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RESUMO

SOUZA, Késsia Leite, M.Sc., Universidade Federal de Vicosaco de 201%Analise
citogenética comparativa de trés subfamilias de hilideos (Amphibia: Anaj do
Estado de Minas Gerais Orientador: Jorge Abdala Dergam. Coorientador: Renato
Neves Feio.

Estudos citogenéticos com o0s génerdplastodiscus, Boana, Bokermannohyla,
Ololygon, Scinaxe Dendropsophusenvolvem a descricdo de caridtipo explorando
técnicas classicas, como coloracdo convencional, b@ndéandamento com
fluorocromos (DAPI/CMA), NOR e técnicas moleculares, como o FISH com sondas
teloméricas, sondas espécificas, de rDNA 18S e poucos ntiizanicrossatélites. O
objetivo desse estudo é a descricdo do caribtipo de oitoiespdtda ndo cariotipadas,
sendo essa#plastodiscus cavicola, A. weygoldti, Aplastodissps 4, Aplastodiscus

sp. 6,Bokermannohyla ibitipoca, Ololygon luizotavioi, Dendropsophus bipuncgddus
ruschii, identificacdo de NORs e o mapeamento fisico dos nsatélies Chss) e
CATuo, afim de inferir sobre a evolugdo cromossémica nas sulami
Cophomantinae, Scinaxinae e Dendropsophinae. O numero diplnd 18
cromossomos, assim como a marcacao da NORs no parss@mioo 9, foi encontrado
para Aplastodiscus cavicola, Aplastodiscep. 4 sendo que ambas tiveram fomulas
cariotipicas 6m+12sm, ao passo glplastodiscusp. 6 4m+10sm+2sém opoSICA@.
weygoldti mostrou 2= 22 cromossomos classificados em 14m+6sm+2st e a NOR
evidenciada no par de cromossomoEiiquanto, as espéciBskermannohyla ibitipoca

e Ololygon luizotavioi apresentaram 2 24 cromossomos, sendos suas formulas
cariotipicas e marcacfes de NORs: 20m+2sm+2st/ NOR: par £s6mmo 12e
8m+12sm+4st/ NOR: par cromossdmico 9, respectivamentpiaBto as espécies com
2n= 30 cromossomos, Dendropsophus bipunctatuse D. ruschii tiveram
12m+12sm+4st+2t e 10m+10sm+6st+4t, nessa ordem e NORs nolgandlegos 13

Os microssatelite€As) e CATuo) marcaram em blocos nas regides centroméricas,
pericentroméricas e terminais dos cromossomos em &sdespécies analisagdasndo

tais marcacdes pontuais nos cariotipos de algumas espécém outras as marcacdes
apresentararse dispersas ao longo dos cromossomos. Esses resuftanhmsmstraram
gue esses microssatélites sdo marcadores para algypéaggscomo por exemplo, em
D. elegansO. carnevallie Boa. pardaliso que propiciou o entendimento de possiveis
rearranjos cromossdmicos. A inclusdo de novos caoitemAplastodiscugpermitiu

uma melhor caracterizagdo dos numeros diploides eualizigcdo de um novo evento



de fissdo cromossOmica no género de 28 para B=22 cromossomos. Desse modo,
nosso estudo ampliou o conhecimento sobre a evoluc@ossdomica em Hylidae,
compreendendo melhor as particularidades cariotipicasada espécie analisada

devido a utilizacdo de mais ferramentas citogenéticas.
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ABSTRACT

SOUZA, Keéssia Leite, M.Sc., Universidade Federal de \dgoMarch, 2019.
Comparative cytogenetic analysis of three hylid subfamilies (Amphibia: Anwa)
from the State of Minas Gerais.Adviser: Jorge Abdala Dergar@o-adviser: Renato
Neves Feio.

Cytogenetic studies with the geneéxplastodiscusBoang BokermannohylaOlolygon
Scinax and Dendropsophusgnvolve the description of karyotype exploring classical
techniques such as conventional staining, C-band, fluoroehroamding (DAPI /
CMA3), NOR and molecular techniques such as FISH with telemeoibes, 18S rDNA
probes, and a few using microsatellites. The objectivéniefstudy is to describe the
karyotype of eight species not yet karyotyped, suchAggastodiscus cavicolaA.
weygoldtj Aplastodiscussp. 4, Aplastodiscussp. 6, Bokermannohyla ibitipoca
Ololygon luizotaviai Dendropsophus bipunctatuand D. ruschii identification of
NORs and physical mapping of the microsatell@®g1s) and CATu1o0), in order to infer
chromosome evolution in the subfamilies Cophomantin&ginaxinae and
Dendropsophinae. The diploid numben=218 chromosomes, as well as the NORs
marking on the chromosomal pair 9, was found faplastodiscus cavicola
Aplastodiscus sp. 4 being both had karyotypic formula 6m+12sm, whereas
Aplastodiscussp. 6 had karyotypic formula 4m+10sm+2st. In opposithanyeygoldti
showed 2= 22 chromosomes classified in 14m+6sm+2st and the NOWeshm the
pair of chromosomes 6. Meanwhile, the specigskermannohyla ibitipocaand
Ololygon luizotavioipresented 2= 24 chromosomes, its karyotype formulas and NORs
markers: 20m+2sm+2st/NOR: chromosomal pair 12 and 8m+12sm+4%t/NO
chromosomal pair 9, respectively. While species with= 230 chromosomes,
Dendropsophus bipunctatusand D. ruschii had 12m+12sm+4st+2t and
10m+10sm+6st+4t, in that order and NORs in the pair of hogoes 13. The
microsatellitesCAs5) and CATaio) marked in blocks in the centromeric, pericentromeric
and terminal regions of the chromosomes in all speanedyzed, being such punctual
markings in the karyotypes of some species, and in othermarkings were scattered
along the chromosomes. These results demonstratedthibss microsatellites are
markers for some species, as for exampleDinelegans O. carnevalli and Boa.
pardalis which allowed the understanding of possible chromosonaatailggements.
The inclusion of new karyotypes #plastodiscusallowed a better characterization of

the diploid numbers and the visualization of a new evéohmmosome fission in the
vii



genus of B= 18 for 2= 22 chromosomes. Thus, our study increased the knowledge
about chromosome evolution in Hylidae, better understandimg karyotypic

peculiarities of each species analyzed due to the userefayimgenetic tools.
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INTRODUCAO GERAL

1.1 Conhecendo a taxonomia e habitat:

A classe Amphibia é representada por 7961 espécies dederiafibios, dessa
fauna conhecida 1080 espécies ocorrem dentro das fronteirBsadiy sendo essas
majoritariamente da Ordem Anureom 1039 espécies apontando 0 pais como o mais
biodiverso na riqueza de anfibios anuros (Sega#h,€2016; Frost, 2019)

Os hilideos conhecidosomo ‘tree-frogs’ ou pererecas, SA0 animais que se
distinguem pela presenca de discos adesivos nos dedos portanento
principalmente arboricola (Pough et al., 20@8Y¥amilia Hylidae ainda se destaca por
ser a mais diversa com 718 espécies descritas, distsbeia49 géneros e sete
subfamilias, sendo elas: Acridinae, Hylinae, Pseudinae, Deaswphinae,
Lophyohylinae, Scinaxinae e Cophomantinae (Fig. 1) (Duellmaal gt2016). A
distribuicdo desses animais € cosmopolita, habitando &sidas, a regido Australo-
Papua, ocorrendo também na Europa, extremo norte da Afelste e leste da Asia, e
no Arquipélago Japonés (Frost, 2019).

A taxonomia e a sistematica ainda sédo controversadalaviqueza de espécies
e a ampla distribuicdo geografica das subfamilias, portastados de revisdes
filogenéticas buscam investigar o monofiletismo e a wdidadas espécies que as
compdem (Faivovich et al., 2005; Wiens et al., 2005). A tiddoexemplo, durante
mais de 150 anos, o0 géneryla Laurenti, 1768 alocava a maioria das espécies de
pererecas da Eurasia, das Américas e da regido Austapi@aRdevido a esses trabalhos
gue levaram em consideracdo caracteres molecularefldgaos e até citogenéticos,
mais de 10 géneros novos foram reconhecidos ou revalidadE#re eles
Bokermannohyldaivovich, Haddad, Garcia, Frost, Campbell, e Wheeler, 2B6ana
Gray, 1825 DendropsophusFitzinger, 1843 Ololygon Fitzinger, 1843;e Scinax
Wagler, 1830, que serdo abordadas nesse estudo (Fig. 2) (Habwaic, 2005; Wiens
et al., 2005; Duellman et al., 2016).
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Fig. 2: Imagens das espécies: Byana faber(b) Bokermannohyla luctuoség;)
Dendropsophus elegang]) Scinax eurydices (e)Ololygon luizotavioi.Fonte:
AmphibiaWel e Herpeto.or)

1.2 Citogenética de anuros:

Os estudos com citogenética de anfibios iniciaram na década dent0 c
descricbes simples das morfologias cromossomicas e rosmeiploides, sem
classificacfes objetivas para fins taxonémicos (Duellh867; Becak, 1968; Rabello,
1970). A partir desses estudos preliminares apareceram BowExsat que permitirai
caracterizacdo de regides cromossdmicas que auxiliarantendimento das relacbes
filogenéticas entre os anuros, tal como 0s mecanisenofutivos envolvidos nos
processos de diferenciacdo cariotipica (Catroli e kasaR009).

Dentre essas técnicas estdo bandamento C, que propidentdicacdo de
regides heterocromaticas, bandamentos obtidos commamzde restricdo como a
bromodeoxiuridina (BrdU) que facilita a identificacdo de gdridandamento para fins
comparativs a técnica de ANOR que permite identificar as regides organizadoras de
nucléolos bandamento com coloracédo de fluorocromos (DAPI/GMfue evidenciam
regibes com riqueza de adenina e timina (AT) ou de c#iosirguanina (CGE a
hibridizac&oin situ que possibilita 0 mapeamento de sitios ribossomais, assita de
sequéncias de DNA repetitivo, que facilita uma melhor taraacédo da constituicao
dos cromossomos (Lourenco, 1996). Contudo, a maioria déssasas citogenéticas se

restringe a padrdoes de marcagdes ao longo dos bracesodasssomos que de certa

! Disponivel em: https://amphibiaweb.org/.>
2 Disponivel em: <http://herpeto.org/.>



forma limita entendimento da evolucdo cromoss6mica dpécies (Martins et al.,
2011).

1.3Citogenética classica:

Estudos citogenéticos com Hylidae mostram que majoriteriée 0 nimero
diploide é 2rn= 24 cromossomos, como visto nos géndBokermannohyla, Boana,
Scinaxe Ololygon sendo uma caracteristica marcante e sugerida comqaosséavel
sinapomorfia da familia (Faivovich et al., 2005). Apesarodisgimeros diploide
maiores ou menores ja foram encontrados comol8 cromossomos efAplastodiscus
leucopgygius (Cruz and Peixoto, 1985 2n= 30 cromossom@sno género
DendropsophugMedeiros et al., 2006; Carvalho et al., 2009a; Carvalra.e2009b;
Gruber et al., 2012; Medeiros et al., 2013; Suéarez et al., 20M&ir®let al., 2016;
Teixeira et al., 2016). Por outro lado, as formulas dpigats apresentam uma grande
variabilidade entre as espécies de um mesmo género. Nesogénalisados nesse
estudo, podemos perceber que a presenca de cromossonusittelos € uma
caracteristica marcante do génBrendropsophugGruber et al., 2005; Medeiros et al.,
2013; Suarez et al., 2013).

Nas subfamilias Cophomantinae, Dendropsophinae e Scinaxinae,dasna
técnicas empregadas € o bandamento C que marca predominaaterioads
heterocromaticos na regido do centrdmero, podendoresctaambém nas regides
intersticiais e terminais como er8cinax pachycrus(Miranda-Ribeiro, 1937)e
Dendropsophus marmoratkaurenti, 1768) (Tabela 1, material suplemen{&rnuber
et al.,, 2012; Suarez et al., 2013; Peixoto et al., 2015; Nogueira 2&55as analises
permitiram concluir que a quantidade de heterocromatinaitdgives € pequena nos
cromossomos de anuros (Lourenco et al., 1996 e Schmid, 1978).

