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pais componentes que contribuem para a evolucdo das

espécies. Existem varias formas de se avaliar a estrutura genética de um organismo,
populacdo ou espécie. Entre estas formas destacam-se as técnicas baseadas em ferramentas
citogenéticas e moleculares. O objetivo desse trabalho foi analisar citogeneticamente sete
espécies da familia Hylidae de areas do cerrado goiano, por métodos de citogenética
convencional, pela coloracdo por nitrato de prata e avaliar a transferibilidade de marcadores
microssatélites previamente desenvolvidos para a espécie Hypsiboas raniceps em individuos
da espécie Hypsibos albopunctatus, para a obtencdo de marcadores moleculares, de forma
rapida e de baixo custo que possam ser utilizados em estudos de genética de populacées. Os
estudos citogenéticos revelaram que as espécies Hypsiboas multifasciatus e Hypsiboas
raniceps apresentaram o numero diploide 2n=24 e ndmero fundamental NF=48 com
marcacOes positivas para as RONs nos pares cromossémicos 8 e 10 respectivamente. Ja a
espécie Hypsiboas lundii apresentou numero dipléide 2n=24 e namero fundamental NF=46
devido a presenca do cromossomo acrocéntrico no par 6. As RONs para esta espécie foram
identificadas em regifes pericentroméricas dos bragos curtos do cromossomo 5 e em regifes
teloméricas dos bragos curtos do cromossomo 8. Dentro do género Hypsiboas, apenas a
espécie Hypsiboas albopunctatus apresentou nimero diploide 2n=22 e o nimero fundamental
NF=44, sendo que a técnica de coloragdo por prata identificou a presenca de RONSs nos bracos
curtos das regides teloméricas do par cromossémico 8. A espécie Pseudis bolbodactyla
apresentou numero dipléide 2n=24 e NF=46 evidenciado pelo par acrocéntrico 4. A espécie
Scinax similis apresentou cariotipo 2n=24 e NF=48 com 0s cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. Foi encontrado para a espécie Scinax constrictus a notacdo cariotipica
2n=22 e NF=44. Para 0 método de transferibilidade de primers, as amplificacbes por PCR
foram otimizadas para o volume final de 25ul com 70ng de DNA template. Dos 16 primers
testados, apenas os primers Hranipl e Hranip4 foram transferidos com sucesso, indicando
baixa homologia genética entre as espécies H. raniceps e H. albopunctatus. Os parametros,
heterozigosidade observada e esperada, indice de exclusdo de parentesco (Q) e indice de
identidade genética (1) também foram avaliados indicando baixa eficiéncia destes marcadores
para os estudos populacionais. A baixa taxa de amplificacdo se justifica tanto pela diferenca
genética em sitios de anelamentos dos primers quanto pelo extenso tamanho genoma dos

anfibios.

Palavras-Chave: Citogenética, transferibilidade, Hylidae, anuros e Cerrado
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ABSTRACT

omponents that contribute to the evolution of species.
There are several ways to evaluate the genetic structure of an organism population or species.
Among these forms, there are the techniques based on molecular and cytogenetic tools. The
aim of this study was to analyze cytogenetically species of the family Hylidae of areas of the
Cerrado of Goias, by the technique of conventional cytogenetics, by silver nitrate staining and
evaluate the transferability of microsatellite markers previously developed for the Hypsiboas
raniceps species in indivuduals of Hypsibos albopunctatus, to obtain molecular markers,
quickly and low cost that can be used in studies of genetics population. The cytogenetic study
revealed that the Hypsiboas multifasciatu and Hypsiboas raniceps species presented the
diploid number 2n=24 and fundamental number FN=48 with positive marks for NORs in
chromosomes 8 and 10 respectively. The species Hypsiboas lundii presented diploid number
2n=24 and fundamental number FN = 46 due to the presence of acrocentric chromosome in
pair 6. The RONSs for this species were identified in pericentromeric regions of short arms of
chromosome 5 and in telomeric regions of short arms of chromosome 8. Within the genus
Hypsiboas, only the species Hypsiboas albopunctatus presented diploid number 2n=22 and
fundamental number FN=44, and by silver staining technique we identified the presence of
NORs on the short arms of the telomeric regions of chromosome pair 8. The species Pseudis
bolbodactyla presented diploid number 2n=24 and FN=46 evidenced by the acrocentric pair
4. The species Scinax similis presented karyotype 2n=24 and FN=48 with metacentric and
submetacentric chromosomes. We found for the species Scinax constrictus the karyotype
notation 2n=22 and FN=44. For the method of portability of primers, the PCR amplifications
were optimized for a final volume of 25ul with 70ng of template DNA. Of the sixteen primers
tested, only the primers Hranipl and Hraniu4 were successfully transferred, indicating low
genetic homology between the species H. raniceps and H. albopunctatus. The parameters,
observed and expected heterozygosity, parentage exclusion index (Q) and index of genetic
identity (I) were also evaluated indicating low efficiency of these markers for population
studies. The low rate of amplification is justified both by the difference in genetic anenaling
sites of the primers and the extensive genome size of amphibians.

