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RESUMO

Hyla bischoffi e H. guentheri apresentam algumas caracteristicas morfologicas e de canto
(apenas H. guentheri) semelhantes tanto & espécies do grupo polytaenia quanto pulchella. A
inclusio dessas espécies em um ou outro grupo tem sido motivo de controvérsia na
literatura. Neste trabalho, essas duas espécies foram comparadas citogeneticamente entre si
e com outras espécies do grupo pulchella ja estudadas, buscando evidéncias que possam
auxiliar na taxonomia desses grupos., Foram analisados o caridtipo, o padrio de
heterocromatina e de NOR de espécimes de H. b. bischoffi provenientes de S&o Francisco
de Paula, RS, e de H. guentheri de Terra de Areia, RS. As duas espécies apresentam 2n =
24 cromossomos, sendo os pares 1, 2, 8, 11 e 12 metacéntricos; os pares 3, 5, 7, 9 e 10
submetacéntricos e os pares 4 ¢ 6 subtelocéntricos. O par 10 apresenta uma constri¢io
secundaria telomérica, que em H b. bischoffi nem sempre estd presente, tornando o
cromossomo metacéntrico nesses individuos. Nas duas espécies foi evidenciada
heterocromatina centromérica em todos os cromossomos € um bloco ocupando quase todo
brago longo do par 10. Além disso, em H. b. bischoffi foi detectada uma banda telomérica
fracamente corada no par 1 e uma banda pericentromeérica intersticial estendida pelo brago
curto do par 6, € em H. guentheri uma banda telomérica no brago longo do par 1 fortemente
corada. A NOR localiza-se no brago longo do par 10 nas duas espécies, coincidente com a
constri¢do secundaria.

As duas espécies apresentam o mesmo nimero e morfologia cromossémica e a
mesma localizag8 de NOR. Porém, podem ser distinguidas pelo padrio de
heterocromatina. Comparando os cariétipos estudados com os de algumas espécies do
grupo pulchella € notavel a semelhanga. Apresentam cariotipos semelhantes € 0 mesmo
marcador, um bloco de heterocromatina bastante evidente no braco longo do par 10. Os
dados citogenéticos obtidos para H. b. bischoffi e H. guentheri ndo permitem excluir essas

duas espécies do grupo pulchelia.



ABSTRACT

Hyla bischoffi and H. guentheri share some morphological and call characteristics with the
pulchella group and others with polytaenia group. The inclusion of these two species in
these groups is still controvertial. A cytogenetic study showed that both species have 2n =
24 chromosomes; five metacentric, five submetacentric and two subtelocentric
chromosome pairs. The nucleolus organizer region (NOR) was located on the long arm of
chromosome 10, which also contained a a block of heterochromatin in both species. The
centromeric region of all the chromosomes contained C-banded heterochromatin. There
were no marked differences in the karyotypes of these two species, except for an additional
heterochromatic band on the short arms of chromosome 6 in H. bischoffi. These findings
indicated that the karyotypes of these two species were very similar to those of the H.
pulchelia group of Hyla and that neither of them can be excluded from the pulchella group.



L INTRODUCAO

1. A classe Amphibia

Na classe Amphibia incluem-se sapos, ris e pererecas (Ordem Anura), salamandras
(Ordem Caudata), cobras-cegas (Ordem Gymnophiona) e vérias formas fésseis do
Devoniano em diante. A classe Amphibia foi, mais recentemente, dividida em trés

subclasses: Labyrinthodontia, Lepospondyli e LissAmphibia (Duellman & Trueb, 1985).

Pough er al (1993) afirma que as subclasses Labyrinthodontia e Lepospondyli
foram as primeiras sobre a face da Terra ha cerca de 350 milhdes de anos, extinguindo-se
ap6s 200 milhSes de anos. A subclasse LissAmphibia apareceu no periodo Jurissico da era

Mesozdica, hd pelo menos 200 milhdes de anos.

A subclasse LissAmphibia possui aproximadamente 4.000 espécies distribuidas em
trés ordens: Urodela (ou Caudata), com mais ou menos 350 espécies; Gymnophiona, com

aproximadamente 170 espécies, e Anura, com cerca de 3.500 espécies (Duellman & Trueb,
1985; Hiidebrand, 1995).

O parentesco entre os anfibios modernos constituem, hd muito tempo, um enigma,
porque ndo existem fosseis que demonstrem a transigdo entre algum grupo do Paleozdico e
quaisquer das trés ordens modernas. Os fosseis mais antigos que podem representar
anfibios modernos consistem em vértebras isoladas do periodo Permiano. O mais antigo
fossil relativamente completo de anfibio pode ser Triadobatrachus, um possivel anuro do

Triassico inferior (Pough et al., 1993).

2. A ordem Anura

Os anuros sdo cosmopolitas, exceto para altas latitudes no Artico, Antirtida,
algumas ilhas ocedénicas e alguns locais extremamente desertos. A grande diversidade dos
anuros esta nos trépicos. Segundo Frost (1985), a ordem Anura ¢ dividida em 26 familias,

sendo que nove delas ocorrem na América do Sul.