Em adicao as regides organizadoras de nucléolos (NORs) também sdadzsg
para caracterizar os cariétipos, e geralmente sdo esa#veis e conservadas por
marcarem predominantemente um cénipar de cromossomos e/ou 0 mesmo par
cromossdmico em diferentes espécies de um mesmo, gnagccom algumas excecdes
(Peixoto et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Ferro et al., 2018): Espécies do clado
Scinax catharina@presentam na maioria, marcacdes no par cromossémawuanto
as espécies do clad&cinax rubermostram marcacdes nos pares cromossémicos 11
(Tabela 1, material suplementar) (Catroli et al., 2@%ixoto et al., 2005



1.4 Citogenética molecular:

O principal avancgo da citogenética ocorreu nas Ultimasaieslas, iniciando a
“era da citogenétia molecufacom os métodos de hibridizacdo fluorescantesitu
(FISH) que proporcionou a detecgcéo de sequéncias de DNA cmoessomos a partir
de fragmentos de DNA, chanagide sondas (Martins et al.,, 2011). Dessa forma, a
informacdo molecular das sequéncias de DNA se integrtmcadizacdo fisica das
mesmas nos Cromossomos e nos genomas (Martins2614l),

O genoma de eucariotos tem como caracteristica camingrande quantidade
de sequéncias repetitivas, podendo compor cerca de 80% daidmrgendmico
Apesar de serem chamadas de “DNA lixo” ou sequéncias ndo codificantes, essas
sequéncias séo reconhecidas por sua alta variabilidade sengon bons marcades
cromossOmicos para estudos de estrutura e funcédo, icegdid de rearranjos nos
cromossomos, evolugdo, Ccromossomos supranumerariosoraoSIomos sexuais
(Martins et al., 2011).

As sequéncias de DNA repetitivostandempodem ser classificadas de acordo
com o seu tamanho em: minissatélites (1 a 6 bp), mic&igs4il0 a 100 bp) e satélite
(100 a 300pb), e que podem ocorrer em todo cromossomo, no$nuEms e
teldmeros, em bracos especificos ou dispersos ao lorigdaeromossomo (Martins et
al., 2011) (Fig. 3)

Estudos com sequéncias repetitivas ajudam a elucidar pesséaranjos
cromossoémicos, entre espécies do mesmo género e nanddet® de cromossomos
sexuais em diversos grupos (Matsubara et al., 2006; Pokorah, €011; Conde-
Saldafa et al., 2017; Conde-Saldafia et al., 2@8)hilideos, estudos com utilizando a
técnica de FISH sdo restritos a sondas teloméricas, yDNAondas especificas
enquanto estudos com sondas de microssatélites sacosscando reportado duas

vezes no génerBcinax(Peixoto et al., 2015; Peixoto et al., 2D16



Fig. 3: Principais padrdes de marcagées com sondas de sequénca A
repetitivo. Fonte: Martins et al., 2011.

Portanto, tendo em vista a importancia da citogenéticemareensao de como
da evolucdo cromoss6mica nas subfamilias Cophomantinaegdrdpsophinae e
Scinaxinae, 0s objetivos desse estudo sdo: 1) descreagurpeéira vez, os cariotipos
das espéciesBokermannohyla ibitipoca, Ololygon luizotavioi, Dendropsophus
bipunctatuse Dendropsophus ruschiR) identificar o padréo dos sitios de marcacéo das
regides organizadoras de nucléolos; 3) identificar e canpa padrdes de distribuicéo
das sondas de microssatélites através da técnica de dél®Has sondas G#&) e
CAT o) nas diferentes subfamilias Cophomantinae, DendropsophincieaxiBae; 5)
compreender a relacéo filogenética proposta a partir dos déédgenéticos obtidos,

fim de inferir sobre a evolugcdo cromossémica nas subtanili
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ARTIGO |

Citogenética comparativa dos género8oana, Bokermannohyla, Ololygon, Scirax
DendropsophugAnura: Hylidae)

RESUMO

As subfamilias Cophomantinae, Scinaxinae e Dendropsophinae d&ocpetes a
familia Hylidae, sdo anuros com distribuicdo ampla na§esdropicais e subtropicais,
devido a isso a taxonomia e sistematica ainda saotenids. As analises citogenéticas
com os géneroBoana, Bokermannohyla, Ololygon, Scire@endropsophugnvolvem

a descricdo de cariotipo explorando técnicas classtoasp coloracdo convencional,
banda-C e NOR e moleculares, utilizando FISH com sonelasnéricas, sondas
espécificas e de rDNA, nao utilizando outros marcadore® aoicrossatélites para o
entendimento da diferenciacdo e estruturacdo cromossd@paidanto, o objetivo desse
estudo é a descricdo dos cariotipos e identificacdo das NI@Riez espécies, em
especial as Bokermannohyla ibitipoca, Ololygon luizotavioi, Dendropsophus
bipunctatuse D. ruschii pela primeira vez, e 0 mapeamento fisico dos mia&ltea
CA@s) e CATuo) afim de investigar sobre a evolugdo cromossomicasabfamilias.
Duas espéciefok. ibitipocae O.luizotavioitiveram 2n= 24 cromossomos, e férmulas
cariotipicas 20m+2sm+2st e 8m+12sm+4st, respectivamefeartoD. bipunctatuse

D. ruschii apresentaram 2n= 30 cromossomos e formulas cariotipicas,
12m+12sm+4st+2t e 10m+10sm+6st+4t. Os microssatélites cosorams CAs) e
CAT o) tiveram marcacdes em blocos nas regifes centrasgmpericentroméricas e
terminais, que foram pontuais em algumas espécies, alénmaacdes dispersas ao
longo dos cromossomos. Os numeros diploides encontriam iguais aos ja
reportados para essas espécies, as formulas cariotfpreas semelhantes aquelas
encontras para as outras espécies do grupo, eRo&tdbitipocaque apresentou cerca
de 10 cromossomos a mais do que é encontrado no género.cfossatélites se
mostraram bons marcadores para algumas espécies e propi@atendimento de
possiveis rearranjos cromossémicos e ampliou o canbeth sobre a evolucao

cromossOdmica em Hylidae.
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Palavras chave: Cophomantinae, Dendropsophinae, DNA repetitivo, evolucéo

cromossdmica, FISH, Scinaxinae,

1. INTRODUCAO

As subfamilias Cophomantinae, Dendropsophinae e Scinaxinabstduidas
nas regides tropicais e subtropicais, do México atégerina e sdo pertencentes a
familia Hylidae, e apresentam uma grande diversidade de aii®egilla et al., 2016 e
Frost, 2019). Por isso, a taxonomia e a sistematica Iesdzamilias ainda sédo
conflitantes embora estudos tenham elucidado as filogeniadidacdo de espécies
(Faivovich et al., 2005; Wiens et al., 2005; Duellman et al., 2016)ivérsidade da
familia € composta por cerca de 430 espécies validas e p@n&étbgAplastodiscus
Lutz, 1950 BoanaGray, 1825 BokermannohylaFaivovich, Haddad, Garcia, Frost,
Campbell, and Wheeler, 2009yloscirtus Peters, 1882 Myersiohyla Faivovich,
Haddad, Garcia, Frost, Campbell, and Wheeler, 260%sorohylaPinheiro, Kok,
Noonan, Means, and Haddad, 2018, (subfamilia CophomantiDegiiropsophus
Fitzinger, 1843e Xenohylalzecksohn, 1998 (subfamilia Dendropsophindel)ianus
Duellman, Marion, and Hedges, 2Q018lolygon Fitzinger, 1843, ScinaXagler, 183G
Sphaenorhynchubschudi, 1838§subfamilia Scinaxinae) (Frost, 2019).

Citogeneticamente, as analises com hilideos tém abordsdmcgalmente a
descricdo do numero diploide, morfologia cromossémiegjoes organizadoras de
nucléolos e padrdes de heterocromatina, mapeamento odasseloméricas e do gene
ribossomal 18S (Tabela 1, material suplementar). Estedogparativos utilizando
técnicas de citogenética classica e molecular tém dedsuma relevancia para a
compreensao dos processos de diferenciacdo caricgipicketerminados grupos ou até
mesmo subfamilias (Suarez et al., 2013; Ferro et al., 2018).

As espécies que compdem essas subfamilias, ainda que reahasntsido
alocadas antigamente no généigla Laurenti, 1768, se mostram ao mesmo tempo
semelhantes e diferentes quanto a caracteres citogenétiapsespécies dos géneros
Bokermannohyla, Boana, Ololygam Scinax apresentam numero diploidgn= 24
cromossomos enquanto as espéciesDdadropsophustém 2n= 30 cromossomos
(Gruber et al., 2005; Catroli et al., 2011; Oliveira et al., 20&60Fet al., 2018).

Em adicdo, a hibridizagdo fluorescente situ (FISH) com sondas de

microssatélites tem se mostrado promissora devido a sudirsdimicidade que permite
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estudos sobre evolugcdo cromossémica das espécies @iaffi 2010; Martins et al.,
2011). Peixoto e colaboradores (2015) mostraram que 0 conservaddo pde
distribuicdo das sondas CAd) e CAus) em espécies do géneBrinaxtem alguma
relevancia funcional mas estudos utilizando esses ssatélites sdo escassos e pouco
conclusivos.

Por conseguinte, esse estudo visa a descricdo dos caridgpespécies dos
génerosBoana, Bokermannohyla, Dendropsophus, Ololygorscinax através do
numero diploide e morfologia cromossémica, regiées ozgdoras de nucléolos, assim
como o mapeamento fisico dos microssatélZégs) e CAT(0), € com o intuito de
investigar sobre a evolugdo cromossdmica nas subfam{laphomantinae,

Dendropsophinae e Scinaxinae.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram amostrados 40 individuos adultos de 10 espécies desogén
Bokermannohyla, Boana, Dendropsophus, Ololygd@cinaxde varias localidades no
estado de Minas Gerais, Brasil (Tabela 1). Todos os anto&tados passaram pelos
procedimentos previstos no Conselho de Etica no Uso de Anidwitniversidade
Federal de Vicosa sob o processo (26/2018). Os espécimes fradmsfem formol
10%, depois transferidos para solucdo alcoolica a 70% esitegos na colecéo
herpetologica do Museu de Zoologia Jodo Moojen (MZUFV) nadisidade Federal
de Vicosa e na colecao de anfibios da Universidade FetteMinas Gerais, ambos no
estado de Minas Gerais, Brasil.

As suspensdes citogenéticas foram obtidas por raspagerélalas do epitélio
intestinal das espécies seguindo o protocolo de Schmid (1978hir@&sareceberam
injecdo de colchicina a 0,1% na proporcao de 0,1 ml/ 10 g dodpeanimal, 4 horas
antes da eutanasia. O processo de eutanasia consigikcagda de lidocaina gel 2%
no interior da boca, na barriga e na regido inguiApbs a retirada e lavagem do
intestino, as células foram incubadas em solucdo hipaténim citrato de sédio 0,9% e
fixadas em solucdo de Carnoy (metanol:acido acético, 3:1).

