢ H leucopygio é muito semelhante na morfologia
{metacéntricos), a0 par 12 das espécies de Aplasiodiscus ¢ ao par 11 de H faber, ¢ também
na localizagBo (regifio telomérica) da NOR, sugerindo serem esses Cromossomos

homedlogos.

8- As espécies pertencentes ao complexo “albofrenata” podem ser distinguidas entre si
através da localizac3o da NOR, localizacfio e quantidade de heterocromatina e quantidade e

localizagfio de seqiiéncias teloméricas.

9- O canotipo de Hyla albofrenata difere quanto ao numero de cromossomos do que foi
descrito por Bogart (1973) para espécimes do mesmo local, a Floresta da Tijuca no Ric de
Janeiro. Provavelmente, os espécimes analisados por Bogart (1973) com 2n=24
cromossomos 580 da espécie . albomarginata que ocorre naguela localidade, e nfio de H.

albofrenata. O caritipo descrito por Bogart (1973) se assemelha ao de H. albomarginata

{Carvalho 27 al., em preparagio).

10- Hyla albofreraia de outra localidade, Boracéia (SP), descrito por Bogart (1973) com
2n=22 cromossomos, foi redescrito por Heyer (1990) como Hyla arildae. Os dados obtidos
neste trabalho guanto ao ndmero e a morfologia dos cromossomos sfo semethantes ao

descrito para a populagio de Boracéia, corroborando Hever (1990).
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11- Seis dos oito mdividuos de H. albofrenaia apresentaram um polimorfismo inédito de
NOR em anuros, detectado em apenas um dos homologos dos pares 01 e 07. Sugere-se que
essa condigiio em hetorozigose deva ser derivada em relagfio a NOR em homozigose no par
07 observada em dois espécimes ¢ que essa variagfic inferindividual pode ter ocorrido por
translocagdo do segmento portador da NOR do par 07 para o par 01. Respalda essa
hipdtese, a presenga dos cromossomos portadores da NOR no anel multivalente observado

nia meiose, que pode ter facilitado esse rearranjo.

12- Em H. ehrhordii, a técnica de Ag-NOR marcou os pares 06 ¢ 10, mas apenas a
marcagio do par 06 foi confirmada por hibridacfio in sifw. A mespecificidade de marcacio

por prata pode ser atribuida 4 presenca de heterocromatina nessa regifio cromossbmica.

13- A presenca de anéis multivalentes na préfase 1 da meiose de H albofrenaia e H
arildae, com a participacio dos cromossomos portadores da NOR, sugere a ocorréneia de

translocagio reciproca € que rearranjos desse tipo contribuiram para a evolucio dos

caridtipos dessas espécies.

14- A deteccio de segiiéncias teloméricas nas regides centroméricas dos cromossomos de
H. albofrenaza ¢ H. arildae, coincidente com a heterocromatina banda C positiva, sugere
que essas seqiiéncias estejam dispersas pela heterocromatina centromérica de todos os
cromossomos € ndc hi evidéncias de gue sua presenca nos centrémeros seja devida a

eventos de fusfic de cromossomos durante a evolugio dessas espécies.

15- A morfologia cromossbmica conservada, principalmente dos sete primeiros pares, entre
as espécies dos complexos “albofrepata” (presente trabalho), “albosignata” e
“albomarginata” e de Aplastodiscus, sugere que um caridtipo ancestral comum deve ter
originado todas essas espécies atuais e que rearranjos cromossdmicos levaram 3
diferenciacio desses caribtipos, com mudanga de niimero dipléide e dispersiio de NOR e de
heterocromating. Com base em citogenética, as espécies de Aplasiodiscus ¢ de Hyla

analisadas no presente trabalho poderiam cornpor um tinico género.

80