O canto dos anuros € diversificado, varia com as espécies e a maioria delas possui

dois ou trés tipos diferentes de canto, utilizados em diferentes situacdes. Os cantos mais



familiares sfio aqueles usualmente referidos como cantos nupciais. As caracteristicas do

canto identificam a espécie e o sexo do individuo que o emite (Pough er al., 1993).

A fémea ¢ quem escolhe o macho para o amplexo, sendo esta forma de
acasalamento diferente da copula por nfio ter 6rgdo introdutério (Storer ef al., 1984; Pough
et al., 1993). Na maioria dos anuros a fecundagio € externa (Pough et al., 1993). A fémea
deposita os ovos em um local apropriado, por exemplo na agua, sob foligo de mata ou
ficam armazenados em cdmaras especiais do corpo (marsupio). Até 10.000 ovos podem ser

depositados em uma tnica desova (Storer ef al., 1984; Pough ef al., 1993).

3. A familia Hylidae

Esta familia ocorre no norte da América, na América Central, na India Ocidental e
na Ameérica do Sul tropical, e, ainda, pode ser encontrada em toda Australia, Tasmaénia,

Nova Guiné e nas Ilhas Solimdes (Duellman & Trueb, 1985).

A Familia Hylidae apresenta 4 subfamilias, 37 géneros, 630 espécies (Duellman &
Trueb, 1985; Frost, 1985), sendo 2 extintas (Duellman & Trueb, 1985). Os hilideos sio
anfibios extremamente varidveis no tamanho (17-140 mm). Muitos hilideos séo arboricolas,

mas alguns sdo aquaticos e outros sio cavadores (Duellman & Trueb, 1985).

A subfamilia Hylinae € a mais diversificada, com 22 géneros e aproximadamente
476 espécies (Frost, 1985).

4. O género Hyla

O género Hyla, rés arboricolas verdadeiras, apresenta ampla distribui¢3o geografica,
nio sendo enconirado nas regides da Indonésia, Malésia, Polinésia, Etiopia e Madagascar.
O namero de espécies de Hyla nas regides neotropicais € muito grande, especialmente no
Brasil (Duellman & Trueb, 1985). Neste género estio incluidas cerca de 250 espécies
(Duellman & Trueb, 1985; Frost, 1985).

Possuem a falange em forma de garra terminal unida a uma cartilagem intercalar.
Esta ¢ uma importante caracteristica, que juntamente com o desenvolvimento dos discos
digitais, possibilita um meio de locomog¢do de subida por adesdo ou friccdo. Em espécies

grandes o rudimento do dedo polegar € longo e estreito (agudo) (Lutz, 1973).



5. O grupo polytaenia de Hyla

O grupo polytaenia inclui atualmente as espécies Hyla polytaenia Cope, 1870, H.
cipoensis B. Lutz, 1968, H. goiana B. Lutz, 1968 e H. leptolineata Braun & Braun, 1977
(Cruz & Caramaschi, 1998). Segundo esses autores, 0 grupo polylaenia envolve espécies de
pequeno porte (25,6-37,6mm nos machos; 29,0-41,5mm nas fémeas), corpo alongado e
cabega estreita, com padrio de colorido dorsal composto por linhas e faixas longitudinais
mais ou menos definidas e auséncia de barras transversais ou manchas nas faces anterior ¢

posterior das coxas € na regido inguinal.

A distribuicio geogrifica do grupo polytaenia no Brasil inclui localidades do

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

6. O grupo pulchella de Hyla

Este grupo consiste de populagdes encontradas no Brasil, Uruguai, Bolivia e
Argentina, e tem sido dividido em vérias formas geograficamente definidas. Entre as
espécies incluidas no grupo por Duellman er al. (1997), fazem parte algumas encontradas
no Brasil como Fyla pulchella, H. pulchella joaquini, H. semiguttata, H. marginata, H.

prasina e H. caingua.

As espécies deste grupo foram descritas por Duellman et of. (1997) como tendo
tamanho médio, antebragos hiperatrofiados, prepdlex com espinho 6sseo e manchas

arredondadas ou barras nas coxas.

7. As espécies em estudo

Hyla bischoffi Boulenger, 1887, tendo como localidade tipo o Rio Grande do Sul, era
antigamente confundida com Hyla pulchella em colegdes (Lutz, 1973). Cochran (1955)
colocou H. multilineata (Lutz & B. Lutz, 1939) como sub-espécie de H. bischoffi, passando
entdo a chamar H b. multilineata (ver Lutz, 1973), incluindo-a no grupo albopunctata.
Porém Lutz (1973) a incluiu no grupo polytaenia, reconhecendo as duas subespécies, H.
bischoffi bischoffi e H. bischoffi multilineata. Heyer er al. (1990) consideraram H.
multilineata como espécie plena, porém n#o avaliaram o “status” desta espécie em relagéo a
H. b. bischoffi.



H. bischoffi compartilha algumas caracteristicas morfoldgicas com espécies do grupo
polytaenia (Langone, 1997) ¢ outras com espécies do grupo pulchella (P. C. Garcia & G.