As laminas com as suspensdes celulares foram coraddSieorsa 5% diluidas
em tampao Sorensen. Os cromossomos foram pareadosd®snasando o software
Image Pro Plus® (IPP Version 4.5) para determinacdo do indideocerico. Os

cromossomos homodlogos foram arranjados em ordem dedeeseariassificados de
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acordo com seus indices centroméricos em metaatfic), submetacéntricos (sm)
subtelocéntricos (st) e telocéntricos (t), segundoraenclatura de Green e Sessions
(1991) As regides ativas de NORs em processo de intérfasm fiolentificadas pela
precipitacdo de nitrato de prata (Ag-NOR) seguindo (Howel ackBl1980). As
melhores metéfases foram fotografadas em fotomicroscopie d@lympus BX53 com

a camera DP73 Olympu# Hibridizacéo fluorescenten situ (FISH) foi feita com
sondas de DNA repetitivos microssatélit€Asy e CATio marcadas com o
fluorocromo /3 na terminagdo 5’ (Sigma- St. Louis, MO, EUA), seguindo o protocolo
de Pinkel et al. (1986) com modificagdes. As fotografias BHRoram obtidas por
fotomicroscopio de fluorescéncia BX53 Olympus e camera XM10 @igm

3. RESULTADOS

A coloragdo convencional evidenciou que o numero diploidende24
cromossomos e numero fundamental NF= 48 foram obseyvado sete espécies
analisadas, com variacao na formula cariotipica, sédda. faberlOm+6sm+8stBoa.
pardalis 10m+10sm+4stBok. ibitipoca20m+2sm+2st @&ok. luctuosal2m+6sm+6st
O. carnevalli8m+8sm+8st O. luizotavioi8m+12sm+4st S. eurydicel4m+8sm+2t
(Fig. 1 e 2). Por outro lado, as trés espécies do gépendropsophuspresentaram
namero diploide2n= 30 cromossomos, mas diferiram quanto ao nimero fundahgent
formulas cariotipicas, respectivameride:bipunctatusNF= 58 e 12m+12sm+4st+2,
elegans,NF= 56 e 8m+10sm+8st+4D. ruschii NF= 56 e FC= 10m+10sm+6st+4t
(Fig. 3). Em nenhuma das espécies, foram observados cromossomosusugiarios,

tal como cromossomos sexuais.

As NORs foram identificas na porcao terminal dos bragongds dos pares 11
paraBoa. pardalise Boa. faber,coincidente com a constricdo secundaria na ultima
espécie e nos pares 12 @&uk ibitipoca e Bok. luctuosa A espécieBok. ibitipoca
destacou-se por apresentar marcacdo em apenasmossmmo homdlogo em cerca de
15 metafases mitGticas analisadas (Fig. 1). Em adicdosmécies da subfanli
Scinaxinae tiveram marcacao na regido pericentroméoigaar 6 en®©. carnevallie na
regido pericentromérica no braco curto do garduizotavioie na regido terminal do
braco longo en®. eurydicesendo ambas no par cromossdémico 9 (Fig. 2). Por fim, as
espécies de Dendropsophinaen D. bipunctatus as marcagbes ocorreram na regido
pericentromérica do par 13 e na regido terminal do braxgmw Idos pares telocéntricos

de nimero 13 em. elegans 10 enD. ruschii enquanto em (Fig. 3).
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Na subfamilia Cophomantinae, a sondad{syAmarcou as regides terminais dos
bracos cromossémicos em todas as espécie, com nmescagis evidentes no género
Boana nos cromossomos dgokermannohylao acimulo dessa sonda ocorreram nas
regibes centroméricas e pericentromeéric&sn evidéncia, poderse salientar as
marcacgfes pontuais nos pares de cromossomos numesorsst& regido terminal, em
Boa. fabere Boa. pardalis sendo que na udltima espécie somente um homdlogo
apresentou marcacao (Fig. e, Na espécieBok. luctuosao par cromossémico 9
apresentou marcacgdes na regido intersticial do boagwm (Fig. 1h). A sonda CAlb)
apresentou padrdo semelhante ai§Aexceto no géner@oanaonde as marcagdes
apresentaram em blocos, jA no géneakermannohyla as sondas hibridizaram nos
cromossomos de forma menos conspicuas (Fig. 1i, 1j, lk &m adicdo, enBoa.
faberos pares de cromossomos quatro e sete apresentaramgdeangaricentroméricas

mais evidentes (Fig. 1i).

Diferentemente da subfamilia Cophomantinae, as espécieSciaxinae
apresentaram padrbes mais claros para as sondas €ACAT10, com marcacoes
majoritariamente nas regides terminais, centromgmcpericentroméricas dos pares de
cromossomadDestacando, as marcacdes com a sondas B’ regido pericentromérica
do par de cromossomos sete @nrcarnevallie com a sonda CAiby na porgao terminal
do braco do par cromossomico cinco (Fig..Zeth ressalva, podemos observar que
essas sondas nessa subfamilia hibridizaram menos naeeSpgax eurydicedo que

nas espécies delolygon(Fig. 2)

Por fim, em Dendropsophinae as duas sondas analisadas marcaram
predominantemente nas regides terminais dos bracos @s tmsl cromossomos
Entretanto, emD. bipunctatus a sonda CAs) exibiu marcacdes nas regido
pericentromérica do primeiro par do cariétipo, o que naoolfiservado em outras
espécies. JA4 erd. elegans,um grande bloco marcando o braco longo do par

telocéntrico 13 foi coincidente com a regido de NORanespécie (Fig. 3@).

Marcacbes com o fluocromo DAPI foram observadas rgi6as centroméricas
dos cromossomos, apds a desnaturacdo com formamida 70%nica e FISH, em
alguns espécimes d2endropsophus rusché Boana faber ndo sendo observado esse

resultado em outros individuos (Fig. 4).
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4. DISCUSSAO

O numero diploide2n= 24 e NF= 48 encontrados para as espécies dos géneros
Boana, Bokermannohyla, Ololygon, Scirjfaxoram reportados em diversos trabalhos
com esses géner¢Becak, 1968; Bogart, 1973; Nunes e Fagundes, 2008; Carvalho et
al., 2009 Schmid e Steinlein, 2016; Oliveira et al., 2016; Gruber et al., 20479 et
al., 2018). Em contraste, as espécie®dadropsophusnalisadas mostraragm= 30,
sustentando a hipétese ja levantada que essa caractesggiicama sinapomorfia do
género, uma vez que o génexenohyla também da subfamilia Dendropsophinae,
apresent&n= 24 cromossomos (Faivovich et al., 2005; Suarez 2Gl3).

A maioria das espécies ja cariotipadas pertencentes diafahylidae
apresentam o numero diploide igual a 24 cromossponge permitiu apontar tal como
um numero diploide ancestral para os hilideos (Faivoeichl., 2005; Gregory, 2019
Ruiz-Herrera et al.,, 2012,). Desse modo, € notavel que osnssomos do género
Dendropsophugm morfologia sdo menores, além disso, a presg@gaomossomos
telocéntricos comparados aos outros géneros aqui analipeajmicia uma investigacao
guanto a processos de fissdo cromossdmicas ao longoldedevoariotipica na familia

Hylidae.

A variabilidade cariotipica da familia pode ser comprovadaspdiferentes
formulas cariotipicas encontradas formula cariotipica parBoa. pardalisé igual a
encontrada por Nunes e Fagundes (2088%im como,O. carnevallicompartilha a
mesma foérmula cariotipica com outras espécies do géoem O. cosenzaie O.
arduos (8m+8sm+8st) (Peixoto et al., 2015), enquanto o cariotip®.delizotavioié
marcado por menos Cromossomos metacéntricos e o auntentum par de
cromossomos subtelocéntricos comparada as outras especgEnero (Nunes e
Fagundes, 2008; Cardozo et al., 2011; Targueta et al., 2DH8).espécies com
caridtipos descritos pela primeira vénk. ibitipocamostrou a particularidade de ter
dez cromossomos metecéntricos a mais do que geralmemterrado para as espécies
desse género (Catroli et al., 2011). As outras espéciddoklermannohyladiferem
guanto as formulas cariotipicasercontradas em estudos citogenéticos com essas
espécies, podendo ser devido a prépria diferenciacdo ssdmaa das populacdes

analisadas (Catroli et al., 2011).

As regides organizadoras de nucléolo observadas nos carigfjio®s nesse

trabalho tiveram correspondéncia quanto com outras espécg grupos aos quais
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estdo alocadas, como a marcacao na regiao terminat dd pas espéciddoa. fabere
Boa. pardalis j& reportado ermBoa. crepitans diferindo de outras que marcam o par
cromossomico 2 erBoa albomarginatgGruber et al. 2007; Nunes e Fagundes, 2008).
A marcacdo da NOR no par cromossdmico 12 nas espédigskdemannohylado foi
coincidente com outras do género que se apresentam no gamuEssomos 11, uma
possivel explicacdo € a ordenacéo dos pares por outrossanitpaté mesmo o nivel de
condensagdo dos cromossomos (Catroli et al., 2011). Enciaspe marcacdo de
somente um homdlogo eBok. ibitipocapode indicar a inativacdo dessas regides ou a
baixa precipitacdo de nitrato de prata de forma imperceptesldo que o outro
homadlogo pode ser marcado apés FISH com sonda de rDNA 1832 @dirmacao de

sitios de atividade ribossomal, por exemplo

O sexto par cromossdmico @& carnevallicom marcacdo de NOR é igual as
outras espécies grufid. catharinaeonde estédo designados, dentre €lasizibilis e O.
albicans (Nunes e Fagundes, 2008; Cardozo et al., 2011). Ao contrario, disso
luizotavioi obteve marcacéo no par nove, semelhante a encontratlamossomo ds.

eurydice,0 que nao foi equiparavel com outras espécies dessesgéner

A localizacédo das NORs na regido terminal do braco longmad cromossémico

13 foi encontrada em outras espécies do gémEndropsophusnas espécie®.
minutus D. werneri D. phlebotesD. nanuse D. microcephalus mas as NORs na
regido pericentromérica encontrada Pmbipunctatusfoi relatada somente mais uma
vez em espécimd3. ebraccatusias planicies do Pacifictal rearranjo cromossdmico
sugere um possivel evento de inversdo paracentromérica dessaespéecies (Kaiser et
al., 1996). Em adicad. ruschiimarcou o mesmo par telocéntrico de namero 100gque
microps(Gruber et al., 2005; Oliveira et al., 2016).

A técnica de FISH com sondas de microssat€liteisy e CATo) foi utilizada

pela primeira vez nas espécies analisadas, e demostrpmeEssora por apresentar
uma dinamicidade dentro dos géneros e entre as espmiesdo ser explicadas pelos
diferentes modos de organizacdo que essas sequénciasvespetit genoma (Martins

et al, 2011). Ainda sim, foram observadas marcacées naSeseterminais e
centroméricas em todas espécies analisadas, esse @aflvéoceportado para espécies

do géneraScinaxe Ololygone para outros grupos, como lagartos e peixes, onde essas
sondas foram empregadas (Porkona et al., 2011; Cioffi @042 Peixoto et al., 2015;

Utsomia et al, 2018). A abundancia de sequéncias repetieists geralmente
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relacionada a regides de heterocromatina, embora o$esa@ncontrados estejam
localizados em regides tanto heterocrométicas comoomaticas observadas apés
revisdo sobre as informacgBes citogenéticas disponpasia os géneros analisados
(Cioffi et al., 2010; Yano et al., 2014) (Tabela 1, matatgilementar).

Por outro lado, a sonda @4 destacou-se por apresentar um grande bloco
marcado e que foi coincidente com a NOR Bmelegans assim como regides ricas
GC como visto no trabalho de Oliveira et al. (2016), logdida a hipétese que o
acumulo de microssatélites ndo é de maneira aleatdntieodo genoma de eucariotos
(Charleswoeth et al., 1994; Utsomia et al., 2018).

Na familia Scinaxinae houve diferenca na organizacdo genddoisadois
géneros quanto a utilizagdo das duas sondas analisadas, omagd®s principalmente
terminais, centromeéricas e pericentroméricas paraoadas CAwsy € CATao em
Ololygon enquanto a espécie do gén8mnaxas marcacdes foram termais e dispersas
ao longo dos cromossomos. Além disso, a diferenciagadologica dos dois
primeiros pares cromossOmicos nesses géneros levawgestdo dos mecanismos
responsaveis por essas mudancas como inversbes peneantes, adicdo/perda de
sequéncias repetitivas ou alteracbfes cromossomicaguesis ndo identificadas
nosso estudo respalda a adicdo de sequéncias repetitimasum dos processos dessa

diferenciacéo cariotipica (Cardozo et al., 2011; Grubdlr,e2G1.7).

