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Resumo

OLIVEIRA, Marina Paula da Cunha, M. Sc, Universidade Federal de Vigosa, abril de
2013. Variagao citogenética em populac@es de Scinax tripui Lourenco, Nascimento
e Pires, 2009 (Anura, Hylidae): primeira deteccdo de sistema de cromossomos
sexuais no género. Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-orientador:
Renato Neves Feio.

Scinax tripui € um hilideo pertencente ao grupo Scinax catharinae, maior grupo do
clado Scinax catharine e do género Scinax. Possui como localidade tipo a Estagéo
Ecoldgica do Tripui, em Ouro Preto, estado de Minas Gerais, Brasil. Alguns espécimes
com caracteristicas morfolégicas externas comuns em S. tripui foram encontrados em
outras localidades do estado de Minas Gerais, mas, devido a taxonomia complexa do
grupo sua identificacdo ndo foi confirmada. A fim de aumentar o nimero de caracteres
para auxiliar a identificacdo de populacdes de S. tripui, o objetivo desse estudo foi
caracterizar e comparar o perfil citogenético: coloracdo convencional, bandamento C,
NORs e hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) com sondas de rDNA 18S em
exemplares da populacdo topotipica de S. tripui e espécimes de populacGes de trés
outras localidades identificados como esta espécie. As outras trés popula¢des séo: Usina
da Fumaca em Muriaé, Parque Estadual da Serra do Brigadeiro em Araponga e RPPN
Mata do Sossego em Simonésia, todas as localidades situadas no estado de Minas
Gerais, Brasil. Os resultados mostraram que todos os individuos analisados possuem
mesmo numero diploide apresentado para 0 género Scinax (2n = 24), mas ha diferencas
na morfologia dos cromossomos em relacdo a outras espécies do género. S. tripui
apresentou um par de cromossomos heteromdrfico entre os sexos, indicando a presenca
do sistema de determinacdo sexual XX/XY, registro inédito para o género Scinax.
Diferencas na obtencao do padrdo de banda C, nas marcacdes de Ag-NOR e FISH entre
as populacdes de S. tripui indicam a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, gerando

variacOes interpopulacionais.
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Abstract

OLIVEIRA, Marina Paula da Cunha, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, April,
2013. Cytogenetic variation in populations of Scinax tripui Lourenco Nascimento
and Pires, 2009 (Anura, Hylidae): first detection of sexual chromosomes in the
genus. Adviser: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-adviser: Renato Neves Feio.

Scinax tripui is a treefrog hylid and is a member of the Scinax catharinae species group,
the biggest group of the genus Scinax and the clade Scinax catharinae. Its type-locality
is the Tripui Ecological Station, in the municipality of Ouro Preto, in the State of Minas
Gerais, Brazil. Populations morphologically similar to this species have also been
reported in other localities in Minas Gerais, but due to the complex taxonomy of this
species group, their taxonomic status remains uncertain. In order to increase the number
of characters to be used to identify populations of S. tripui this study aimed to test the
species cytogenetic identity (Giemsa, C and NOR-banding, and FISH) in four
populations of S. tripui. The following populations were analyzed: the type-locality
“Tripui Ecological Station” in Ouro Preto city, samples from the “Serra do Brigadeiro
State Park” in the municipality of Araponga;, “RRPN Mata do Sossego” in the
municipality of Simonésia, Fumaca Dam Reservoir in the municipality of Muriaé, all
localities are in the State of Minas Gerais, Brazil. All specimens shared the same diploid
number, but chromosome morphology differed among the species of the genus Scinax.
S. tripui showed a XX/XY sex chromosome system, the first reported for Scinax.
Consistent different patterns of C, NOR-banding and FISH between the populations of

S. tripui indicate multiple chromosome rearrangements.



1. Introducéo Geral

Os Amphibia atuais, ou Lissamphibia, sdo representados por trés classes:
Gymnophiona (cecilias ou cobra-cegas), Caudata (salamandras) e Anura (sapos,
pererecas e rés) [1]. Distribuem-se amplamente nas regides tropicais e temperadas da
Terra, exceto em algumas ilhas oceénicas, regides de desertos com condi¢cbes muito

extremas e tundras subarticas [2].

No mundo, sdo conhecidas mais de 7000 espécies de anfibios sendo que
aproximadamente 6200 destas espécies pertencem a ordem Anura [3]. Até 0 momento

estdo descritas 946 espécies de anfibios no Brasil, das quais 913 sdo anuros [4].

Hylidae é uma grande familia de anuros com mais de 900 espécies conhecidas; é
composta por trés subfamilias: Pelodryadinae, Phyllomedusinae e Hylinae. A subfamilia
Hylinae possui atualmente 41 géneros, divididos em trés tribos, dentre eles o género

Scinax [3].

O género Scinax Wagler, 1830 inclui, até o momento, mais de 110 espécies
validas [3], divididas em dois clados, cada um com dois grupos reconhecidos: o clado S.
catharinae, com 0s grupos S. catharinae e S. perpusillus, e o clado S. ruber, com os
grupos S. rostratus, S. uruguayus, além de outras espécies que ndo estdo alocadas em

nenhum destes grupos [5].