Vinciprova — informac#o pessoal).

Hyla guentheri Boulenger, 1886, foi incluida por Lutz (1973) no grupo polytaenia
por causa do padrdo de coloragdio dorsal, no que concordaram também Braun e Braun
(1977, 1980). Mas, Klappenbach e Langone (1992) e Langone (1997) consideraram que H.
guentheri, tendo como localidade tipo o Rio Grande do Sul (Frost, 1985), possa fazer parte
do grupo pulchella, por causa das caracteristicas morfologicas. Ainda, segundo Garcia
(informag#o pessoal) ha tambeém semelhanga de canto. Langone (1997) concluiu que ndo se
podia ainda afirrnar em que grupo a espécie em questfio deveria ficar, ja que até aquele

momento nfo existiam defini¢Ges claras dos grupos pulchella e polytaenia.

Porém, Cruz e Caramaschi (1998) afirmam que as quatro espécies incluidas no grupo
polytaenia podem ser distinguidas prontamente de H. bischoffi ¢ H. guentheri pela auséncia

de barras ou manchas arredondadas nas partes ocultas das coxas ¢ regido inguinal.

Portanto, no momento, H. bischoffi e H. guentheri ndo estdo incluidas em nenhum

dos grupos citados na literatura (polytaenia e pulchella) com os quais essas espécies tem

maior afinidade.
8. Citogenética em Hylidae

8.1. Aspectos gerais

A lista mais recente sobre niimero de cromossomos em anuros inclui em torno de
1.000 espécies (ver Kuramoto, 1990). A maioria das espécies de anuros estudadas possui
nimero diploide de 2n = 22 a 2n = 26 cromossomos. Bogart (1973) defende a hipotese de
que um ancestral comum com 2n = 26 teria originado todos os géneros atuais. O género

Hyla é o que apresenta major variagdo no numero de cromossomos.

Nas espécies com 24 cromossomos, a morfologia dos cromossomos é bastante
conservada. Foi observado por Bogart (1973) que H. crepitans e H. pardalis do grupo faber
possuem cari6tipo muito proximo ao de H. polytaenia e H. pulchella, sendo também muito

proximo de todas as Hyla com 2n = 24 cromossomos.



A evolug@io de cromossomos em anuros parece ter sido muito mais lenta que em
outros grupos de vertebrados (Bogart, 1991). O processo de evolugdo em anuros parece ter
ocorrido através de uma redugfo do nimero de cromossomos acrocéntricos por processo de
fusdio. Segundo Morescalchi (1968), as espécies mais primitivas caracterizam-se, na
maioria das vezes, por um alto nimero dipléide, onde o tipo acrocéntrico de cromossomo
aparece com freqiiéncia, enquanto as espécies consideradas mais recentes apresentam um
nimero menor de cromossomos, a maioria metacéntricos e submetacéntricos. O mecanismo
dessa reducio provavelmente envolve a fusfio de dois cromossomos acrocéntricos, com a
formagdo de um cromossomo metacéntrico ou submetacéntrico e perda subsegliente do

segmento heterocromatico (Foresti, 1972).

8.2. A regiio organizadora nucleolar (NOR)

As Regides Organizadoras Nucleolares (NORs) sdo regides do cromossomo que

contém genes de rRNA, e sua transcri¢do origina o nucléolo (Alberts et al., 1997).

O namero e a localizagBio da NOR nos cromossomos de anfibios sdo caracteristicos
de cada populac@o ou especie (Schmid, 1978a, b) e aparecem quase sempre na mesma
posicdo onde ocorre a constrigio secundéria (Begak & Begak, 1973, Schmid et al., 1983,
1986 ¢ 1993). Goessens (1984) mostrou que nem todas as NORs aparecem como
constrigdes secundarias € que em alguns casos elas contém heterocromatina e Schmid
(1978a) relata que as NORs estdo acompanhadas por heterocromatina constitutiva que €
banda fortemente C-positiva. Em anfibios, mais especificamente em anuros, as NORs

tendem a coincidir com as bandas C-positivas (King, 1980; King et al., 1990).

NORs adicionais também podem aparecer em algumas espécies de hilideos
(Anderson, 1991) e de leptodactilideos (Lourengo ef a/., 1998). Schmid (19784) analisando
algumas espécies das familias Bufonidae e Hylidae, encontrou duas NORs em seus
caridtipos. Caridtipos com baixo niimero de NORs s#o considerados mais primitivos do que
aqueles com varios (Hsu er al., 1975), porque com a evolugio aumentou o nimero de

NORs nas espécies. A posi¢io da NOR também difere consideravelmente entre espécies.

Diferenga de tamanho das NORs em um dos dois cromossomos homélogos

caracteriza o heteromorfismo. Schmid (1982) considera que o aparecimento de NOR
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heteromérfica pode ser devido a delegiio parcial do cistron ou duplicagfio e triplicagdo de
um dos cistrons. Segundo King er al. (1990), o heteromorfismo envolve amplificagdo do
DNA em um cromossomo do par de homdlogos, onde primeiro ocorre a amplificagdo de

algumas seqiiéncias de DNA ribossomal, ¢ depois a amplificagio da NOR.