As espécies da subfamilia Cophomantinae também mostraram ogiac@o
filogenética entre os géneros reflete nos padrbes oibiges encontrados com as
sondas CAs) e CAT10 como marcagdes em regides terminais e pericenticanéem

Boanae centroméricas e dispersas nas espéciBskiErmannohyla.

As marcacdes de DAPIlforam semelhantes aos padrbes de heterocromatina
centroméricas ja relatados para a espBada. fabere da mesma forma para outras

espécies do grudd. microcephalusgrupo ao qudD. bipunctatugpertence.

Por fim, com base em nossas analises podemos amplianhecomento sobre
espécies ainda ndo cariotipadas e demonstrando as semslh@r@tipicas das
espécies dos géneros que pertencem. A utilizacdo de rai&ldies se mostrou um bom
marcador citogenético para algumas populacdes de espéalessdas, além do que
permitiu entender possivel eventos de organizacdo gendrowapeender mais sobre

a evolucdo cromossdmica na familia Hylidae.
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Lista de tabelas:

Tabela 1: Namero de individuos analisados das subfamilias por sexo (macémea)

localidade (cidade e estado) e voucher de identificacao.

Subfamilia Espécie N Sexo Localidade Voucher
2 Fémea PESB- Ervalia (MG) MZUFV 19262, 19263
1 Macho Santa Rita de Jacutinga (MC MZUFV 18822
Boana faber 1 Fémea Cataguases (MG) MZUFV 18656
Mata da Biologia- Vicosa
1 Macho MZUFV 19269
(MG)
' 2 Macho Mata da Biologia- Vicosa MZUFV 12623, 12624
Cophomantinae Boana
, 1  Fémea (MG) MZUFV 12622
pardalis
1 Macho Santa Rita de Jacutinga (MC MZUFV 18825
Bokermannoh
e 2 Macho PESB- Araponga (MG) MZUFV 9439 e 9440
yla ibitipoca
Bokermannoh 1  Macho MZUFV 18829
Santa Rita de Jacutinga (MC
ylaluetosa = T paan MZUFV 18828
MZUFV 11512,
Ololygon 3 Macho 11513, 18825
] Caratinga e Cataguases (M( '
carnevalli
1 Fémea MZUFV 12622
MZUFV 9884, 9886,
Scinaxinae Ololygon 5  Macho 9887, 9888, 9889,
PESB- Araponga (MG
luizotavioi ponga (MG) 10557
1 Fémea MZUFV 9885
Scinax . )
] 2 Macho Mata da Biologia (MG) MZUFV 19267, 19268
eurydice
Dendropsoph MZUFV 18657,
. 4 Macho Cataguases (MG)
us bipunctatus 18658, 18659, 18660
2 Mach Mata da Biologia- Vigosa MZUFV 19265, 19266
Dendropsoph acho (MG) ’
; us elegans
Dendropsophinae 9 2 Macho Cataguases (MG) MZUFV 18653, 18654
4 Mach MZUFV 14712,
Dendropsoph acho
P “p Pedra Dourada (MG) 12938, 12939, 16751
us ruschii
2 Fémea MZUFV 14535, 14532
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Fig. 1. Cariotipo das espécies da subfamilia Cophomantina&iemsa e Ag-NOR (a-
d) e FISH com as sondas @é\(e-h) e CATus) (i-1). Boa. faber(a,e,i);Boa. pardaligb,
f, ]); Bok. ibitipoca(c, g, k) eBok. luctuosdd, h, I). Em azul, cromossomos corados

com DAPI e em vermelho, regi&o hibridizada com a soBdea 5 um.
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Fig. 2 Cariotipo das espécies da subfamilia ScinaxinaGiemsa e Ag-NOR (a-c) e
FISH com as sondas @& (d-f) e CATs) (g-i). O. carnevalli(a,d, g);O. luizotavioi(b,

e, h) eS. eurydicdc, f, i). Em azul, cromossomos corados com DAPinevermelho,

regido hibridizada com a sonda. Barra 5 pm.
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Fig. 3. Cariotipo das espécies da subfamilia Dendropsophina&iemsa e Ag-NOR
(a-c) e FISH com as sond@%\(10) (d-f) e CATs) (g-i). D. bipunctatuga,d, g);D.
elegangb, e, h) eD. ruschii(c, f, i). Em azul, cromossomos corados com DAPI e em

vermelho, regido hibridizada com a sonda. Barra 5 um.

Fig. 4: Metéfases coradas com DAPI depois de desnhaturacdo com famida

usando a técnica de FISH:(a)D. ruschii(b) Boa. faberBarra 5um.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1 Sintese das infanagfes citogenéticas disponiveis para os gérokermannohylaBoana, Scinax, OlolygomDendropsophusiocalidade (cidade e

estado), numero diploid@if), nimero fundamental (NF), formula cariotipica (H63alizacdo das NORs (indicando os pares), padrédo da heteatcram FISH

(indicando as sondas utilizadas).

NOR
Grupp _de Espécie Localidade 2n NF FC (pares Heterocromatina FISH Referéncias
espécies
marcados)
Bokermannohyla S&o José do Barreira o4 48 12m+8sm-+4st 11 antromerlga? i Catroli et al.,
ahenea (SP) pericentromérica 2011
Salesopolis (SP) 24 48 10m+10sm+4st 11 Centroment;q N - Catroli et al.,
pericentromérica 2011
Bokermannohyla Campos do Jordao - Catroli et al.,
circumdata (SP) 24 48 10m+10sm-+4st 11 Centromeérica - 2011
Camanducaia (MG) 24 48 10m+10sm+4st 11 Centromérica - Catrzoohlc:aLt al,
Bokermannohyla hylax Salesopolis (SP) 24 48 11 - - Catrzoohlit al,
Gr. Jundiai (SP) 24+B 48 12m+8sm+4st 11 Centromérica - Catr200I| etal,
Bokermannohyls Bok:armannohyla - 11
circumdata uctuosa Santa Rita de 24 48 12m+6sm+6st 12 - CAasICATA  presente estudo
Jacuntinga (MG) 0)
Boki(?)ri?pe:)ncr;ohyla Araponga (MG) 24 48  20m+2sm+2st 12 - CA“S;/)CATG Presente estudo
Bokermannohyla Catroli et al.,
ravidea(como sp. 1) Furnas (MG) 24 48 10m+10sm+4st 11 - - 2011
L Catroli et al.,
Bokermannohylap.2 Morretes (PR) 24 48 10m+10sm+4st 11 Centromérica - 2011
Bokermannohylap. 3 Nova Lima (MG) 24 48 10m+10sm+4st 11 Centromérica - Catr20(I)|1(:aLt al.
Bokermannohylap.4 Santa Barbara (MG) 24 48 10m+10sm+4st 11 - - Catr20(I)|1<:eLt al,
Gr. Bokermannohyla Congonhas do Norte 24 48 12m+8sm+4st 4 Centromérica, - Catroli et al.,
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Bokermannohyla
pseudopseudis

alvarengai

(MG)

intersticial e
pericentromérica

2011

Bokermannohyla ‘- Catroli et al.,
ibitiguara Furnas (MG) 24 48 10m+10sm+4st 1 Centromerica - 2011
Bokermannohyla ., Centromérica, e Catroli et al.,
saxicola Serra do Cip6 (MG) 24 48 12m+8sm+4st 11 intersticial - 2011
Gr. Bokermannohyla . Qentromérica, Catroli et al
Bokermannohyls o Nova Lima (MG) 24 48 10m+10sm+4st 11 intersticial e - "
L martinsi . L 2011
martinsi pericentromérica
S&o Paulo (SP) 22 44 8m+14sm - - - Becak, 1968
Brasil 22 44 - - - - Bogart, 1973
S de Oliveira et al.,
Pirendpolis (GO) 22 44 - - - 2012
. Centromérica e Gruber et al.,
Boana albopunctata Rio Claro (SP) 22+1B 8m+14sm 8 intersticial i 2007
Corrientes e Missione: 22+1B/ Centromérica e
1 22+2B/ 44 10sm+10m+2st 8 X . tel/rDNA Ferro et al., 2012
(ARG) intersticial
22+3B
Rio Claro (SP) 22+1B 44 - - - Sonda-B Gruggrlzt al.,
Gr. Boana Boanacf. alfaroi Dique (PA) 22 44 10m+8sm+4st - - rDNA Ferro et al., 2018
albc;punctata Boana almendarizae =~ Tungurahua (ECU) 24 48 12m+12sm 8 Centromérica - Ferro et al., 2018
Boana calcarata Pastaza (ECU) 24 48 16m+8sm - Centromérica - Ferro et al., 2018
. i ) ) ) i ) Bogart e Bogart.
Boana fasciata 24 1971
Boana leucocheila Juruti (PA) 22+ 1B 44 12m+10sm 8 - rDNA Ferro et al., 2018
Boana lanciformis Manaus (AM) 22 44 8m+ 6sm+ 8st 11 Centromérica tel Mat;%slit al,
Boanacf. lanciformis Sdo Ga}brlel da 24 48 10m+10sm+4st 11 - - Ferro et al., 2018
Cachoeira (AM)
Serrandpolis (GO) 24 48 - - - - de on;/(e)g etal.,
Boana multifasciata Mattos el al
Iranduba (AM) 24 48 10m+ 6sm+ 8st 11 Intertsticial tel 2014 N
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Intertsticial e

Igarapé-Miri (PA) 22 48 10m+8sm+4st 8 pericentromérica rDNA Ferro et al., 2018
Boana heilprini - 24 48 12m+12sm 11 - - Ferro et al., 2018
- 24 48 - - - - Rabello, 1970
; de Oliveira et al.,
Rio Verde (GO) 24 48 - - - - 2012
SA Centromérica e Gruber et al.,
Brasilandia (MT) 24 48 8m+18sm 11 intersticial - 2007
. Iranduba (AM) 24 48  10m + 6sm + 8st 11 Pericentromérica tel Mattos et al.,
Boana raniceps 2014
lha do Bananal (GO) 24 48 - - : Sonda-B Gr“ggrlzt al.,
Santa Rita doTrivelatc Gruber et al.,
(MT) 24 48 - - - Sonda-B 2014
Misiones (ARG)/ 24 48 14m+8sm+2st 11 In.tertst|C|aI'e' - Ferro et al., 2018
Soure (PA) pericentromérica
Praia Grande (SP) 24 46 10m+12sm+2a - - - Becak, 1968
Paranapiacaba (SP) 24 46 10m+12sm+2a - - - Becak, 1968
Floresta da Tijuca (RJ 24 48 - - - - Bogart, 1973
Anchieta (ES) 24 48 12m+10sm+2st 2 - - Nunes e
Fagundes, 2008
Boana albomarginata - Nunes e
Cariacica (ES) 24 48 12m+10sm+2st 2 - - Fagundes, 2008
Bertioga (SP) 24 48 18m+6sm 2 Centromérica rDNA Carvza(ljlggt;—:‘ tal,
Gr. Boana faber Carvalho et al
Pincinguaba (SP) 24 48 18m+6sm 2 Centromérica rDNA 2009b N
Duellman e Cole,
i 24 ) ) ) i i 1965
- 24 - - - - - Rabello, 1970
Boana crepitans Argentina 24 48 - - - Bogart, 1973
. Centromérica e Gruber et al.,
Piranhas (AL) 24 48 6m+18sm 11 intersticial - 2007
Wenceslau Guimarde 24 48 12m+10sm+2st 7 Centromérica - Carvalho et al.,
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(BA) 2014
Terezépolis (RJ) 24 48 6m+14sm+4a - - - Becak, 1968
S&o0 Roque (SP) 24 48 6m+14sm+4a - - Becak, 1968
Nunes e
Pedra Azul (ES) 24 48 8m+8sm+8st 11 - - Fagundes, 2008
(perto de) Itanhaém ) - Schmid e
(SP) 24 48 11 Centromérica tel Steinlein, 2016
Mogi das Cruzes (SP. 24 48 14m+10m 11 - rDNA Carv%hooget al,
Boana faber Biriiba Mirim (SP) 24 48 11 : oA Canahoetal,
Misiones (ARG) 24 48 10m+8sm+6st 11 Centromérica rDNA Ferro et al., 2018
Ervalia (MG) 24 48 10m+6sm-+8st 11 - CA“SL/)CAT“ Presente estudo
Cataguases (MG) 24 48 10m+6sm-+8st 11 - CA“SL/)CAT“ Presente estudo
Santa Rita de 24 48  10m+6sm+8st 11 - CAasICATA  presente estudo
Jacuntinga (MG) 0)
Vicosa (MG) 24 48 10m+6sm-+8st 11 - CA“SL/)CATG Presente estudo
Boana lundii Serranépolis (GO) 24 48 - - - - de Olggllrg etal,
Brasil 24 48 - - - - Bogart, 1973
L Nunes e
Cariacica (ES) 24 48 10m+10sm+4st 11 - rDNA Fagundes, 2008
Boana pardalis Vicosa (MG) 24 48  10m+10sm+6st 11 - CA(I‘E’L/)CATG Presente estudo
Santa Rita de 24 48  10m+10sm+6st 11 - CAws/CATL  presente estudo
Jacuntinga (MG) 0)
Boana rosenbergi - 24 48 - - - - Léon, 1970
Boana albonigra Jujuy (ARG) 24 48 12m+8sm+4st 11 Centromerica e - Ferro et al., 2018
Gr.Boana intersticial
pulchella Boana bischofficomo Itapecerica da Serra 2 48 10m+14sm ) i i Becak, 1968