As sinapomorfias morfologicas do clado S. catharinae sdo: auséncia do processo
anterior da supraescapula, masculo depressor mandibulae sem origem na fascia dorsal
que cobre a supraescapula, divisdo distal do ramo medial do musculo extensor
digitorum comunis longus e insercdo do lado medial deste musculo no tenddo do
musculo extensor brevis medius digiti V. O monofiletismo do grupo S. catharinae,

excluindo-se S. agilis, que apresenta um mosaico de caracteristicas comuns ao clado S.
1



ruber, foi fracamente suportado por cinco caracteres, sendo eles: forte inclinagdo da
laringe em relacdo ao processo posteromedial, formato da aritenoide em viséo dorsal,
proeminéncia dorsal da aritenoide desenvolvida medialmente, nenhuma fibra do
musculo depressor mandibulae originada no anel timpénico e presenca lateral do

musculo extensor brevis distalis digiti | [6].

O grupo S. catharinae é o maior do género, composto por mais de 30 espécies,
dentre elas Scinax tripui Lourenco et al., 2009 [7]. A identificacdo das espécies do
grupo é complexa, por haver um grande nimero, muito semelhantes morfologicamente

e com poucos dados sobre sua biologia, bioacuUstica e formas larvais [8, 9].

A localidade tipo de Scinax tripui é a Estacdo Ecoldgica do Tripui em Ouro
Preto, Minas Gerais, Brasil. A espécie é caracterizada por apresentar focinho subovoide
em vista dorsal, canto rostral ligeiramente concavo e bem marcado, dorso marrom com
superficie escura e manchas marrons e verdes, calos nupciais bem desenvolvidos, mas
ndo hipertrofiados, mancha em forma de W na regido interorbital, coloracdo verde nas
regides ocultas dos flancos e das coxas e ventre com coloracdo creme e regido gular

com muitos pontos marrons escuros [7].

Lourenco e colegas [7] indicam que, a identidade taxonémica de S. tripui era
confusa, sendo identificada como S. flavoguttatus por alguns coletores. Apds analises
posteriores se observou que a espécie era ainda desconhecida pela Ciéncia e foi feito o
trabalho de descricdo do hilideo da Estacdo Ecologica do Tripui. Populacdes
possivelmente pertencentes a espécie S. tripui foram encontrados em riachos no Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro, municipio de Araponga; na Reserva Particular do
Patrim6nio Natural Mata do Sossego, em Simonésia e na Usina da Fumaca, localizada
no municipio de Muriaé, todas as localidades pertencentes ao estado de Minas Gerais

[10, 11 12, e observaches pessoais]. No entanto, devido a taxonomia complexa do
2



grupo, a confirmacdo da identidade taxondmica destas popula¢des ndo foi concretizada

nesses trabalhos, e os espécimes foram identificados como Scinax cf. tripui.

Poucos dados sobre a biologia de S. tripui sdo conhecidos. Lourengo e
colaboradores [7] encontraram individuos da espécie principalmente na estacdo fria e
seca, entre os meses de abril a setembro, periodo em que observaram machos
vocalizando. Os machos vocalizam proximos uns dos outros, em raizes ou folhas de
plantas nas bordas de corregos. As desovas desta espécie sdo encontradas em locais de
fluxo mais lento e depositadas na parte inferior do substrato. Além disso, a equipe de
Lourenco observou que os girinos sdo pouco ativos durante a noite, permanecendo
escondidos sob rochas e folhas e surgindo perto da superficie durante o dia. Os girinos
levam em media um més para alcancar a fase juvenil, observada comumente no final do

més de agosto.

Scinax € um género muito diverso e taxonomicamente complexo. Ainda ha
muito para ser estudado sobre sua diversidade cariotipica e evolugdo, com muitas
espécies sem o caridtipo descrito; tal € o caso de S. tripui. Estudos citogenéticos podem
contribuir para compreender homologias cromossdmicas e relacfes filogenéticas neste
género [13], e trazer novas informacBes a respeito das relacdes taxonbmicas e
evolutivas das espécies, principalmente se considerarmos que em alguns anuros, ha uma

dificuldade em estabelecé-las com analises morfoldgicas [14, 15].

Nas décadas de 60 e 70 comecaram 0s primeiros estudos citogenéticos com
anuros. Inicialmente, os trabalhos se concentraram na descricdo dos cariotipos das
espécies, identificando o nimero e a morfologia dos cromossomos através de coloracao
convencional [16]. A partir da década de 70, foram desenvolvidos métodos e técnicas
que permitiram observar marcacdes ao longo dos cromossomos, o que facilitou a

identificacdo individual e permitiu a formulacdo de hipdteses sobre as relacbes
3



filogenéticas entre anuros e os mecanismos evolutivos envolvidos nas diferenciacoes
cariotipicas [17]. Dentre estas técnicas encontram-se 0s métodos de Ag-NOR,
bandamento C e hibridizagéo in situ [18].

A andlise do nimero e morfologia dos cromossomos pode ser Util para indicar
relagdes filogenéticas e até mesmo, a ocorréncia de processos de especiacdo [19].
Diferencas no numero ou morfologia de cromossomos entre populacfes ou espécies,
podem ser resultados de rearranjos cromossdmicos como, inversdes pericéntricas ou
paracéntricas, fusdes, fissdes e translocacOes. Estes rearranjos podem ter papel crucial

em eventos de especiacdo [20].

As regides organizadoras do nucléolo (NOR’s, sigla em inglés) sdo sequéncias
de genes, de determinados cromossomos, responsaveis pela sintese de RNA
ribossémico e outros componentes do nucléolo [21]. Proteinas associadas a genes ativos
da NOR possuem propriedades argirofilicas reagindo com sais de prata (nitrato de prata,
por exemplo) o que permite detectar a localizacdo da NOR no cromossomo [22]. Este
método pode constituir um excelente marcador citotaxondmico para alguns grupos, pois
pode apresentar variacdo inter e intraespecifica quanto ao numero, localizacéo,

intensidade e tamanho das marcacgdes [23].