A impregnacio pelo ion prata ¢ o método mais usado para a identificagdo de NORs,
mas apenas detecta as NORs que estiveram ativas na intérfase anterior. A técnica
desenvolvida por Howel e Black (1980) € a mais utilizada para a evidenciagio de NORs ¢
nucléolos. O método de impregnagio por prata (método Ag-NOR) baseia-se na afinidade
de proteinas dcidas associadas as NORs ativas pelo ion prata. Essas proteinas argirofilas,
também conhecidas por proteinas Ag-NOR, permanecem associadas as NORs mesmo
durante a mitose e até o paquiteno da meiose (Schmid et al., 1986; Sumner, 1990,
Lourengo, 1996). A detecgiio das NORs para a andlise do naimero e da localizagéo
cromossomica dessas regiGes também pode ser feita através de hibridizagdo “in situ” ou
através de técnicas citoquimicas, como colora¢io com mitramicina ou cromomicina e

bandamento N (revisdo em Lourengo, 1996).

8.3. Heterocromatina

A cromatina apresenta-se como heterocromatina € como eucromatina. A
heterocromatina refere-se a cromatina ou segmentos cromossdmicos que permanecem
condensados ap0s o término da mitose, durante a intérfase, sendo transcricionalmente
inativa. Em geral, o genoma pode conter até 10% de heterocromatina, considerando-se os
dois tipos: a facultativa, que varia em seu estado de condensagdo em diferentes tipos
celulares e estagios de desenvolvimento; e a constitutiva, que estd permanentemente
inativa, localizada em posi¢Oes idénticas nos cromossomos homologos de todas as células.
A eucromatina pode estar 10% na forma ativa, menos condensada, enquanto o restante é
eucromatina inativa, que € mais condensada que a cromatina ativa, mas menos condensada
do que a heterocromatina. A cromatina condensada ¢ transcricionalmente inativa podendo
estar em estado reprimido com seu DNA inativo tempordria e reversivelmente ou podendo
ser constituida de DNA ndo codificador ¢ assim ser incapaz de transcrever (Alberts et al.,
1997).



A heterocromatina em anfibios esta quase sempre associada com o centrdmero, o
teldmero, a regifio organizadora nucleolar, e/ou com algumas regides intersticiais do
cromossomo (Schmid, 19784, ).

Em algumas familias como Bufonidae, Hylidae, Leptodactylidae, Myobatrachidae,
Microhylidae e Ranidae, o padrio de heterocromatina mostra uma diversidade muito
grande (King, 1991). Todas as espécies de Hylidae t€ém heterocromatina pericentromérica e,
em muitos casos, heterocromatina telomérica também. Nos géneros Litoria e Cyclorana,
maiores mudangas tém ocorrido, ¢ estas tem afetado ambas, a distribuicfio ¢ a quantidade da
heterocromatina C-positiva dentro do genoma. O processo parece envolver a adigio de
blocos de heterocromatina e a transformacfo de eucromatina em heterocromatina. Em

alguns géneros estas mudangas parecem estar associadas com a NOR (King, 1991).

Técnicas de bandamento se tornaram essenciais para andlise citogenética. Espécies
muito proximas podem diferir nio somente na quantidade de heterocromatina em seus
genomas, mas também no nimero de bandas, na localizagio e nas propriedades de

coloracgio da heterocromatina (Sumner, 1990).

A heterocromatina constitutiva € geralmente detectada citogeneticamentc através da
técnica de bandamento C (Sumner, 1972; Schmid, 19784, 1980, 1982; King, 1980; Schmid
et al., 1983, 1986, 1990; Baldissera Jr. et al, 1993; Schmid et al., 1995; Kaiser et al., 1996;
Lourengo et al., 1999).

O mecanismo bioquimico para explicar o bandamento C foi proposto por Holmquist
(1979) e apresenta, basicamente, trés etapas: um tratamento acido, que promove a remogio
de purinas das moléculas de DNA; um tratamento alcalino, que provoca B-eliminagdo
envolvendo a ribose do nucleotideo que sofreu depurinagfio € desnatura irreversivelmente o
DNA; e um tratamento salino, que remove segmentos de DNA quebrados. A extragio de
DNA através desse método ocorre mais lentamente nas regides de heterocromatina

constitutiva.

Atualmente a técnica mais utilizada € a proposta por Sumner (1972), que substituiu
o tratamento com NaOH, que era muito destrutivo para os cromossomos, por Ba(OH),.
Esta técnica envolve o tratamento do material com HCI 0,2 N; solugdo saturada de Ba(OH),

a 50°C e 2 x SSC a 60°C, seguido por coloracfio com Giemsa.