Hyla multilineatg

(SP)
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Séao Francisco de

Pericentromérica

Paula (RS) 24 48 10m+10sm+4st 10 e intersticial - Raber et al., 2004
Apiai (SP) 24 48 12m+8sm+4st 11 Centromérica - Ferro et al., 2018
Boana caingua Misiones (ARG) 24 48 14m+6sm+4st 12 Cei::;(r)gn“(e:ir;?a € - Ferro et al., 2018
Boana cipoensis Serra Do Cip6 (MG) 24 48 12m+8sm+4st 1 Ce_ntromerlga_ © rDNA Ferro et al., 2018
pericentromérica
Cérdoba (ARG) 24 48 14m+6sme+dst 1 Centromerica e : Ferro et al., 2018
intersticial
Centromérica, Baraguet et al
Boana cordobae Cordoba (ARG) 24 48 12m+12sm - mjerstmal e - 2013
pericentromeérica
Centromérica,
San Luis (ARG) 24 48 12m+12sm - intersticial e - Baraggle;et al,
pericentromérica
Argentina 24 48 10m+10sm+4st 1 - Anaggg 4et al,
Boana curupicomo Centromeénca
Hyla aff. semiguttata Misiones (ARG) 24 48 12m+8sm+4st 1 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
Rancho Queimado 24 48 10m+10sm+4st 10 Pericentromerica - Raber et al., 2004
. (SC) eintersticial
Boana guentheri Pericentromérica
Terra de Areia (RS) 24 48 10m+10sm+4st 10 . . - Raber et al., 2004
e intersticial
. . Cabara do Sul (RS) 24 48 10m+10sm+4st 10 antromerlca € - Ananias et al,
Boana joaquinicomo intersticial 2004
Hyla semiguttata S&o Francisco de Centromérica e Ananias et al.,
Paula (RS) 24 48 10m+10sm+4st 10 intersticial i 2004
. Sao Francisco de Centromérica e Ananias et al.,
Boana marginata Paula (RS) 24 48 10m+10sm+4st 10 intersticial - 2004
Boana marianitae Salta (ARG) 24 48 12m+8sm+4st 11 Centromérica - Ferro et al., 2018
Brasil 24 48 - - - - Bogart, 1973
Boana polytaenia - 24 - - - - - Rabelo, 1970
Pedra Azul (ES) 24 48 12m+10sm+2st - - - Nunes e
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Fagundes, 2008k

Campos do Jordao

(SP) 24 - 8m+14sm+2a - - - Becak, 1968
Boana prasina S&o Paulo (SP) 24 - 8m+14sm+2a - - - Becak, 1968
Jundiai (SP) 24 - - - - -
Argentina 48 - - - - Bogart, 1973
Cérdoba (ARG) 24 48 12m+12sm - Centromérica - Baragg%et al,
Centromérica,
Misiones (ARG) 24 48 14m+6sm+4st 12 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
Centromérica,
Buenos Aires (ARG) 24 48 14m+6sm+4st 12 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
Centromérica,
Entre Rios (ARG) 24 48 14m+6sm+4st 12 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
Centromérica,
Boana pulchella Corrientes (ARG) 24 48 14m+6sm+4st 12 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
Centromérica,
San luis (ARG) 24 48 14m+6sm+4st 12 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
Centromérica,
Rocha (URU) 24 48 14m+6sm+4st 12 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
Centromérica,
Flores (URU) 24 48 14m+6sm+4st 12 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
Centromérica,
San José (URU) 24 48 14m+6sm+4st 12 intersticial e - Ferro et al., 2018
pericentromérica
. La Rioja (ARG) 24 48  12m+8sm-+dst 11 Centromericae A Ferro et al., 2018
Boana riojana intersticial
Salta (ARG) 24 48 12m+8sm+4st 11 Centromérica e rDNA Ferro et al., 2018
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intersticial

Centromérica e

Catamarca (ARG) 24 48 12m+8sm+4st 11 ; L rDNA Ferro et al., 2018
intersticial
Tucuman (ARG) 24 48  12m+8sm-+4st 11 Centroméricae  h\a Ferro et al., 2018
intersticial
. . Centromérica e Ananias et al.,
Boana semiguattata Piraquara (PR) 24 48 10m+10sm+4st 1 intersticial - 2004
Boana stellae Misiones (ARG) 24 48  12m+8sm+4st 1 Celmgg':z;a €  DNA Ferro et al., 2018
Gr.Boana Boana pellucens Esmeraldas (ECU) 24 48 12m+12sm 11 - rDNA Ferro et al., 2018
pellucens Boana rufitela - 24 - - - - - Duellman, 1967
Boana atlantica Itacaré (BA) 24 48 8m+10sm+6st 10e 12 Centromérica - Carvg:)hlo4et al,
Peru 24 48 - - - - Bogart, 1973
Manaus (AM) 24 48 6m+12sm+6st 11 Centromérica tel Mat;%slit al.,
Boana cinerascens Tungurahua (ECU) 24 48 12m+8sm+4st 11 antromerlgq € rDNA Ferro et al., 2018
(comoHyla granosa i perlcentro'merlca
Gr.Boana Santa Barbara do Par 24 48 12m+8sm-+4st 11 antromerlgq e (DNA Ferro et al., 2018
punctata (PA) pericentromérica
Sdo Ga}brlel da 24 48 12m+8sm+4st 11 Centromencg_ c rDNA Ferro et al., 2018
Cachoeira (AM) pericentromérica
) ) ) ) ) ) Bogart e Bogart,
24 1971
Boana punctata Peru 24 - - - - - Bogart, 1973
. 10m+12sm+2st/ Centromérica e
Maraba (PA) 24 48 8m+14sm+2sf) 11 intersticial rDNA Ferro et al., 2018
Sao Sebastido do Centromérica e Mattos et al.,
Uatuma (AM) 24 48 8m+6sm+10st 11 pericentromérica tel 2014
(perto de) Santa Eleni ) Centromérica e Schmid e
Gr. ks Boana boans de Uairén (VEN) 24 48 ! pericentromérica tel Steinlein, 2016a
semilineata Centromérica
(perto de) Santa Eleni o 48 ) 7 pericentromérica i Schmid e

de Uairén (VEN)

e intersticial

Steinlein, 2016b
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Centromérica,

Melgago (PA) 24 48 12m+10sm+2st 7 pericentromérica rDNA Ferro et al., 2018
e intersticial
. Santa Isabel do Rio Centromérica e Mattos et al.,
Boana geographica Negro (AM) 24 48 10m+6sm+8st 1 pericentromérica tel 2014
, Wenceslau Guimarae - Carvalho et al.,
Boana pombali (BA) 24 48 16m+8sm 7 Centromerica - 2014
Nunes e
N Santa Tereza (ES) 24 48 10m+6sm+38st 11 - rDNA Fagundes, 20085
Boana semilineata Wenceslau Guimarae Carvalho et al
(BA) 24 48 10m+6sm+8st 7 Centromérica - 2014
Centromérica,
Boanacf. semilineata Juruti (PA) 24 48 10m+12sm+2st 7 pericentromérica rDNA Ferro et al., 2018
e intersticial
Santa Isabel do Rio Centromérica e Mattos et al.,
Negro (AM) 24 48 10m+6sm+8st 1 pericentromérica tel 2014
. S&do Sebastido do Centromérica e Mattos et al.,
Boana wavrini Uatuma (AM) 24 48 10m+6sm+8st 11 pericentromérica tel 2014
Melgaco (PA) 24 48 12m+10sm+2st 11 antromerlgq N rDNA Ferro et al., 2018
pericentromeérica
Clado Scinax
ruber Cardozo et al
Scinax uruguayus Treinta y Trés (URU) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - 2011 "
Gr. Scinax
uruguayus
Scinax boulengeri Darien (PAN) 24 - - - - - Duellman, 1967
9 Heredia (COR) 24 - - - - - Duellman, 1967
Scinax rostratus Peru 24 48 - - - - Bogart, 1973
Gr. Scinax Scinax garbei Huanuco (PER) 24 - - - - - Bogarltge%lBogart,
rostratus T Pp——
Barro Alto (GO) 24 48 12m+12sm 7 - argggfge a
Scinax constrictus Tarqueta el al
Goiania (GO) 24 48 12m+12sm 7 - 92018 "
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Espécies do
clado Scinax
ruber ndo
atribuido a
nenhum grupo
de espécies

Cardozo et al.,

Scinax acuminatus Chaco (ARG) 24 48 14m+10sm 11 Centromérica - 2011
Nunes e
Santa Teresa (ES) 24 48 12m+10sm+2st - - - Fagundes, 2008
. Nunes e
Guarapari (ES) 24 48 12m+10sm+2st - - - Fagundes, 2008
. . Nunes e
Scinax alter Anchieta (ES) 24 48 12m+10sm+2st - - - Fagundes, 2008
Rancho Queimado . Cardozo et al.,
(SC) 24 48 16m+8sm 3 Centromerica - 2011
Ubatuba (SP) 24 48 16m+8sm 3 Centromérica - Cardzo()Zflet al.,
Scinax caldarum Pocos de Caldas (MG 24 48 18m+6sm - - - Gruggrlst al.,
Scinax crospedospilus Mogi das Cruzes (SP. 24 48 16m+8sm - Centromérica tel Gruggrlst al.,
Scinax curicica Serra do Cip6 (MG) 24 48 14m+10sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al.,
Petrépolis (RJ) 24 48 16m+8sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al.,
Scinax duartei Cardozo et al
Itamonte (MG) 24 48 16m+8sm 11 Centromérica - 2011 "
Scinax elaeochrous Heredia (COR) 24 - - - - - Duellman, 1967
S&o0 José dos Campa - Cardozo et al.,
(SP) 24 48 14m+10sm 11 Centromérica - 2011
Jundiai (SP) 24 48 14m+10sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al,
Scinax eurydice Gruber et al
Jundiai (SP) 24 48 16m+8sm - - - 2017
Vicosa (MG) 24 48  14m+8sm+2st 9 - CA(I‘E’L/)CATG Presente estudo
Scinax funereus Huanuco (PER) 24 - - - - - Duellman, 1967
Scinax fuscomarginatu . 24 . - - . - Rabello, 1970
9 " Caorrientes (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardozo et al.,
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2011

Biritiba Mirim (SP) 24 48 14m+10sm 12 Centromérica rDNA Gr“ggr1$t al.
Socorro (SP) 24 48 14m+10sm 12 Centromérica rDNA Grulz)gr1$t al.,
Jujuy (ARG) 24 48 12m+l12sm 11 Centromérica : Cardozo etal,