A heterocromatina pode ser definida genericamente como segmentos
cromossdmicos que permanecem fortemente condensados e sem atividade transcricional
durante o ciclo celular [24]. A técnica de banda C consiste em reacGes quimicas
responsaveis pela depurinacdo e perda de DNA [25], produzindo coloracédo seletiva das
regides heterocromaticas, formando blocos escuros, presentes na maioria das vezes nas
regides centroméricas dos cromossomos [26]. Espécies muito proximas podem diferir
na quantidade, nimero, localizacdo e nas propriedades de coloracdo da heterocromatina

[27]. Em alguns anfibios, a diferenga na quantidade de heterocromatina pode estar



associada a diferenciacdo dos cromossomos sexuais, que sofrem heterocromatizacdo

[28].

A técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) consiste na reacdo de
sequéncias complementares de determinados segmentos de RNA ou DNA, diretamente
com o DNA-alvo presente nos cromossomos metafasicos e nos nucleos interfasicos
[29]. Além disso, a adicdo de moléculas de biotina ou digoxigenina a sonda permite a
deteccdo destas regies por anticorpos ligados a fluorocromos [17]. A técnica permite
observar diferencas entre espécies e populagdes com maior acurécia, devido ao seu alto

grau de especificidade [17, 26].

As analises citogenéticas tem permitido a caracterizacdo de varios fendmenos
cromossdmicos que, ao contrario do observado em nivel morfolégico, tem mostrado
grande variabilidade em Anura [14]. Alguns taxons possuem cariotipos com grande
variabilidade, assim como a disposicdo de regides organizadoras do nucléolo e as
regibes heterocromaticas [30, 31] enquanto que para outros taxons, a evolucao

cariotipica tem se mostrado bastante conservativa [32].

O género Scinax possui atualmente pouco mais de 35 espécies com cariotipo
descrito [8, 15, 16, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40]. Em todos estes estudos, as espécies
deste género apresentam 2n=24, mas com diferencas na morfologia de alguns pares

cromossdmicos entre as espécies [13, 40].

A Ag-NOR localiza-se no par 6 em S. albicans, S. argyreornatus, S. ariadne, S.
aromothyella, S. berthae, S. hiemalis, S. littoralis, S. longilineus, S. obtriangulatus, S.
rizibilis, Scinax sp. 1 (grupo perpusillus), e Scinax sp. 2 (grupo perpusillus) [13]; no par
11 em S. acuminatus, S. canastrensis (com registros de uma marcacéo adicional de Ag-

NOR no par 6), S. curicica, S. duartei, S. eurydice, S. fuscomarginatus, S. fuscovarius,



S. granulatus, S. hayii (com marcacdo adicional no par 8), S. nasicus, S. perereca, S.

similis, S. squalirostris e S. uruguayus [40] e no par 3 e 4 em S. alter [13, 40].

A heterocromatina se apresenta na regido centromerica ou pericentromeérica na
maioria das espécies em que foi obtida, com marcac¢des coincidentes com a Ag-NOR

em alguns cariotipos [13, 15, 40].

A citogenética tem se mostrado uma ferramenta importante na caracterizacdo de
diversas espécies, se tornando ainda mais forte quando associada a outras metodologias,
0 que permite reconhecer e identificar algumas espécies cripticas e taxonomicamente
problematicas [41]. Além de apresentar importantes contribuicdes em estudos
evolutivos, em determinar relaces filogenéticas e identificar polimorfismos intra e

interespecificos [42].
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais
Caracterizar a citogenética de populagdes de Scinax tripui que ocorrem na
Estacdo Ecoldgica do Tripui em Ouro Preto (localidade tipo), no Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro em Araponga (Brigadeiro), na Reserva Particular do Patriménio
Natural Mata do Sossego em Simonésia (Sossego) e na Usina da Fumaga em Muriaé

(Fumaca), todas as localidades no estado de Minas Gerais, Brasil.

2.2 Objetivos especificos
l. Caracterizar e comparar o cariotipo de populacdes de Scinax tripui, a fim
de fornecer novos elementos para a identificacdo destas populagdes.
Il. Avaliar se existem diferencas interpopulacionais quanto a variabilidade

cariotipica, Ag-NORs, regides heterocromaticas e 18S rDNA em S. tripui.
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Variacdo citogenética em populacdes de Scinax tripui Lourenco, Nascimento e Pires,
2009 (Anura, Hylidae): primeira detecgéo de sistema de cromossomos sexuais no

género
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3. Introducéo

O género Scinax Wagler, 1830, pertencente a subfamilia Hylinae, inclui até o
momento mais de 100 espécies descritas [1], divididas em dois clados, cada um com
dois grupos taxondmicos reconhecidos: o clado S. catharinae, com os grupos S.
catharinae e S. perpusillus, e o clado S. ruber, com os grupos S. rostratus, S.
uruguayus, além de outras espécies que ndo estdo alocadas em nenhum destes grupos
[2].

O grupo S. catharinae é o maior do género, composto por aproximadamente 30
espécies, dentre elas Scinax tripui, Lourenco et al., 2009 [3]. A identificacdo dos
individuos pertencentes ao grupo é complexa, por haver um grande nimero de espécies
que sdo muito semelhantes morfologicamente e que possuem poucos dados sobre sua
biologia, bioacustica e formas larvais [4, 5].