Keywords: Cytogenetic, transferability, Hylidae , anuran, Cerrado
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Objetivo Geral

Avaliar a diversidade genética de hilideos do Cerrado goiano, utilizando técnicas de
citogenética classica e biologia molecular.

Objetivos Especificos

> Avaliar o nimero e a morfologia dos cromossomos de hilideos do Cerrado goiano.

> Verificar a existéncia de cromossomos supranumerarios ou cromossomos B em
populacoes de hilideos do Brasil Central.

> Identificar a ocorréncia de polimorfismos em regifes organizadoras de nucléolo e as
diferentes populagdes de hilideos do Cerrado goiano com amostras previamente
caracterizadas de outras populagdes em outros biomas.

> Testar marcadores moleculares ja existentes em espécies genéticamente proximas.

> Associar os resultados das andlises das transferéncias dos marcadores moleculares
encontrados com aqueles descritos na literatura para outros animais com énfase no

grupo dos anfibios.
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Resumo

Os anuros sdao um grupo de vertebrados de ampla distribuicdo geografica que obtiveram um
grande sucesso evolutivo, fazendo parte de uma linhagem descendente dos primeiros
tetrapodes, 0s primeiros vertebrados a conquistarem o ambiente terrestre. Os anuros
encontram-se divididos em duas subordens: Archaeobatrachia e Neobatrachia. Dentro da
subordem Neobatrachia hd a superfamilia Bufonoidea, que inclui as trés familias de maior
abundancia na regido neotropical: Leptodactylidae, Bufonidae e Hylidae. O objetivo desse
estudo foi analisar citogeneticamente espécies da familia Hylidae de areas do cerrado goiano,
pela técnica de citogenética convencional e pela coloragéo por nitrato de prata. As metéfases
foram obtidas diretamente a partir de suspensdes celulares de bago, figado e medula 6ssea. As
laminas foram coradas com Giemsa a 8%, para determinacdo do numero diploide e
morfologia cromossdmica. As espécies Hypsiboas multifasciatus e Hypsiboas raniceps
apresentaram o numero diploide 2n=24 e nimero fundamental NF=48 com marcacGes
positivas para as RONs nos pares cromossdmicos 8 e 10 respectivamente. Ja a espécie
Hypsiboas lundii apresentou namero dipldide 2n=24 e nimero fundamental NF=46 devido a
presenca do cromossomo acrocéntrico no par 6. As RONs para esta espécie foram
identificadas em regifes pericentroméricas dos bragos curtos do cromossomo 5 e em regifes
teloméricas dos bragos curtos do cromossomo 8. Dentro do género Hypsiboas, apenas a
espécie Hypsiboas albopunctatus apresentou nimero diploide 2n=22 e o nimero fundamental
NF = 44, sendo que a técnica de coloragdo por prata identificou a presenca de RONs nos
bragos curtos das regides teloméricas do par cromossdémico 8. A espécie Pseudis bolbodactyla
apresentou numero diploide 2n=24 e NF=46 evidenciado pelo par acrocéntrico 4. As espécies
do género Scinax apresentaram diferentes notaces cariotipicas. Scinax similis apresentou
cariétipo 2n=24 e NF=48 com 0s cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, enquanto
que Scinax constrictus apresentou notacdo cariotipica 2n=22 e NF=44. A morfologia de
alguns dos cromossomos encontrados no presente estudo difere de seus representantes
descritos na literatura. As diferengas observadas podem ser explicadas através da adogéo de
diferentes critérios utilizados para a classificagdo dos cromossomos.