Misiones (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozflet al,
Salta (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzo()Zflet al.,
Condoi (PR) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al.,
Rio Claro (SP) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al.,
Santa Maria da Serra - Cardozo et al.
+ - ’
Scinax fuscovarius (SP) 24 48 12m+12sm 11 Centromerica 2011
Socorro (SP) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al.,
Rio Claro (SP) 24 48  10m+10sm+4st 12 Centromérica rDNA Kasazkg;\(;g etal,
Santa Maria da Serra - Kasahara et al.,
(SP) 24 48 10m+10sm+4st 12 Centromeérica rDNA 2003
Itatiba (SP) 24 48  10m+10sm+4st 12 Centromérica rDNA Kasazrg;\ég etal,
- - - - . - - King, 1990
- - - ' - - - Anderson, 1991
. Baldissera et al.,
Rio Casca (MG) 24 - - 12 - . v
. 24+B - - - - - Rabello, 1970
. Baldissera et al.,
Rio Claro (SP) 24 - 12 . 1003
Scinax granulatus Misiones (ARG) 24 48 14m+10sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al.,
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Cardozo et al.,

San José (URU) 24 48 14m+10sm 11 Centromérica - 2011
Camanducaia (MG) 24 48 14m+10sm 11\8 Centromérica - Cardzoozlolet al,
- Baldissera et al.,
Jundiai (SP) 24 - - 12 - - 1993
CamposdoJorddo 5, 48 14m+10sm 11\8 Centromérica . Cardozo et al.
. .. (SP) 2011
Scinax hayii Itapecerica da Serra
P SP) 24 - 14m+10sm - - - Becak, 1968
Camp‘g;g)o Jorddo o, . 14m+10sm - : : Becak, 1968
Biritiba Mirim (SP) 24 48 20m+4sm - Centromérica tel Gruber et ., 2017
Mogi das Cruzes (SP° 24 48 20m+4sm - Centromérica tel Gruber et l., 2017
Misiones (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al.
Salta (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al,
Scinax nasicus Cardozo et al
Santa Fe (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - 2011 "
Santiago del Estero - Cardozo et al.,
(ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - 2011
Ribeirdo Branco (SP) 24 48 - 12 - - Pombal e Haddad
1995
Scinax perereca Misiones (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al,
Ribeirdo Branco (SP) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozinlet al,
Misiones (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozinlet al,
Scinax similis Corrientes (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al,
Trés Marias (MG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica - Cardzoozlolet al,
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Cardozo et al.,

Itirapina (SP) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica 2011
Trés Marias (MG) 24 - 16m+6sm++2st - - Grul2)8r1$t al.,
Anchieta (ES) 24 48 8m+ldsm+2st - : . ag':ﬁg‘eez ® 008
Scinaxsp. ;
Rio Claro (SP) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica Cardzoozflet al,
Misiones (ARG) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica Cardzoozflet al,
ltirapina (SP) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica Cardzoozflet al,
Scinax squalirostris Cardozo ot al
San Jose (URU) 24 48 12m+12sm 11 Centromérica 2011 "
Barrio e Pistol de
) 24 48 ) - ) Rubel, 1970
Scinax staufferi Rivas (NIC) 24 - - - - Duellman, 1967
Petrépolis (RJ) 24 48 10m+4sm+10st 6 Centromérica Cardzoozlolet al,
Ololygon albicans Gruber et al
Petrépolis (RJ) 24 48 10m+10sm+4st - Centromérica 2017 "
Guarapari (ES) 24 48 10m+12sm+2st - - Fag{:‘#g:; gOOSb
Clado Ololygon + + - Cardozo et al.,
catharinae Ololygon argyreornata llha do Cardoso (SP) 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica 2011
L Gruber et al.,
Gr. Ololygon llha do Cardoso (SP) 24 48 10m+14sm - Centromérica 2017
catharinae . L
I Ololygon ariadne - 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica Cardzoozinlet al,
Ololygon aromothyella Uruguai 24 48 10m+12sm+2st 6 p%ﬁgggg‘ Oe r::g; Ce a Cardzoozinlet al,
Ololygon berthae Misiones (ARG) 24 48 10m+12sm+2st 6 Ceqtromencq z_and Cardozo et al.,
pericentromérica 2011
Ololygon brieni Brasil 24 48 - - - Bogart, 1973
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Centromérica e

Cardozo et al.,

Ololygon canastrensis Furnas (MG) 24 48 12m+12sm 11\06 pericentromérica - 2011
, , CAus/CAT
Ololygon carnevalli Caratinga (MG) 24 48 8m+8sm+8st 6 - o Presente estudo
Cataguases (MG) 24 48 8m-+8sm+8st 6 - CA“S); )CAT(l Presente estudo
Ololygon catharinae Brasil 24 48 - - - - Bogart, 1973
Ololygon centralis Silvania (GO) 24 48 10m+14sm 1 Targ;gtlaset al,
Jundiai (SP) 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica - Cardzo()Zflet al,
Ololygon hiemalis Gruber ot al
Mogi Guagu (SP) 24 48 10m+14sm - - rDNA 2017 "
Ubatuba (SP) 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica - Cardzoozlolet al,
Ololygon littoralis Bertioga (SP) 24 48 10m+14sm - Centromérica tel Gruggrlst al,
Ubatuba (SP) 24 48 10m+14sm - Centromérica tel Gruggrlst al.,
. Centromérica and Cardozo et al.,
Ololygon longilinea  Pocos de Caldas (MG 24 48 10m+12sm+2st 6 pericentromérica - 2011
. . CAusyCATu
Ololygon luizotavioi Araponga (MG) 24 48 8m+12sm+4st 9 o Presente estudo
Sdo Jos(gg)o Barreiro 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica - Cardzoozlolet al,
Ololygon obtriangulata Gruber et al
Biritiba Mirim (SP) 24 48 10m+12sm+2st 6 - rDNA/tel 2017 "
Ololygon rizibilis Ribeirdo Branco (SP) 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica - Cardzooziylet al,
Ubatuba (SP) 24 48 10m+12sm+2st - Centromérica - Cardzooziylet al,
Ololygon trapicheiroi Misiones (ARG) 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica - Cardzoozlolet al,
Rocha (URU) 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica e - Cardozo et al.,
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pericentromérica

2011

Centromérica e

Cardozo et al.

Corrientes (ARG) 24 48 10m+12sm+2st 6 : - - '
pericentromerica 2011
ltirapina (SP) 24 48  10m+12sm+2st 6 Centromerica e . Cardozo etal,
pericentromerica 2011
Ololygonaff. arduous Pocrane (MG) 24 48  8m+6sm+10st 5 Centromérica CA“O! )CAT(l Pelxg(t)iSet al.,
Ololygon arduous Santa Teresa (ES) 24 48 8m+8sm+8t 5 Centromérica CA“O);CAT“ Pelxzo(t)ciSe tal,
Ololygon belloni Castelo (ES) 24 48  10m+4sm+10st 5 Centromérica CA“O);CAT“ Pelxgéigt al.,
Ololygon cosenzai Ervélia (ES) 24 48 8m+8sm+8st 5 Centromérica CA“O);CAT“ Pelxgécig tal,
Ololygonsp.1 Parati (RJ) 24 48 10m+4sm+10st 6 Centromérica - Cardzoozlolet al,
Gr. Ololygon Ololygonsp.2 llha do Cardoso (SP) 24 48 10m+12sm+2st 6 Centromérica - Cardzoozlolet al,
perpusillus Ololygon perpusilla Brasil 24 48 - - - - Bogart, 1973
Centroméricae GA@0yCAT Peixoto et al.,
Ouro Preto (MG) 24 48 8m+10sm+6st 3eb6 pericentromérica _15//DNA 2016
o Centroméricae GA@0yCAT Peixoto et al.,
Ololygon tripui Muriaé (MG) 24 48 8m+10sm+6st 6 pericentromérica  15yrDNA 2016
. Centroméricae GA@0yCAT Peixoto et al.,
Ervalia (MG) 24 48 8m+10sm+6st 6 pericentromérica  15/rDNA 2016
Simonésia (MG) 24 48  8m+10sm+6st 6 p%ﬁggg{:‘:rggﬁfa Gﬁillroéﬁﬁ-ﬂ Pelxg(t)i gt al.,
Ololygon v-signata Sdo Pedroda Serra 48  8m+6sm+10st 5 Centromérica CA@/CATa  Peixoto etal,
(RJ) 5) 2015
Dendr(cz;gsophus Dendropsophus carnife: - 30 - - - - - Duellman e
. ‘ Trueb, 1983
columbianus
Gr.
Dendropsophus Dendropsophukabialis Coldmbia 30 - - - - - Bogart, 1973

labialis
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Gr. i 30 ) ) i i Duellman e Cole,
Dendropsophus 1965
leucophyllatus Valle de Talamanca Centromérica e .

(CRC) 30 58 8m+16sm+4st+2t 10 pericentromérica - Kaiser et al., 199€
Dendropsophus Valle de la Estrella Centromérica e .
ebraccatus (CRC) 30 58 8m+16sm+4st+2t 10 pericentromérica - Kaiser et al., 199€
Centromérica e .
Quepos (CRC) 30 58 8m+16sm+4st+2t 13 pericentromérica - Kaiser et al., 199€
L Centromérica e .
Rincon (PUR) 30 58 8m+16sm+4st+2t 13 pericentromérica - Kaiser et al., 199€
Dendropsophus ancep: Brasil 30 - - - - - Bogart, 1973
Ubatuba (SP) 30 52 10m+12sm+8t 10 Centromérica - Gruggggt al.,
Sdo Jo?gg)os Pinhai 30 56  16m+6sm+4st+4t 13 Centromérica tel/rDNA OI|V(32|(r)zalgt al.
Dendropsophus elegan CAas/CAT
Vicosa (MG) 30 56  8m+10Sm+8st+4t 13 - (150) ¢ Presente estudo
Cataguases (MG) 30 56  8m+10sm+8st+4t 13 - CA“SL/)CATG Presente estudo
Dendropsophus
leucophyllatus Peru 30 - - - - - Bogart, 1973

Gr. Peru 30 - - - - - Bogart, 1973

Dendropsophus . ar ;
PSP Juruti (PA) 30 50 14m+6sm+10t 9 antromerlca € rDNA Suarez et al., 201
marmoratus intersticial
Dendropsophus Centromérica e
marmoratus Platd Capiranga (PA) 30 50 14m+6sm+10t 9 intersticial rDNA Suérez et al., 201
lgarapé Prudéncio 5, 5y 14meesm+10t 9 Centromericae  \pya  Surez etal., 201
(PA) intersticial
Belém (PA) 30 50 14m+6sm+4st+6t 9 antromerlca € rDNA Suérez et al., 201
Dendropsophus intersticial
melanargyreus Carajas (PA) 30 50 14m+6sm+dst+6t 9 C‘?rr]‘tt;‘r’g‘“g”a(fa ©  'DNA  Suarezetal, 201
Dendropsophus Rancho Queimado L Gruber et al.,
nahdereri (SC) 30 50 14sm+6sm+10t 1 Centromérica 2005
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Teixeira et al.,