A localidade tipo de S. tripui é a Estacdo Ecoldgica do Tripui em Ouro Preto,
Minas Gerais, Brasil. A espécie é caracterizada por apresentar focinho subovoide em
vista dorsal, canto rostral ligeiramente cncavo e bem marcado, dorso marrom com
superficie escura e manchas marrons e verdes, calos nupciais bem desenvolvidos, mas
ndo hipertrofiados, mancha em forma de W na regido interorbital, coloracéo verde nas
regides ocultas dos flancos e das coxas e ventre com coloracao creme e regido gular
com muitos pontos marrons escuros [3].

Lourenco e colegas [3] indicam que antes mesmo de ser descrita a identidade
taxonémica de S. tripui era confusa, sendo identificada como S. flavoguttatus por alguns
coletores. Apo6s analises posteriores foi feito o trabalho de descricdo do hilideo da
Estacdo Ecoldgica do Tripui. Populaces possivelmente pertencentes a espécie S. tripui
foram encontrados em riachos no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, municipio de
Araponga; na Reserva Particular do Patrim6nio Natural Mata do Sossego, em

Simonésia e na Usina da Fumaca, localizada no municipio de Muriae, todas as
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localidades pertencentes ao estado de Minas Gerais [6, 7, 8, e observagdes pessoais]. No
entanto, devido a taxonomia complexa do grupo a confirmacao sobre qual espécie estas
populacbes pertencem ndo foi concretizada nesses trabalhos, e os espécimes firam
identificados como Scinax cf. tripui.

Scinax € um género muito diverso e taxonomicamente complexo. Ainda ha
muito para ser estudado sobre sua diversidade cariotipica e evolucdo, com muitas
espécies sem o caridtipo descrito; tal € o caso de S. tripui. Estudos citogenéticos
poderdo contribuir para compreender homologias cromossdémicas e relacGes
filogenéticas neste género [9], e trazer novas informacbes a respeito das relacdes
taxondmicas e evolutivas das espécies [10, 11].

O género Scinax possui atualmente, pouco mais de 35 espécies com cariotipo
descrito [4, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20]. Em todos estes trabalhos, as espécies
do género apresentaram 2n=24, mas com diferencas na morfologia de alguns pares
cromossdmicos entre as espécies [9, 20].

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacédo citogenética da populacéo
topotipica de Scinax tripui da Estacdo Ecoldgica do Tripui em Ouro Preto (Tripui) e de
outras trés populacdes que ocorrem no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro
(Brigadeiro), na Reserva Particular do Patrimdnio Natural Mata do Sossego (Sossego) e
na Usina da Fumaca no municipio de Muriaé (Fumaca), todas as localidades no estado
de Minas Gerais, Brasil, a fim de fornecer novos elementos para a identificacdo destas
populacdes e avaliar as diferencas interpopulacionais quanto a variabilidade
citogenética.

4. Materiais e métodos

Foram analisados neste estudo quatro espécimes machos da populacdo topotipica

de Scinax tripui (S 20°23°17.3”’/W 043°31°31.3”") e 22 espécimes machos e oito fémeas

de outras trés populactes de espécimes atribuidos a Scinax tripui (Tabela 1) da Serra do
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Brigadeiro em Araponga (S 20°43°19”/W 42°28°43”); da RPPN Mata do Sossego em
Simonésia (S 20°04°22.1”°/W 42°04°12.8") e da cachoeira Usina da Fumaga em Muriaé
(S 21°03°17.77/W 042°26°41.3”’), todas as localidades no estado de Minas Gerais Brasil
(Figura 1) (Licengas IBAMA/ICMBIO-26525-1, IEF-040/11 e 041/11). Todos 0s
exemplares foram depositados na cole¢do herpetoldgica do Museu de Zoologia Jodo
Moojen, da Universidade Federal de Vigosa (MZUFV).

Os procedimentos citogenéticos foram realizados no Laborat6rio de Sistematica
Molecular da Universidade Federal de Vigosa. Os cromossomos mitéticos foram
obtidos a partir de células do epitélio intestinal, conforme técnica descrita em Schmid,
1978 [21]. Em cada espécime foi injetada intraperitonealmente solugéo de 0,1% de
colchicina (0,1 mL para cada 10 g de peso do animal), por 4 horas antes da eutanasia
dos animais (feito com Lidocaina 5%). Apds os procedimentos de obtencao das
suspensdes de células, as preparacbes contendo os cromossomos metafasicos foram
examinadas em microscépio optico, para determinagédo do valor modal (2n) e do
namero fundamental (NF) de cada espécime. As melhores metafases foram fotografadas
em sistema digital do fotomicroscopio Olympus BX50 equipado com epifluorescéncia,
com a objetiva de imersdo de 100x, para aumento de 1000x. O pareamento e ordenacao
dos cromossomos se basearam na observacao visual, auxiliada por medic@es diretas
com o auxilio do software Image Pro Plus (IPP versdo 4.5). Os homologos foram
pareados e agrupados de acordo com a posicao do centrémero, em ordem decrescente de
tamanho. Os cromossomos foram classificados de acordo com seus indices
centroméricos [22] em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e
telocéntricos (t). Posteriormente, o material foi processado para obtencdo de banda-C
(heterocromatina constitutiva) [23] e bandamento Ag-NOR, visando evidenciar as
regides organizadoras do nucléolo por impregnacao por nitrato de prata [24]. A técnica

de hibridizacédo fluorescente in situ (FISH) foi realizada segundo Pinkel e colaboradores
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[25], utilizando sondas 18S rDNA [26]. As sondas foram marcadas por nick-translation
com biotina-14-dATP. A deteccdo do sinal e amplificagéo foi realizada utilizando sonda
de isotiocianato de fluoresceina-avidina conjugada (FITC) e anti-avidina-biotina.