A caracterizago dos cromossomos ocorre por andlise da localizagéc e do tamanho
das bandas C. O padriio de banda C apresentado por espécies de diferentes familias, como
Bufonidae, Hylidae, Leptodactylidae e Myobatrachidae, mostra grande diferenca entre elas.
Espécies com heterocromatina ndo-centromeérica também foram encontradas em algumas
familias, como Hylidae e Ranidae (King, 1991). Espécies muito proximas podem diferir na
quantidade de heterocromatina em seus genomas, e, também, no numero de bandas, na
localizagfio e nas propriedades de coloragdo da heterocromatina (Sumner, 1990). Diferenca
na propriedade de coloragio da heterocromatina, principalmente em relagio ao bandamento
C, foi encontrada em alguns hilideos dos géneros Litoria (King, 1980) e Hyla (Anderson,
1991).

O aparecimento de novas bandas heterocromaticas pode estar relacionado com a (1)
translocagio ou inversdo de bandas ja existentes, (2) transformacio da eucromatina e (3)

amplificagdo de seqiiéncias de DNA (Sumner, 1990).

Em casos em que o método de banda C nfo detecta heterocromatina, outros
métodos, incluindo banda N e alguns métodos de fluorescéncia tém sido usados,
conduzindo a conclusio que bandas heterocromaticas sfio de fato muito heterogéneas
(Sumner, 1990).

8.4. Citogenética dos grupos polytaenia e pulchella de Hyla

No grupo polytaenia, apenas o cariGtipo da espéeie H. polytaenia foi determinado e

apresenta 2n = 24 cromossomos, metacéntricos e submetacéntricos (Rabello, 1970).

Do grupo pulchella foram analisadas as espécies H puichella pulchella, H
pulchella joaguini, H. prasina (quatro populages) e H caingua. Todas as espécies
estudadas possuem 2n = 24 cromossomos, com caridtipo semelhante (Ananias, 1996). No

entanto, pequenas diferencas nos padroes de banda C e de localizagdo de NOR permitem

distinguir as espécies entre si.



9. Objetivos

Considerando que:

- H bischoffi € H. guentheri apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas e/ou de
canto semelhantes tanto & espécies do grupo polytaenia quanto do grupo pulchella,

gerando controvérsias na literatura quanto a inclusfio em um ou outro grupo;

- ja existem dados citogenéticos de espécies do grupo pulchella na literatura que

permitem uma comparagio;

Este trabalho teve por objetivo caracterizar os cromossomos dessas espécies e contribuir

com evidéncias citogenéticas que possarmn auxiliar na taxonomia de H. bischoffi ¢ H

guentheri, ¢ desses grupos de Hyla.
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ABSTRACT: Hyla bischoffi and H. guentheri share some morphological and call
characteristics with the pulchella group and others with the polytaenia group. The inclusion
of these two species in these groups is still controvertial. A cytogenetic study showed that
both species have 2n = 24 chromosomes; five metacentric, five submetacentric and two
subtelocentric chiromosome pairs. The nucleolus organizer region (NOR) was located on
the long arm of chromosome 10, which also contained a a block of heterochromatin in both
species. The centromeric region of all the chromosomes contained C-banded
heterochromatin. There were no marked differences in the karyotypes of these two species,
except for an additional heterochromatic band on the short arms of chromosome 6 in H.
bischoffi. These findings indicated that the karyotypes of these two species were very

similar to those of the H. pulchella group of Hyla and that neither of them can be excluded
from the pulchella group.

Key words: Amphibia, Hyla bischoffi bischoffi, Hyla guentheri, pulchella, karyotype, C-
banding, Ag-NOR.
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Hyla bischoffi Boulenger, 1887, tendo como localidade tipo o Rio Grande do Sul, era
antigamente confundida com H pulchella em colegdes (Lutz, 1973). Cochran (1955)
colocou H. multilineata (Lutz & Lutz) como subespécie de H. bischoffi, passando entdo a
chamar H. b. multilineata (ver Lutz, 1973), incluindo-a no grupo albopunctata. Porém Lutz
(1973) a incluiu no grupo polytaenia, reconhecendo as duas subespécies, H. bischoffi
bischoffi e H. bischoffi multilineata. Heyer et al. (1990) consideraram H. multilineata como
espécie plena, porém ndo avaliaram o “status” desta espécie em relagdo a H. b. bischoffi.

H. bischoffi compartilha algumas caracteristicas morfologicas com espécies do grupo
polytaenia (Langone, 1997) e outras com espécies do grupo pulchella (P. C. Garcia & G.
Vinciprova — informag#io pessoal).

Hyla guentheri Boulenger, 1886, foi incluida por Lutz (1973) no grupo polytaenia
por causa do padrdo de coloragdo dorsal, no que concordaram também Braun e Braun
(1977, 1980). Mas, Klappenbach ¢ Langone (1992) e Langone (1997) consideraram que H.
guentheri, tendo como localidade tipo 0 Rio Grande do Sul (Frost, 1985), possa fazer parte
do grupo pulchella, por causa das caracteristicas morfologicas. Ainda, segundo Garcia
(informag@o pessoal) ha também semelhanca de canto. Langone (1997) concluiu que nio se
podia ainda decidir em que grupo a espécie em questio deveria ficar, ja que até aquele
momento ndo existiam definigbes claras dos grupos pulchella e polytaenia.