Palavras-Chave: Citogenética, anuros, Hylidae, Cerrado
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Abstract

The anurans are a group of vertebrates with wide geographical distribution that obtained
highly evolutionary success, being part of a lineage descendant of early tetrapods, the first
vertebrates to conquer the terrestrial environment. Anurans are divided into two suborders:
Archaeobatrachia and Neobatrachia. Within the suborder Neobatrachia there is Bufonoidea
superfamily, which includes the three families of higher abundance in the neotropical region:
Leptodactylidae, Bufonidae and Hylidae. The aim of this study was to analyze cytogenetically
species of the family Hylidae of areas of the Cerrado of Goias, by the technique of
conventional cytogenetics and by silver nitrate staining. The metaphases were obtained
directly from cell suspensions of spleen, liver and bone marrow. The slides were stained with
Giemsa at 8%, to determine the diploid number and chromosome morphology. The species
Hypsiboas multifasciatu and Hypsiboas raniceps presented the diploid number 2n=24 and
fundamental number FN=48 with positive marks for NORs in chromosomes 8 and 10
respectively. The species Hypsiboas lundii presented diploid number 2n=24 and fundamental
number FN=46 due to the presence of acrocentric chromosome in pair 6. The RONSs for this
species were identified in pericentromeric regions of short arms of chromosome 5 and in
telomeric regions of short arms of chromosome 8. Within the genus Hypsiboas, only the
species Hypsiboas albopunctatus presented diploid number 2n=22 and fundamental number
FN = 44, and by silver staining technique we identified the presence of NORs on the short
arms of the telomeric regions of chromosome pair 8. The species Pseudis bolbodactyla
presented diploid number 2n=24 and FN=46 evidenced by the acrocentric pair 4. The species
Scinax similis and Scinax constrictus showed different karyotypic notations. The species
Scinax similis presented karyotype 2n=24 and FN=48 with methacentric and submethacentric
chromosomes. We found for the species Scinax constrictus the karyotype notation 2n=22 and
FN=44. Differences in the morphology of chromosomes with respect to literature data can be
explained by the different criteria used for classification of the chromosomes. The
morphology of some of the chromosomes found in this study differs from their
representatives described in the literature, and such differences may be explained by adopting
different criteria for the classification of chromosomes.

Keywords: Cytogenetic, anuran, Hylidae, Cerrado
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1. Anurofauna e o Bioma Cerrado

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, ocupando cerca de 2.000.000 Km?
distribuidos pelos estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal, parte
sul do Mato Grosso, o Oeste e Norte de Minas Gerais, Sul do Maranh&o, grande parte do
Piaui. O cerrado prolonga-se ainda em forma de corredor até Rondénia e de forma disjunta
ocorre em algumas areas do Nordeste brasileiro e em Séo Paulo (Barbosa, 2006).

Estudos sobre o cerrado indicam que este é um sistema biogeografico composto por
diversos subsistemas intimamente ligados. Tais caracteristicas aliadas a um elevado indice de
degradacdo (apenas 20% de sua area total se encontra preservada e somente 1,2 % encontra-se
protegida em areas de conservagdo) contribuiram para que este bioma se tornasse uma das 25
areas de conservacdo prioritarias do planeta (Myers et al., 2000; Brasileiro et al., 2005;
Marris, 2005). Esta diversidade de ambientes € um fator que contribui para diversificagdo
faunistica, permitindo a ocorréncia de animais de pequeno e médio porte, adaptados a
ambientes secos e Umidos, totalizando uma riqueza bioldgica estimada em aproximadamente
160.000 espécies (Barbosa, 2006; Dias, 1992).