5. Resultados

Todos os espécimes analisados neste estudo apresentaram um numero dipldide
2n = 24 e numero fundamental NF = 48, em ambos 0s sexos. Os maiores cromossomos
corresponderam aos pares 1-7, enquanto que 0S cromossomos menores foram
representados pelos pares cromossémicos 8 a 11. Os pares 1, 2, 3, 5 e 8 foram
submetacéntricos; 4, 6 e 7 subtelocéntricos e 9 a 12 metacéntricos. O terceiro par
apresentou heteromorfia entre os sexos pelo metodo de coloragdo convencional. Em
todas as amostras, um cromossomo do par nos machos foi representado por um
cromossomo submetacéntrico e o outro subtelocéntrico, enquanto que nas fémeas, o par
equivalente foi representado por dois cromossomos submetacéntricos. Na Estacéo
Ecoldgica de Tripui, a amostra foi composta apenas por machos e neles, o
heteromorfismo do par cromossémico foi também confirmado (Figura 2) (Tabela 2).

A heterocromatina constitutiva foi detectada nas regies centroméricas e
pericentroméricas de alguns cromossomos dos espécimes provenientes da populacdo do
municipio de Muriaé. Néao foi observado heteromorfismo nas bandas de
heterocromatina entre os sexos. O protocolo de Banda C deu resultados satisfatorios
apenas para a amostra de Muriaé (Figura 3).

A NOR foi detectada na regido pericentromérica do brago curto do quinto par de
cromossomos em todos os espécimes analisados, mas a marcacdo nem sempre ocorreu
em ambos os homélogos do par de cromossomos. Além da marcacao no quinto par
cromossdmico, a populacdo da Estacdo Ecoldgica do Tripui mostrou uma marcagéo
adicional de NOR na regido telomérica do braco longo do cromossomo submetacéntrico

do terceiro par (par heteromoérfico) (Figura 4). Foi detectada a presenca de constri¢éo
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secundaria associada com a NOR no quinto par, nem sempre visualizada em ambos 0s
homdlogos (Figura 2).

Foram detectadas marcagdes da sonda 18S rDNA coincidindo com a constricao
secundaria e as marcagdes de Ag-NOR na regido pericentromérica do braco curto do
quinto par de cromossomos para 0s machos das popula¢cdes do PESB e de Muriaé, e
para as fémeas da RPPN Mata do Sossego e do PESB, sendo que nesta Ultima foi
visualizada a marcagdo em apenas em um dos homdlogos do par. No macho da
populacdo da Estacdo Ecoldgica do Tripui foram encontradas marcagfes multiplas para
o FISH 18S rDNA. Além das marcac6es do quinto par, foi encontrada uma pequena
marcacao telomérica no brago longo do cromossomo submetacéntrico do terceiro par,
coincidindo com a marcacéo de Ag-Nor e uma marcacgdo na regido intersticial do braco
longo de um dos cromossomos do quarto par (Figura 5).

6. Discusséo

O caridtipo com 2n = 24 e NF = 48 apresentado pelos individuos de todas as
populacdes de Scinax tripui, analisados neste trabalho, € caracteristico de todas as outras
espécies do género [4, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20]. Por outro lado, diferencas
na morfologia de alguns pares de cromossomos foram observadas entre os individuos
analisados nesse estudo e outras espécies de Scinax do grupo catharinae. A diferenca
em relacdo a S. albicans ocorre no terceiro e quinto pares de cromossomos que sao
subtelocéntricos nessa espécie, enguanto no presente estudo esses cromossomos foram
submetacéntricos [9]. Os espécimes aqui estudados diferem de S. argyreornatus, S.
ariadne, S. aromothyella, S. berthae, S. hiemalis, S. littoralis, S. longilineus, S.
obtriangulatus, S. rizibilis e S. trapicheiroi na morfologia dos quarto e sétimo pares de
Cromossomos, que sdo submetacéntricos nessas espécies e subtelocéntricos em S. tripui
[9, 20]. S. tripui difere de S. canastrensis pelos quarto, sexto e sétimo pares que foram

subtelocéntricos nas populagdes da primeira espécie e submetacéntricos na segunda, e
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pelo quinto par que foi submetacéntrico nesse estudo e é metacéntrico em S.
canastrensis [9]. Os quarto, sexto e sétimo pares cromossdmicos subtelocéntricos nos
individuos deste estudo diferem dos pares submetacéntricos em S. catharinae [9, 20].
Todos os espécimes de S. tripui apresentaram o oitavo par de cromossomos
submetacéntricos, diferentemente de todas as espécies de Scinax do grupo catharinae
gue o apresenta metacéntrico [9, 20].

Diferencas na morfologia dos cromossomos entre as espécies, sem alterar o
namero cromossdmico, pode ser resultado de inversdes pericéntricas, em que ha uma
quebra do cromossomo e inverséo da posicdo do centromero, alterando a classificacéo
do cromossomo, mas mantendo o 2n [27]. Essas inversGes podem ter participado dos
eventos de especiacao entre as especies do género Scinax na medida em que podem
dificultar o fluxo génico devido a supresséo da recombinagédo durante a meiose [28, 29].