Porém, Cruz ¢ Caramaschi (1998) definem o grupo polytaenia com quatro espécies
(H. polytaenia, H. goaina, H. cipoensis e H. leptolineata) as quais podem ser distinguidas
prontamente de H. bischoffi e H guentheri pela auséncia de barras ou manchas
arredondadas nas partes ocultas das coxas e regifo inguinal.

Portanto, no momento, H. bischoffi € H. guentheri ndo estdo incluidas em nenhum
dos grupos citados na literatura (polytaenia e pulchella) com os quais essas espécies tem
maior afinidade.

Ha poucos dados de citogenética na literatura, tanto de espécies do grupo pulchella
quanto polytaenia. Algumas espécies do grupo pulchella foram analisadas por Ananias
(1996) que determinou o cari6tipo, padrdio de heterocromatina e regido organizadora do
nucléolo. No grupo polytaenia, apenas o caridtipo da espécie H. polytaenia (Rabello, 1970)

foi estudado. Neste trabalho caracterizamos citogeneticamente H. b. bischoffi e H
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guentheri com o objetivo de contribuir com informagBes citogenéticas adicionais que

possam auxiliar na taxonomia dessas espécies e desses grupos de Hyla.

MATERIAIS E METODOS

Animais
Foram analisados 6 espécimes (machos) de H b. bischoffi, provenientes de Sdo

Francisco de Paula, Rio Grande do Sul, e 9 espécimes (8 machos; 1 fémea) de H. guentheri,

coletados na localidade de Terra de Areia, RS.

Obtencio de metafases:

As preparag¢des cromossdmicas foram obtidas por suspensdo de células do epitélio

intestinal e testiculos de animais previamente colchicinizados.

Métodos citoquimicos:

- Colorag@io convencional: com solugio de Giemsa a 10% em tampio fosfato pH 7. Para
classificagdo dos cromossomos e confecgfio dos ideogramas foi feita a morfometria em 32
metafases de H. b. bischoffi ¢ em 44 de H. guentheri.

- Banda C: foi utilizada a técnica de Summner (1972) e de Schmid (1982), com pequenas
modifica¢des no tempo de tratamento com as solugdes de Ba(OH); e de 2xSSC.

- Ag-NOR: foi utilizado o método de Howell & Black (1980).

RESULTADOS

Cariétipo

H. b. bischoffi e H. guentheri apresentam 2n = 24 cromossomos e cariétipo bimodal
com 6 pares de cromossomos grandes e 6 pares de cromossomos pequenos. Os pares 1, 2,
8, 11 e 12 sdo metacéntricos; os pares 3, 5, 7, 9 e 10 submetacéntricos € os pares 4 e 6 sdo

subtelocéntricos (Figs. 1 A e B, 4 A e B; Tabela 1) . Em todas as metafases de H. guentheri
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analisadas, 0 par numero 10 apresenta uma evidente constrigdo secunddria (Fig. 1B). Em H.
b. bischoffi, esta constrigdo nem sempre era visivel nas metdfases analisadas tornando o

cromossomo 10, nestes casos, metacéntrico (Fig. 1A e 4A; Tabela 1).

Banda C

As duas espécies apresentaram heterocromatina centromérica em todos o0s
cromossomos € uma forte marcag@io no brago longo do par 10, adjacente a uma constri¢do
secundaria. Além disso, H. guentheri apresentou uma banda telomérica bem evidente no
brago longo do par 1. Em H b. bischoffi essa banda se corou fracamente. H. b. bischoffi

apresentou também um bloco heterocromdtico fortemente corado por quase todo brago
curto do par 6 (Figs.2 AeB, 4 AeB).

NOR

O par 10 das duas espécies apresenta a marca¢io da NOR na regido préxima ao
telomero do brago longo, coincidindo com a constrigdo secundaria (Figs. 3 AeB, 4 A e
B). A aplicagdo sequencial dos métodos de banda C e de Ag-NOR na mesma metifase
mostrou que a NOR nfio coincide com o bloco heterocromético adjacente aquela regifio.

Nos nicleos interfésicos, o método AgNOR evidenciou 1 ou 2 nucléolos (Fig. 3C)
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DISCUSSAO

O namero dipldide 2n = 24 cromossomos encontrado em H. b. bischoffi ¢ H
guentheri ¢ o mesmo encontrado em H. b. multilineata (Begak, 1968), H. (bischoffi?)
bischoffi (Foresti, 1972), H. polytaenia (Rabello, 1970) e nas espécies do grupo pulchella
(Ananias, 1996}.