Dendropsophus novais Jequié (BA) 30 50 14m+6sm+10t 9 Centromérica tel 2016
Dendropsophus G \ - Teixeira et al.,
seniculus Ribeirdo Grande (SP) 30 50 14m+6sm+10t 9 Centromérica tel 2016
Dendropsophus soares Barreiras (BA) 30 50 14m+6sm+10t 9 Centromérica tel Telx%iﬁet al.,
Gr. Dendropsophus - Gruber et al.,
Dendropsophus berthalutzae Guaraquecaba (PR) 30 52 12m+10sm+8t 15 Centromérica - 2005
microcephalus Dendropsophus 12m+12sm+4st+2 CAusyCATa
bipunctatus Cataguases (MG) 30 58 i 13 - o Presente estudo
Dendropsophus cruzi Mossamides (GO) 30 54 14m+10sm+6st 14 Centromérica - Grugg(r)gt al.,
Degdrgp_sophus Brasil 30 - - - - - Bogart, 1973
ecipiens
Dendropsophus elianea Rio Claro (SP) 30 54 16m+8sm+6st 11 Centromérica - Gruggggt al.,
Dendropsophus jimi Uberlandia (MG) 30 50 12m+8sm+10t 12 Centromérica rDNA Medcg(r)ciszget al.
) 30 ) ) ) ) ) Bogart e Bogart,
Dendropsophus leali 1971
Peru 30 - - - - - Bogart, 1973
i 30 ) ) ) i i Duellman e Cole,
Dend h 1965
endropsopnus - 30 - - - - - Léon, 1970
microcephalus Centromérica e
Quepos (CRC) 30 58 4Am+22sm+4st 13 . - - Kaiser et al., 199€
pericentromeérica
Argentina 30 - - - - - Bogart, 1973
Nova ltapirema (SP) 30 52 12m+10sm+8t lel3 Centromérica rDNA Medgg%s?’et al,
Dendropsophus nanus  Nova Alianca (SP) 381;’0 - 13 Pericentromérica rDNA Medezlg%seet al,
30730 Medeiros et al
Botucatu (SP) +1B/ 52 - 13 Pericentromérica rDNA N
30 2006
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+2B/

30 +
3B
Rio Claro (SP) 30 52 12m+10sm+8t lel3 Centromérica - Grulz)gggt al.,
Botucatu (SP) 30 52 12m+10sm+8t 13 Centromérica rDNA Med%ig etal,
Serra da Bodoquena - Medeiros et al,
(MS) 30 53 12m+11sm+7t 13 Centromérica rDNA 2013
Telémaco Borba (PR) 30 52 12m+10sm+8t 13 antromerlgq N rDNA Medeiros et al,
pericentromérica 2013
Duellman e Cole,
- 30 - - - - -
Dendropsophus 1965
phletf)odeps - 30 - - - - - Duellman, 1967
Tanque, Fortuna 30 56 4m+14sm+8st+4t 13 antromerlgq N - Kaiser et al., 199¢€
(CRC) pericentromérica
Dendropsophus Peru 30 - - - - - Bogart, 1973
rhodopeplus
) 30 ) ) ) ) ) Rabello et al.,
Dendropsophus 1970
rubicundulus Sao Jodo d’Alianga L Gruber et al.,
(GO) 30 54 16m+8sm+6t 7 Centromeérica - 2005
Nova Itapirema (SP) 30 50 12m+8sm+10t 12 Centromérica rDNA Medi(r)%s:%et al.
Rio Claro (SP) 30 50 12m+8sm+10t 14 Centromérica - Gruggggt al.,
Dendropsophus saborn Salesopolis (SP) 30 50 12m+8sm+10t 12 Centromérica rDNA Medggc)ls?)et al.
Botucatu (SP) 30 50 12m+8sm+10t 12 Centromérica rDNA Medggc)ls?)et al,
Torres (RS) 30 50  12m+8sm+10t 12 Centromérica rDNA Med‘gg’lsaet al,
Dendropsophus walford Guajara Mirim (RR) 30 52 12m+10sm+8st 13 Centromérica rDNA Medggolsaet al,
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Dendropsophus werner Séo ‘JOS(SI%OS Pinhai 30 60 16m+4sm+10st 13 Centromérica rDNA Ollvezlg’lgt al,
Gr. Rabello et al.,
Dendropsophus i 30 60 ) ) i i 1970
minutus Brasil 30 - - - - - Bogart, 1973
Peru 30 - - - - - Bogart, 1973
Dendropsophus minutu Séo Carlos (SP) 30 60 18m+12sm 13 Centromérica - Grulz)(e)(r)gt al,
Ubatuba (SP) 30 60  18m+i2sm 13 Centromérica : Gr“ggggt al.,
Sao José dos Pinhait Centromérica e Oliveira et al.,
(PR) 30 60 14m+14sm+2st 13 intersticial tel/rDNA 2016
Gr. Brasil 30 - - - - - Bogart, 1973
Dendropsophus Campos do Jord&o L. Gruber et al.,
parviceps (SP) 30 52 14m+8sm+8st 10 Centromeérica - 2005
Dendropsophus microp Sédo Bento do Sul (SC 30 52  14m+8sm+2st+6t 10 Centromérica - Gruggggt al.,
S&o José dos Pinhait Centromérica e Oliveira et al.,
(PR) 30 52  16m+4sm+2st+8t 10 intersticial tel/rDNA 2016
Dendropsophus - 30 - - - - - Bogarlt9e7:IL3 ogart,
Parviceps Peru 30 - - - - - Bogart, 1973
Dendropsophus ruschii Pedra Dourada (MG) 30 56 10m+10tsm+63t+4 10 - CA“S;/)CATG Presente estudo
Dendropsophus - 30 - - - - - Duellman, 1970
subocularis

(1) Duas férmulas cariotipicas para espécie nessa localidade.

m = metacéntricasm = submetracéntricat = subtelocéntrica, = telocéntricoa = acrocéntrico.

tel = sonda telomérica.
rDNA = sonda de DNA ribossomal.

sondaB = sonda obtida através da microdissec¢do de cromossomos B.
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ARTIGO I

Comparative karyotypes analyses on four species of tiglastodiscus Lutz, 1950
(Anura: Cophomantinae): new chromosomal insights on the gen clade

ABSTRACT

Aplastodiscuss a neotropical genus that occurs in the forested aveehs the biomes
mainly Atlantic forests and one isolad case in Cerragomposed by 15 species
described. Cytogenetically, only eight species were karydtyre showed a high
variation in the diploid number witBn= 24, 2n= 22,2n= 20 and2r~= 18 allowing the
separation of these species into groups. The study aimba@acterize four species
through classic and molecular cytogenetic techniques, dseditht to increase the
knowledge about the evolution of karyotypes within the sgegieups.A. weygoldti
showed2n= 22, Ag-NOR and FISH 18S rDNA in the interstitial regiontlee short
arms of the pair 6. In contrast, the spechescavicola, Aplastodiscusp. 4 and
Aplastodiscussp. 6 had2n= 18, Ag-NOR regions and FISH with probe 18S rDNA
markings in the terminal region of the long arms ofpgh& 9. Our results confirm that
the genusAplastodiscusalong the evolution, passed through probable independents
events of chromosome fusion in the groups albofrenatusand A. albosignatus.
However, our sample effort evidenced a new chromosomerfigsient in the clade of
A. albosignatus.Further, the markings showed by Ag-NOR and FISH rDNA 18S
techniques in the small pairs and congruent in the diffespaties of the same group
directs to a high conservatism oh these regions, suchthas similarity of the
chromosome morphologies between the genus in CophoraantiLastly, the
description of the karyotypes of more species of the gAplestodiscusould be the
key to give more support to our notes, as well as the incla$it® new tools classical

and molecular cytogenetics.

Key words: Aplastodiscs; chromosomal rearrangements.; chromosomes; FISkngre

clade; karyotypes; NOR.
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1. INTRODUCTION

The tree-frogsAplastodiscus(Lutz, 1950), informally called ‘green clade’,
belongs to Cophomantinae The genus, is neotropical mdistyibuted in Atlantic
Forest, in northeast, southeast and southern regioBsaail, expending to adjacent
areas in Argentina, with one species reaching ripaoagsts in the Cerrado domain.
Aplastodiscusincludes 15 species in four monophyletic groups: perviridis, A.
albosignatus, A. albofrenatué. sibilatus which are supported by morphological
characters, molecular data, and more recently, cyaigenharacters (Berneck et al.,
2016; Cruz and Peixoto, 1984; Cruz and Peixoto, 1985; Cruz et al., 2003yi€la et
al., 2005; Ferro et al., 2018; Frost, 2018; Garcia et al., 2001).

The phylogenetic position of HylidasgnsuDuellman et al. 20163uggests a
possible synapomorphy of the diploid numitae= 24 for the Family, since it is the
most commonly found species (Faivovich et al., 2005 andICatrd Kasahara, 2009),
with some exceptions like the presence of B-chromosamsgecieBokermannohyla
luctuosae Boana albopuctataAmong the genera of Hylidadplastodiscustands out
for having a high karyotypic diversityn2 24 chromosome2n= 22, zh= 20 and 2=
18, allowing the separation of the groups based on thesgetytic characters, being
monophyletism also found in other phylogenies been proposetblastodiscusIn
addition, mechanisms responsible for the karyotypic rditye found above were
proposed, as well as independent chromosomal rearranggerdike® chromosomal

reductions, in the three clades of the genus (Gruber, @04R; Berneck et al., 2016).

The two species karyotyped Aplastodiscus perviridigroup showed 2= 24,
C-banding pattern was centromeric, pericentromeric aedgstitial in all chromosoni
pairs, while the nucleolar organizer regions (NORS) occurréde terminal region oof
the long arm of the chromosome pair 12Aincochranaeand in pairs 11 and 12 i.
perviridis. (Carvalho et al., 2009b; Gruber et al., 2012). The gfudbofrenatushad
four species analyzed, presented diploid numbler 22 The heterochromatic blocks
were detected in the centromeric and interstitialsoreyiThe NORs was observed in
the end of the chromosomes, as seeA.ialbofrenatusin chromosome pes 1 and 6
A. arildae,in chromosome pairs 10 or J1A. eugenioin pairs 6 or 7andA. ehrhardtj
on chromosome pairs 6 and 10 (Carvalho et al., 2009a; Getiaér 2012

In opposition, the grouf@. albosignatusis the least studied and which has

greater ambiguity as for cytogenetic data of groups sepayratice to the specieA.
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albosignatus (sensu Berneck et .al 2016) show 8= 20 chromosomes and.
leucopygius a diploid number 2= 18 chromosomes. C-banding markings
predominantly centromeric in all chromosomes and NORs esgédem the terminal
region in chromosome pair 9 (Carvalho et al., 2009b; Gruhedr,2012; Berneck et al.,
2016). Finally, the grou@. sibilatus recently proposed, does no present any specie
karyotyped yet (Berneck et a22016).

In this present study, we propose to increase the knowledéglastodiscus,
characterizing for the first time the karyotype of fapecies throughout classical and
molecular techniques, such as Ag-NOR impregnation and ddoent in situ
Hybridization (FISH) with probe of 18S rDNA. In additiome discuss about the
hypothesis of independent chromosome reduction in the gemgdetter understand

the evolution of the green clade.
2. MATERIALS AND METHODS

In total, 17 adult specimens belonging to folplastodiscusspecies were
collected from various localities in Minas Gerais StaBrazil (Table 01). From
Aplastodiscusalbofrenatusgroup, we sampled one speciés (veygoldt). From the
Aplastodiscusalbosignatusgroup, the specieé. cavicola Aplastodiscussp. 4 and
Aplastodiscussp. 6 éensuBerneck et al. 2016) were analyzed. All vouchers were
housed in the herpetological collection of Museu de Zoalolpdo Moojen from
Universidade Federal de Vigcosa (MZUFV) and amphibian didiecfrom the
Universidade Federal de Minas Gerais (UFM§3-both in the Minas Gerais State,

Brazil.

Mitotic chromosomes were obtained from gut epithelialscefl the specimens
according to Schmid (1978). Each specimen was injected intiapealty with 0.1%
solution of colchicine (0.1 ml per 10 g of body weight) fohours before euthanasia
(carried out with 5% lidocaine). The cells were incubatetlyipotonic solution (0.9%
sodium citrate) and fixed in Cams solution (methanol:acetic acid 3:1). The blades
with cells suspensions were stained using conventional pret(&¥l Giemsa diluted in
Saensen buffer)Best metaphases were photographed in digital Olympus BX53 light
microscope with a DP73 Olympus camera. Chromosome pairing aadunements
were performed using Image Pro Plus® (IPP Version 4.5) to detettme modal value
(2n) and the FN for each population. Homologs were paired angpgdoaccording to
the centromere position, in decreasing size order. l#indle chromosomes were
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classified according to their centromeric indices intawentric (m), submetacentric
(sm) and subtelocentric (st) following Green and Sesqib991).