Assim como as outras espécies de Scinax do grupo catharinae com o cariétipo
descrito, 0s espécimes aqui estudados apresentaram 0s pares cromossdmicos 1 e 2
submetacéntricos com tamanho parecido, caracteristicas estas consideradas
sinapomarficas para o grupo e que podem indicar seu monofiletismo [9]. Os pares 9 a
11 séo metacéntricos em todas as espécies do grupo e em muitas outras do género [9,
11, 20]. No entanto, Scinax tripui apresenta o terceiro par heteromdrfico nos machos
(submetacéntrico e subtelocéntrico) e submetacéntrico nas fémeas, carater derivado para
a espécie e que pode caracterizar o sistema de determinacdo sexual XX/XY. Assim, as
evidéncias indicam gque 0s cromossomos sexuais surgiram de cromossomos de membros
do terceiro par em espécies sem sistema de cromossomos sexuais evidentes (Figura 2,
Tabela 3).

A presenca de cromossomos sexuais em S. tripui é registro inédito para o
género. N&o existe um padrdo genético para determinacdo sexual em anfibios, sendo

poucas espécies em que 0S Cromossomos sexuais sdo reconhecidos por coloracdo
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convencional com Giemsa. Em muitos casos a deteccdo destes sistemas ocorre atraves
da utilizac&o de algum método de coloragdo diferencial dos cromossomos [30]. A
caracterizacdo dos cromossomos sexuais em espécies proximamente relacionadas pode
auxiliar na inferéncia de possiveis fendbmenos relevantes no processo de acimulo de
diferencas entre os cromossomos sexuais [31]. Em anfibios sdo conhecidos sistemas de
determinacdo sexual em que o sexo heterogamético pode ser o macho (XX/XY) ou a
fémea (ZZ/ZW ou OO/OW). Analises filogenéticas mostram que a evolucdo desses
sistemas ocorreu independentemente inimeras vezes durante a historia evolutiva das
espécies [32]. Heterogamia masculina (XY/XX) é encontrada em poucas espécies de
anuros, como: Bufo melanostictus [33], Eleutherodactylus riveroi [34], E. maussi [35]
Eupsophus migueli [36], Gastrotheca riobambae [37], Hyla femoralis [38], Phasmahyla
exilis [11], Physalaemus petersi [39], Pseudis tocantins [30], Pseudopaludicola saltica
[40], Rana esculenta [41], Rana rugosa [42]. O nimero global é reduzido, sendo menos
de 50 espécies com algum tipo aparente de determinacao sexual [43].

O sistema de determinacédo sexual XY provavelmente ocorreu atraves de algum
evento de inversdo cromossémica, e o efeito consequente de supressao de
recombinacgdo, que manteve um cromossomo em um estado inalterado ou basal e o
invertido, configurando um heterozigoto. A partir desta condicdo, alteracdes
moleculares podem se acumular até o ponto de se tornarem perceptiveis a nivel
citologico. Duas dessas alteraces sdo mais comuns: o acimulo de heterocromatina ou o
encurtamento do cromossomo heterogamético por perda de material genético [44], o
que provavelmente ocorreu durante a evolucao do cromossomo Y em Scinax tripui.
Além disso, a presenca de genes macho-especificos, ou que conferem beneficios ao
macho garantiram a estabilidade e sobrevivéncia do cromossomo Y [45].

O padréo de heterocromatina analisado foi semelhante ao encontrado em outras

espécies de Scinax do grupo catharinae e que é comum em outras espécies de anuros,
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com marcacgdes centroméricas e pericentroméricas presentes em varios cromossomos,
[9, 20, 45, 46, 47]. A auséncia de padréo de bandamento C entre machos e fémeas
reforca a hipdtese de que a evolugdo do cromossomo Y envolveu o processo de
encurtamento e ndo de heterocromatizacdo, como ocorre em outras espécies de anuros
[48, 49]. Muitas espécies de anuros mostram diversidade interespecifica na quantidade e
distribuicdo de heterocromatina, sugerindo que a amplificacdo destas regifes € uma
tendéncia evolutiva no grupo [50]. Os resultados contrastantes observados nas
diferentes amostras e obtidos com o mesmo protocolo de banda C podem refletir
diferencas reais no contetido de heterocromatina em populagdes de Scinax tripui.

As marcacg0es das Regides Organizadoras do Nucléolo utilizando Ag-NOR
foram encontradas no sexto par de cromossomos, na maioria das espécies do grupo
Scinax catharinae [9, 11, 20]. Em Scinax rizibilis, as marcagdes estdo presentes no
quinto e sexto pares de cromossomos nas populaces de Quatro Barras (municipio do
Parand) e do estado de Séo Paulo, respectivamente, [9, 20]. Marca¢des de NOR multipla
foram observadas em S. canastrensis (sexto e décimo primeiro pares) [98] e em S.
catharinae (quarto e quinto pares) [20]. Na maioria das espécies de outros grupos do
género Scinax, a NOR encontra-se no décimo primeiro par, carater considerado
ancestral para o género, enquanto a NOR no sexto par é considerada uma sinapomorfia
para o grupo S. catharinae [9]. Assim, a presenca de NOR no quinto par de
cromossomos nas populagdes de S. tripui do Brigadeiro, do Sossego e da Fumaca e as
marcacdes multiplas nos terceiro e quinto pares de S. tripui da localidade topotipica,
podem ser consideradas caracteristicas derivadas para essas populacées.

A constricdo secundaria associada a NOR foi encontrada na regido intersticial
proxima a regido centromérica do quinto par cromossdmico, mas nem sempre foi visivel

nos dois homdlogos. Em anuros esta associacdo € frequente [46] e ocorre também em
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outras espécies do grupo S. catharinae [9, 20]. As constri¢des detectadas com nitrato de
prata estdo associadas a genes com atividades ribossomais na Gltima intérfase [51].