Todas essas espécies possuem nGmero dipléide de 2n = 24 cromossomos. Este
numero é comum dentro da ordem Anura, sendo encontrado em espécies das familias
Discoglossidae, Pelodytidae, Miobatrachidae, Leptodactylidae, Pseudidade, Hylidae,
Microhylidae, Dendrobatidae, Ranidae e Hyperoliidae (Kumaroto, 1990). A maioria das
espécies pertencentes ao género Hyla, possui 2n = 24 ou 2n = 30 cromossomos (Begak,
1968; Rabello, 1970; Bogart, 1973; Kumaroto, 1990; Skuk e Langone, 1990; Anderson,
1991; Baldissera Jr. ef al, 1993), indicando uma dicotomia dentro do género Hyla, embora
existam também outros nlimeros diploides com 2n = 18, 20, 26, 32 e 34 (Kumaroto, 1990;
Baldissera Jr. et al, 1993). Segundo Miura (1995), o surgimento de espécies de Hyla com
2n=24 cromossomos pode estar relacionado a um ancestral comum com 2n=26 e Bogart
(1973) sugere que espécies com cariotipos morfologicamente semelhantes podem ter um
ancestral comum.

Comparando a morfologia cromossémica de H. b. bischoffi € H. guentheri entre si
e com os cari6tipos de espécies de grupos relacionados (polytaenia e pulchella) nota-se
grande semelhanc¢a entre eles.

Becak (1968) analisou os cromossomos de H. multilineata (H. b. multilineata) cujos
individuos foram coletados em Itapecerica da Serra, Sdo Paulo, tendo classificado os pares
1, 9, 10, 11 e 12 metacéntricos ¢ o restante submetacéntricos, diferindo quanto aos
cromossomos 2, 4, 6, 8, 9 e 10 com relagfio aos resultados encontrados neste trabalho.
Comparando-se os dados referentes & H. b. bischoffi deste trabalho aos obtidos por Foresti
(1972) para H. bischoffi, populagdo de Rio dos Cedros, Santa Catarina, verifica-se que o
numero dipléide de cromossomos € 0 mesmo (2n=24), diferindo apenas na classificagio de

alguns cromossomos, os pares 2, 4, 6,9¢ 10.
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Essas diferengas se devem, provavelmente, & utilizagfo de tabelas de classificacéo
diferentes, pois comparando-se todos esses cariGtipos entre si verifica-se que os
cromossomos apresentam a mesma morfologia.

A comparagio da morfologia dos cromossomos corroboram a hipdtese de que as
populacdes de H. bischoffi (Foresti, 1972) e H multilineata (Begak, 1968) que ocorrem em
Sdo Paulo devemn pertencer ao mesmo tdxon que as encontradas no Rio Grande do Sul.

Comparando-se os caridtipos de H b. bischoffi e de H guentheri ao de H
polytaenia (Rabello, 1970), também verifica-se grande semelhanca quanto ao numero e
morfologia dos cromossomos. Porém, também neste caso, nfio hé dados de localiza¢io de
NOR e de padrdo de heterocromatina de H. polyfaenia para uma comparagio mais
completa. Por outro lado, pode-se verificar que o cariétipo de H. b. bischoffi assemelha-se
muito as espécies H. pulchella, H. p. joaquini, H. caingua e H. prasina do grupo pulchella
(Ananias, 1996), ndo s6 quanto ao numero e morfologia dos cromossomos, mas também
pela presenca de um mesmo marcador, um bloco de heterocromatina bastante evidente no
brago longo do par 10. Essa banda, que ocorre também em H. marginata, H. semiguttata e
H. sp. n (F. Ananias - informag&o pessoal) e nas espécies do grupo pulchella analisadas por
Ananias (1996), €, portanto, um marcador importante desse grupo de espécies relacionadas.

A NOR foi localizada no brago longo do par 10, na regido correspondente a
constriciio secundéria nas duas espécies analisadas. NOR no par 10 foi detectada nas
espécies H. marginata ¢ H. sp. n (F. Ananias — informag8io pessoal). Nas espécies do grupo
pulchella, a NOR ocorre o par 1 em H. p. joaquini, no par 7 em H. caingua e no par 12 em
H. prasina e H. pulchella (Ananias, 1996). Para espécies do grupo polytaenia, nio h4 dados
na literatura. Considerando que os caridtipos destas espécies sdo aparentemente muito
conservados € que as espécies citadas acima sdo reconhecidas como tendo grande
proximidade entre si, a variagdo na localizagio da NOR permite sugerir que rearranjos
cromossdmicos, como translocacdes, podem ter tido um papel importante na evolugiio e
diferenciacdo dessas espécies. Segundo Schmid (1978; 1982), comparagdes interespecificas
mostram que nos cariétipos de espécies pertencentes ao mesmo grupo ou a grupos de
espécies relacionados, a NOR quase sempre se localiza na mesma regido cromossoémica.

Segundo Schmid (1978), excegbes a esta regra dio indicacBes de que rearranjos
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cromossdmicos ocorreram envolvendo os segmentos cromossémicos da NOR na evolugio
dos anuros.

O bandamento C das espécies H. b. bischoffi ¢ H. guentheri mostrou pequena
quantidade de heterocromatina, localizada principalmente na regifio centromérica. Embora
os padrdes de heterocromatina tenham sido muito semelhantes, a banda detectada no
cromossomo 6 apenas em H. b. bischoffi ¢é espécie-especifica, j4 que ndo ocorre em H.
guentheri. Essa banda nfo foi detectada também nas espécies do grupo pulchella analisadas
por Ananias (1996) e pode, portanto, ser considerada um marcador para H. b. bischoffi.