Active NORs in the preceding interphase were identifiedgusilver nitrate
precipitation (Ag-NORs) (Howell and Black 1980Jhe technique of FISH was
performed according to Pinkel et al. (1986) with modificatigdesnaturation with
formamide 70% at 75 °C from 5 minutes). The 18S rDNA probe wasnekitby
Polymerase Chain Reaction (PCR) amplificatiosing the primers 18SF (5°-
CCGAGGACCTCACTAAACCA) 18SR (5’-CCGCTTTGGTGACTCTTGAT) and it
was labeled by nick-translation with digoxigenin—dWTP. Signal detection and
amplification were performed using isothiocyanate prohmrdscein-conjugated anti-
digoxigenin-rhodamine. FISH images were captured in a BX53 Olympcr®suope

with a XM10 camera.
3. RESULTS

All species analyzed from th& albosignatusggroup @. cavicola Aplastodiscus
sp. 4 andAplastodiscussp. 6) had a complement of 18 chromosomes (Table 2). All
chromosomes were biarmed and their FN was 36, with chronesspairs 1 to 7 of
larger size, slight variations between chromosomes [2aip 7, chromosome pair 8 of
medium size and only the last chromosome pair of si@dlthese three species, only
Aplastodiscussp. 6 had chromosomal formulae 4m+10sm+2st, by showing two
subtelocentric pairs (Fig. 1c). On the other harglastodiscuscavicola and
Aplastodiscussp. 4 had 6m+12sm chromosomal formulae (Fig. 1la and Ti®.
representative ofAplastodiscusalbofrenatusgroup @A. weygoldt) showed &= 22
chromosomes and their FN was 44, and the chromosomeslp#ir 5 of large size,
chromosomes pairs 6 and 5 of medium size and chromogmamesof 8 to 11 of small
size (Fig. 1d). The chromosomal formulae was 14m+6sm+2steromorphic sex
chromosomes or supernumerary elements were not detiecimty of these species
(Figure 1).

The first pairs of all species are clearly metacenars well as the smaller pairs
being the last four iPA. weygoldtiand the last one in the three species frAam
albosignatus group. In addition to this, chromosome pairs of 2 to 7 resemble

morphology and relative size in all species.
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Secondary constrictions were observed in the long afrttee chromosome pair
number 6 inA. weygoldtiand Ag-NORs occurred on the interstitial region & sihort
arm in the same chromosome pair. On the other thregesp@plastodiscusavicolg
Aplastodiscussp. 4, andAplastodiscussp. 6), the Ag-NORs occurred on the terminal
region of the short arms on the chromosome paitSHBhowed 18S rDNA sites in the
terminal region of the long arms on both homologs oforiosome pair 9in
Aplastodiscuscavicolg Aplastodiscussp. 4, andAplastodiscussp. 6. OnA. weigoldti
the sites of 18S rDNA were observed in the interstigglon of the short arms on both
homologs of chromosome pair 6.

Based on optimization by Berneck et al. (2016), we added tladdipumbers
of the species analyzed in the present study, andpibssible to fill in the gaps and
propose a new chromosomal rearrangement event thatrsoéc the group A.
albosignatus, using the software TNT and Adobe lllustratorréoonstruction and
editing of the tree (Fig. 2).

4. DISCUSSION

The species analyzed in this study confirm a karyotypicalbsity of
Aplastodiscusshowing a disparity fromr2= 24 chromosomes mostly found in hylids.
However, those diploid number are similar to those fowmd other species of
Cophomantinae, (i. gdoana albopunctatavith 2n= 22, 2= 22 + 1B, 2= 22 + 2B
chromosomes anBokermannohylductuosa2n= 24 + 1B chromosomes) which are
also discrepant from other species of Hylidae (Becak 1968;rBd§#3; Baldissera et
al. 1993; Gruber et al. 2006; Ferro et al.,, 2012). Counting onnfoemation of
Aplastodiscusp. 5 (see comments below), totalizing 13 species of the dbeetiseen
valid and putativesensuBerneck et al., 2016) with available karyotype data. The group
of speciedA. sibilatusis the only one that does not present any karyotypeidedcOur
analyses confirm a diploid number for the groups albofrenatus (2n= 22
chromosomes) and. albosignatug2n= 18 chromosomes) previously indicated by the
other authors (Carvalho et al. 2009a; Carvalho et al.l20B8uber et al. 2092

Thus, our results folA. albosignatusgroup and the reidentification of the
population ofAplastodiscussp. 5 under the nameé\ albosignatus(Carvalho et al.,
2009b; Berneck, B. 2018, pers. comynadd new information that makes it possible to
reformulate hypotheses of the chromosomal evente events of chromosomal fusion

reduced the diploid number fromm2 24 to 2= 22 in the group (Gruber et al., 2012), in
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the same way occurred fér. weygoldi and more parsimoniously, it will probably be
the same for the specieSplastodiscussp. 2. These results further support the
hypothesis of independent fusion occurediralbofrenatusaandA. albosignatugroups
(Gruber et al., 2012; Berneck et al., 216

In addition, the data found indicates chromosomal aegements (fusion)
leading to a reduction fromn2 24 to &= 18 chromosomes in the first node of the
group A. albosignatus In the context of our hypothesis, other type of chrom@dom
rearrangements occur in the nadj@astodiscusp. 54A. flumineus+ A. albosignatuan
event of chromosomal fission reversing the diploid nunfimen 2n= 18 to 2= 20 in
Aplastodiscussp. 5, A. albosignatus Parsimoniously, we infer the same féx
flumineus it may be a possible synapomorphy of the clade. Thus, plaulti
chromosomal rearrangements determine the dynamicseotligioid number in the
genus It is necessary to reiterate the need for a futuregeytetic analyses of the clade
A. sibilatusto confirm the pleisiomorphic condition oh2 24 indicated for the genus.

Our results showed differences between the karyotype foenudacribed here
with the karyotype formulae from other species of tlmugrwith described data. Those
rearrangements tend to play important role in the evolution of speciesnce they
make the viability of the offspring difficult between spacwth different chromosomal
arrangemenisbesides being a consequence of multidisciplinary charaatdr of
difficult evaluation (Sites and Moritz, 1987; Guerra, 198&). cavicola and
Aplastodiscussp. 4 exhibit karyotypic formulae equal to thoseAofalbosignatusand

A. leucopygiubeing perhaps a possible synapomorphy for these species.

The increase in the number of smaller pairs in speofeshe groupA.
albofrenatus as for exampleA. weygoldtiand A. eugenioiin relation to those of the
group A. albosignatussuggest that the events of fission and chromosomalnfusio
involve the pairs of larger size. The chromosomal eiariufrom an ancestornz 24,
for the species analyzed here, traverses the two prdpzsteéways of chromosomal
rearrangement events: chromosome pairs 6 and 7 inpidgies with 2= 18, A.
cavicolg Aplastodiscusp. 4 andAplastodiscusp. 6, were originated from the merger
of the small pairs 7, 8, 9 and 10. LiRe weygoldtiwith 2n= 22, which would have its
large chromosome pair 2 as a result of the merging oll sif@mosome pair 12 and

the large chromosome pair 3 (Gruber et al., 2012).
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The markings of Ag-NORs and FISH with probe of 18S rDNARnomosome
pairs 6 inA. weygoldtiare the same as other species in the group, but diffaubse
they present multiple NORs a®\. albofrenatusand A. ehrhardti (Carvalho et al.,
2009b). The groupA. albosignatuspresent simple NOR in the speci@s cavicolg
Aplastodiscusp. 4 andAplastodiscusp. 6 had impregnation in chromosome pair 9, as
already noted inA. albosignatusand A. leucopygiusindicating a high degree of
conservation these regions that have vital importancetefore, as in groups of species
of Boanaby Ferro et al. (2018), as markings observed in the spafciggdastodiscusn
the study and others (Carvalho et al., 2009a; Gruber, 204l2), noticed a homology
assumption among the chromosomes that present thelsagsar

Our study allowed a deepening in the knowledge about the evolutionary
processes regarding the cytogenetics of the geXpiastodiscus The karyotype
diversity within the genus shows an intriguing change éncitmservative view of hylid
karyotypes. However, congruent markers of NOR and 18S rDNA shewstability of
these regions within the groups to which each species bedonthe gene in clusters
of vertebrates. The remaining species of the groupatieahot yet karyotyped can bring
new insights and further corroborate our theory of cheomw fission for the grouf.
albosignatus New molecular techniques, once employed, can also helpate the

patterns found.
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Figure and table captions
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Fig. 1. Giemsa karyotype, Ag-NOR staining, probe 18S rDNA labelecanedDAPI in
blue a. Aplastodiscus cavicolab. Aplastodiscussp. 4, c. Aplastodiscussp. 6, d.

Aplastodiscus weygoldtBar 5um.
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Fig. 2. Optimization of the diploid number iAplastodiscushowing the chromosomal

events as synapomophies based on Berneck et al. (2016)
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Table 1. Sample size (n) per species (male and female), sdogalkty (city and state)

and voucher identification.

Species N  Gender Sample locality Voucher
Aplastodiscus 2 Male _ MZUFV 15935, UFMGA
_ RPPN Miguel
weygoldti 13166

Feliciano Abdala,

_ UFMG-A 13167
1 Female Caratinga (MG)

Aplastodiscus _ MZUFV 15924, 15925,
_ 4  Male Vigcosa (MG)
cavicola 15926,15927
1 Cataguases (MG) MZUFV 16762
Male
) ) MZUFV 15928, 15929,
Aplastodiscus Alvorada de Minas
7  Male 15930, 15931, 15932, 1593
sp. 4 (MG)

and 15934

Aplastodiscus
5 2 Male Pedra Dourada (MG MZUFV 14528 and 14527
sp.

Table 2. Comparative morphology and measurements of chromosoine pa =
metacentric, sm = submetacentric, st = subtelocer®it = centromeric ratio, CT =

chromosome type.

Chromosome pairs

Species
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Aplastodiscus CR 1.14 1.49 1.80 2.18 2.32 2.15 2.35 255 1.34 - -

cavicola
CT m m m SsSm sSm Sm sSm sSm m - -

Aplastodiscus CR 1.04 141 185 2.66 2.71 2.53 2.05 2.96 1.31 - -

sp. 4 CT m m Sm Sm Sm Sm Sm SsSm m - -
Aplastodiscus CR 1.17 2.13 2.13 2.18 1.82 3.04 2.38 3.06 1.27 - -
sp. 6 CT m sm sm sm sm st sm st m - -

Aplastodiscus CR 1.05 1.09 1.63 2.59 3.04 294 226 129 148 1.27 1.34

weygoldti CT m m m sm st sm sm m m m m
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CONCLUSOES GERAIS

O caribtipo deOlolygon luizotavioié caracterizado porn2 24 cromossomos,
NF= 48, formula cariotipica 8m+12sm+4st e NOR no par cssimico 9;
Bokermannohyla ibitipocapresentou numero diploiden=2 24, NF= 48 com
formula cariotipica de 20m+2sm+2st, mostrando dez -cramuss
metacéntricos a mais que as outras espécies do génerarigdipadase
marcacdes de NOR nos pares de cromossomos 12;

A regido organizadora de nucléolo marcando a regido pedosrica enmD.
eleganssugere uma possivel inversao paracentromérica, uma vezsjoetras
espécies as NORs estdo localizadas nas regides termdipsidracos dos
Cromossomos;

Os microssatélites se mostraram bons marcadores garmas espécies além de
propiciar o entendimento de possiveis rearranjos Cr@nosss;

A. cavicola, Aplastodiscusp. 4 eAplastodiscusp. 6 tiveram 2= 18, Ag-NOR

e 18S rDNA marcando a regido terminal dos bracos longos do pa
cromossomico 9;

As marcacbes das regides organizadoras de nucléolo no omesm
cromossdmico em cada grupo de espécies se mostra um barateonservaul
no génerdAplastodiscus

Um novo evento de fissdo cromossdmica no cldalbosignatugoi proposto,
mostrando o numero diploide de=218 para 8= 22 envolvendo os pares de

menor tamanho.
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