As marcac0es fluorescentes obtidas através da hibridizacéo in situ das sondas de
rDNA 18S confirmaram a diferenca citogenética entre a populagdo topotipica do Tripui
e as outras populacdes analisadas, e houve correlagdo parcial entre a marcacdo FISH
com o padrdo Ag-NOR. Essa correlagédo foi completa nas populagfes do Brigadeiro, do
Sossego e da Fumaca. Ja na populacdo do Tripui, a FISH detectou cistrons de rDNA
18S no quarto par cromossdmico, além daquelas detectadas por Ag-NOR no terceiro e
quinto pares cromossdmicos. A hibridizacdo in situ detecta regides de rDNA,
independentemente da ativacao desta regido, permitindo detectar polimorfismos entre as
populacdes ou espécies comparadas [53].

A analise do nimero e morfologia dos cromossomos tem sido Util para
diferenciar espécies de anuros com morfologia externa muito semelhante [54, 55]. Em
alguns casos, a diferenca se restringe ao padrdo de heterocromatina ou a posicao da
regido organizadora do nucléolo. Populacdes de Barycholos cf. ternetzi possuem
caridtipo muito parecido, mas NOR’s em posi¢des diferentes entre as populagdes,
indicando que um incipiente processo de diferenciacdo pode ter ocorrido entre estas
populacdes [56]. Variacdes interespecificas na posicdo da NOR foram encontradas para
outras espécies como no grupo de Hypsiboas pulchellus [57] e no género
Pseudopaludicola [40] e usadas como critério para diferenciar espécies com morfologia
externa muito semelhante.

A quebra de segmentos de rDNA de um cromossomo e sua reinser¢do em outro
poderia explicar a mudanca no nimero e localizacdo das regiGes organizadoras do
nucléolo nos cromossomos entre as populacfes aqui estudadas, assim como em
Phyllomedusa rohdei e Physalaemus cuvieri [46, 52]. Rearranjos cromossémicos, do

tipo fissdo e fusdo, assim como as inversdes pericéntricas, podem ter papel crucial nos

22



eventos de especiacdo, na medida em que contribuem para o isolamento reprodutivo ou
do fluxo génico entre as espécies, por supressdo da recombinacdo [28, 29] ou causam a
inviabilidade do heterozigoto cromossémico, devido a formacao desigual de gametas
durante a meiose [58, 59].

Os cariotipos das populagdes de Scinax tripui do Brigadeiro, Sossego e da Usina
da Fumaca, apresentaram mesma morfologia, padrdo de bandamento Ag-NOR e FISH
indicando que essas populacdes possivelmente pertencem a mesma espécie ou tem
parentesco muito préximo. Ja a populacdo da Estacdo Ecoldgica do Tripui apresentou
diferencas nas marcagdes de Ag-NOR e FISH em relacdo as outras trés populactes
(Parque Estadual do Brigadeiro, RPPN Mata do Sossego e Usina da Fumaca) indicando
a ocorréncia de rearranjos cromossémicos, do tipo fissdo e fusdo envolvendo as regides
organizadoras do nucléolo entre essas populacGes, gerando as variagdes
interpopulacionais.
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Tabela 1 Material depositado no Museu de Zoologia Jodo Moojen (codigo MZUFV),
de acordo com a localidade e 0 sexo. Acompanham os nimeros de registros no livro de
citogenética (CT) do Laboratério de Sistematica Molecular — Beagle, onde foram
realizados os estudos citogenéticos

Nut(r)nrtre]rboode Sexo Localidade ch;_:_do
MZUFV 9865 ) CT 1717
MZUFV 9870 ) CT 1723
MZUFV 9871 ) CT 1724
MZUFV 9872 ) CT 1725
MZUEV10294 g Parque E;tre}dugl g:a Serra do CT 1831
MZUFV 10299 & 'gadetro CT 1852
MZUFV 10300 ¢ CT 1853
MZUFV 10301 ¢ CT 1854
MZUFV 11421 & CT 2559
MZUFV 11511 Q CT 2649
MZUFV 12103 ©Q Parque Este}dual _da Serra do CT 2782

Brigadeiro

MZUFV 12104 Q CT 2783
MZUFV 11441 & CT 2567
MZUFV 11442 & CT 2568
MzUPV 11443 J RPPN Mata do Sossego CT 2569
MZUFV 12571 & CT 3025
MZUFV 12575 & CT 3029
MZUFV12576 3 CT 3031
MzUFPV 12573 ¥ RPPN Mata do Sossego CT 302
MZUFV 12577 Q CT 3032
MZUFV 11444 & CT 2573
MZUFV 11445 & CT 2574
MZUFV 11446 & _ . CT 2575
MZUEV 11447 g Usina da Fumaga - Muriaé CT 2579
MZUFV 11448 & CT 2580
MZUFV 11449 & CT 2581
MZUFV 11438 Q CT 2570
MZUFV 11439 Q Usina da Fumaga - Muriaé CT 2571
MZUFV 11440 Q CT 2572

- 3 CT 2606

- 3 CT 2607
MZUFV 12447 & Estacdo Ecologica do Tripui CT 3011
MZUFV 12448 & CT 3012
MZUFV12449 3 CT 3015
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Tabela 2 Morfologia comparativa dos pares cromossdmicos de Scinax tripui no estado de Minas Gerais, Brasil