Por outro lado, a espécie H. p. joaquini, populagio de Urubici, SC, (Ananias, 1996)
possui padrdo heterocromdtico muito semelhante ao das espécies estudadas neste trabalho,
principalmente ao de H. guentheri. Apresenta pequena quantidade de heterocromatina,
localizada principalmente nos centrdbmeros, e apenas uma banda intersticial, a do
cromossomo 10.

Portanto, considerando os dados dessas duas espécies em conjunto e comparando
com os que s¢ dispbe na literatura para espécies relacionadas a elas, verifica-se
caracteristicas citogenéticas comuns marcantes, como 0 mesmo NUmMero e a mesma
morfologia cromossdmica, a presenga de uma banda heterocromatica no par 10 presente em
todos os cariOtipos, pequena quantidade de heterocromatina e poucas bandas
heterocromaticas intersticiais. Assim, pode-se concluir que os dados citogenéticos obtidos
no presente trabalho nfio permitem excluir essas espécies do grupo pulchella. A analise das
espécies do grupo polytaenia, definido recentemente por Cruz e Caramaschi (1998), podera
auxiliar na elucidagfo da relagfio das espécies estudadas neste trabalho com um ou outro
grupo.

Além disso, as relagdes filogenéticas dos grupos polytaenia e pulchella ndo estio
ainda esclarecidas e dependem de um estudo mais completo envolvendo varias

metodologias, 0 que vem sendo feito por alguns pesquisadores.
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TABELA 1. Dados morfométricos dos cromossomos mitdticos de H. b. bischoffi e H.

guentheri. Classificagdio segundo Green & Sessions (1991).

H. b. bischoffi

Cromossomos
1 2 3 4 S 6 7 3 9 10a 10b 11 12
TR% 17,48 13,48 10,98 10,79 9,84 797 6,27 554 520 490 468 425 339
RB 1,10 1,50 2,01 360 2,17 349 212 1,11 1,8 1,83 1,18 1,02 1,00
IC 047 040 033 022 032 023 032 047 035 035 0,46 0,49 0,50
PC M M SM ST SM ST SM M SM SM M M M
H. guentheri
Cromossomos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TR% 17.48 13,55 10,69 10,68 9,59 8,06 6,44 5,58 5,53 4,99 4,35 3,29
RB 1,02 1,28 1,88 3736 1,74 3,07 2,11 1,07 2,11 2,05 1,00 1,00
IC 0,49 043 035 023 0,36 024 032 0,48 0,32 0,33 0,50 0,50
PC M M SM ST SM ST SM M SM SM M M

TR = Tamanho Relativo (%); RB = Razfo de Brago; IC = indice Centromérico; PC = Posiciic do
Centrémero; M = Metacéntrico; SM = Submetacéntrico; ST = Subtelocéntrico.
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Legendas:

FIG. 1. - Cariotipos de H. b. bischoffi (macho, adulto) (A) e de H. guentheri (macho,
adulto) (B). Metafases mitéticas de epitélio intestinal, coradas com Giemsa.
Cromossomo 10a evidenciando a constrigdo secundéria e o cromossomo 10b sem a
constri¢io secunddria. Barra = Sum.

FIG. 2. - Cariotipos de H b. bischoffi (A) e H. guentheri (B). Cromossomos mitéticos do
epitélio intestinal submetidos ao método de bandamento C. Barra = S5um.

FIG. 3. — Cromossomos mitdticos H. b. bischoffi (A) e H guentheri (B). O par 10
submetido ac metdédo de Ag-NOR. Ntcleos de epitélio de intestino de H. guentheri
evidenciando 1 e 2 nucléolos (C). Barra = Sum.

FIG. 4. — Ideogramas de H. b. bischoffi (A) e H. guentheri (B). Os circulos hachurrados
representam INORs; os blocos pretos correspondem a segmentos de heterocromatina
fortemente corados e os blocos pontilhados a regides fracamente evidenciadas pelo
bandamento C.
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III. CONCLUSOES GERAIS

1. As duas espécies apresentam o mesmo numero € morfologia cromossdmica ¢ a mesma
localiza¢do de N'OR. Porém, podem ser distinguidas entre si pela presenca de um bloco de

heterocromatina que ocorre no cromossomo 6 apenas em H. b. bischoffi.

2. H b. bischoffi apresenta 0 mesmo cariétipo de H (b.) multilineata, o que reforca a
hipétese de que pertengam ao mesmo taxon, embora ndo se tenha dados de bandamento e

localizagio de NOR de H. b. mudtilineata para uma comparagfo mais completa.

3. H b. bischoffi ¢ H. guentheri assemelham-se muito as espécies H. pulchella, H p.
joaquini, H. caingua ¢ H. prasina do grupo pulchella ndo s quanto ao numero e
morfologia dos c¢romossomos, mas também pela presenca de um mesmo marcador, um

bloco de heterocromatina evidente no brago longo do par 10.

4. Os dados citogenéticos obtidos para H. b. bischoffi e H. guentheri nio permitem excluir

essas duas espécies do grupo pulchella.
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