Pares cromossdmicos

Localidade Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Parque Estadual Famea IC 2,41 2,53 2 338 246 3,25 4,55 2,4 1,25 1,11 1,23 1,19
da Serra do NPC SM SM SM ST SM ST ST SM M M M M
Brigadeiro Macho IC 2,11 2,32 2,3/3,3 357 199 34 319 231 11 1,1 1,1 1,17

NPC SM SM SM/ST ST SM ST ST SM M M M M

Fémea IC 2,38 2,28 2,41 391 204 39 363 217 149 135 1,15 1,26

Mata do NPC SM SM SM ST SM ST ST SM M M M M

S0ssego Macho IC 2,17 2,18 2,09/3,3 349 21 345 353 205 123 132 1,19 1,14

NPC SM SM SM/ST ST SM ST ST SM M M M M

Fémea IC 2,58 2,62 1,97 368 256 366 353 213 145 133 1,28 1,16

Muriaé NPC SM SM SM ST SM ST ST SM M M M M

Macho IC 2,3 2,42 1,8/4,1 346 206 357 39 231 131 133 12 1,28

NPC SM SM SM/ST ST SM ST ST SM M M M M

- IC 2,39 244 2,51/3,23 3,76 231 367 367 181 135 119 1,15 1,14
Tripui Macho

NPC SM SM SM/ST ST SM ST ST SM M M M M

IC = Indice Centromérico; NPC = Nomenclatura para Posi¢do do Centrémero; M = Metacéntrico; SM = Submetacéntrico; ST = Subtelocéntrico.



Tabela 3 Morfologia comparativa dos pares cromossémicos das espécies do género Scinax com cariétipo descrito

Classificagdo dos cromossomos

Espécies de

Scinax com Referéncia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

cariétipo descrito
S. tripui Presente estudo SM SM SM ST SM ST ST SM M M M M
S. albicans Cardozo et al., 2011 SM SM ST ST ST ST ST M M M M M
S. argyreornatus  NUnes ee‘;agf”ggsl’lcardozo SM SM SM SM SM ST SM M M M M M
S. ariadne Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M
S. aromothyella Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M
S. berthae Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M
S. canastrensis Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM M SM SM M M M M M
S.catharinae ~ Adriele Karlokoski, 2011, gpg gy sM SM SM SM SM M M M M M

Bogart, 1973
S. hiemalis Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M
S. littoralis Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M
S. longilineus Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M
S. obtriangulatus Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M
S.rizibilis  Adriele Karlokoski, 2011, g0, g gy sM sSM ST SM M M M M M
Cardozo et al., 2011

S. trapicheiroi Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M

M = Metacéntrico; SM = Submetacéntrico; ST = Subtelocéntrico.
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Figura 1 Localizagdo dos pontos de coleta de Scinax tripui no estado de Minas Gerais,

Brasil.
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Figura 2 Caridtipo com coloracdo convencional (Giemsa) de individuos de Scinax
tripui coletados no estado de Minas Gerais, Brasil. A. CT1853, B. CT2649 (Ae B -
coletados no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro). C. CT2580, D. CT2572 (Ce D —
coletados na Usina da Fumaca). Setas indicam constri¢es secundarias. Par de
cromossomos sexuais (3° par) em destaque. As barras correspondem a medida de 10um.

35



AR

dh &5 3X xx .xx xx
WH i oty

if W8 &3 ¥ x2  3x |

TRIPTR(R1IAS j

" f1 3¢ 22 313 3:
7 8 9 10 11 12 -

Figura 2 (continuacgdo) Cariotipo com coloracdo convencional (Giemsa) de individuos
de Scinax tripui coletados no estado de Minas Gerais, Brasil. E. CT2568, F. CT3027 (E
e F — coletados na RPPN Mata do Sossego). G. CT2606 (coletado na Estacdo Ecoldgica
do Tripui). Setas indicam constricdes secundarias. Par de cromossomos sexuais (3° par)
em destaque. As barras correspondem a medida de 10um.
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Figura 3 Padrdo de distribuicdo de heterocromatina de macho Scinax tripui da
populacdo da Usina da Fumaca - A. CT2574. Setas indicam constri¢des secundarias. As
barras correspondem a medida de 10um.

Figura 4 Colorag&o por nitrato de prata evidenciando as regides organizadoras do
nucléolo (setas) de individuos de Scinax tripui coletados no estado de Minas Gerais,
Brasil. A. CT2559 macho do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, B. CT2649 fémea
do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, C. CT2573 macho da Usina da Fumaca, D.
CT2572 fémea da Usina da Fumaga.
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Figura 4 (continuacgdo) Coloracdo por nitrato de prata evidenciando as regides
organizadoras do nucléolo (setas) de individuos de Scinax tripui coletados no estado de
Minas Gerais, Brasil. E. CT2568 macho da RPPN Mata do Sossego, F. CT3027 fémea
da RPPN Mata do Sossego, G. CT2606 macho da Estacdo Ecoldgica do Tripui. As
barras correspondem a medida de 10um.

A

Figura 5 Marcacéo de sondas 18rDNA fluorescentes (rosa) obtidas a partir de
hibridizacéo in situ (FISH) em popula¢des de Scinax tripui coletados no Estado de
Minas Gerais, Brasil A Estagdo Ecologica do Tripui (CT 2606); B. macho da Usina da
Fumacga (CT 2574).

38



Figura 5 (continuagéo) Marcacédo de sondas 18rDNA fluorescentes (rosa) obtidas a
partir de hibridizacdo in situ (FISH) em populac6es de Scinax tripui coletados no Estado
de Minas Gerais, Brasil: C. macho da RPPN Mata do Sossego (CT 3031); e D. fémea do
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (CT 2782).
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