Os anfibios foram os primeiros vertebrados a conquistarem o ambiente terrestre, ha
cerca de 350-400 milhdes de anos, no periodo Devoniano (Kwet; Di-Bernardo, 1999). As trés
ordens viventes que compdem a classe Amphibia sdo facilmente distinguidas entre si. Os
Gymnophionas, conhecidos como cobras-cegas ou cecilias, ndo tem membros e 0 corpo é
longo e cilindrico. Os Urodelas, representados pelas salamandras e tritdes que possuem corpo
alongado, membros e cauda e os Anuros, que incluem o0s sapos, rds e pererecas que
apresentam corpo curto e membros, sendo as posteriores mais longos e adaptadas para o salto,
com cauda apenas em sua fase larval. O grupo dos anuros sdos os vertebrados mais antigos
entre 0s que possuem quatro membros, mas também sdo 0s animais mais complexos que
ainda possuem larvas (lzecksohn; Carvalho-e-Silva, 2001).

Atualmente sdo conhecidas 6.638 espécies de anfibios em todo o mundo, sendo que
5.858 pertencentes a ordem anura. Os anuros sao animais cosmopolitas apresentando uma
distribuicdo heterogénea com predominancia nas regides tropicais (Pough et al., 2002; Frost,
2011). Possuem adaptacdes caracteristicas a0 grupo como membros posteriores alongados e
as Ultimas vértebras fundidas adaptadas para saltos. Desempenham importante papel
ecoldgico no controle de populagGes de insetos e outros invertebrados, principais itens de sua
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ambientais (Eterovick; Sazima, 2004).

Os anuros apresentam caracteristicas morfolégicas conservadas, o que dificulta o uso
dos mesmos em estudos taxondmicos e filogenéticos, nesse contexto, outros métodos de
analises como a citogenética sdo necessarios para esclarecer conflitos de natureza bioldgica
(Veiga-Menoncello et al., 2003).

A anurofauna da América do Sul é a mais abundante do mundo. O Brasil possui a
maior riqueza e a segunda maior diversidade ecoldgica de espécies de anuros, com 875
espécies descritas. Das espécies brasileiras, aproximadamente 131 ocorrem no bioma cerrado,
correspondendo a pouco mais de 15% do total das nacionais (Colli et al., 2002; SBH, 2011).
Entretanto, o conhecimento sobre a anurofauna do cerrado ainda é muito limitado, devido aos
poucos estudos relacionados a este grupo de animais, ainda é comum a descoberta de novas
espécies de anuros no bioma Cerrado, j& que a maioria dos estudos no Brasil foram

conduzidos na regido Sudeste do pais (Bastos et al., 2003; Bastos, 2005).

2. Morfologia, Sistematica e Taxonomia de Hilideos

A familia Hylidae esti entre os mais diversificados e bem sucedidos anuros que
ocorrem em éreas da Europa, norte da Africa e da Asia, América do Sul e Central, oeste da
india, Australia e Nova Guiné. Os Hilideos atualmente compdem a familia mais numerosa
dentre os anuros, sendo constituida por aproximadamente 901 espécies, das quais 338
espécies de 27 géneros sdo encontradas no territorio brasileiro (Frost, 2011).

De natureza arboricola, os hilideos possuem cabega e olhos grandes e frequentemente
membros alongadas com cintura afinalada. Sdo extremamente varidveis no tamanho,
atingindo de 1,7 a 14 cm de comprimento. A aparéncia externa dos hilideos também é
variavel, porém a presenca de discos adesivos arredondados nas pontas dos dedos € uma
caracteristica comum descrita na maioria das espécies, o que os diferencia facilmente das
demais familias (Lima et al., 2006).

A familia Hylidae foi inicalmente dividida em quatros subfamilias:
Amphignathodontinae, Hemiphractinae, Hylinae e Phyllomedusinae por Duellman (1970).
Apos os estudos de Trueb (1974), observou-se uma semelhanca inerente entre os individuos
das subfamilias Amphignathodontinae e Hemiphractinae sugerindo, portanto, que fossem

incluidas em uma mesma subfamilia, a Hemiphractinae, reduzindo as subfamilias a trés.
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cladisticos, o grupo foi reestruturado (Figura 1) apresentando trés subfamilias:
Phyllomedusinae; Pelodryadinae e Hylinae, sendo esta ultima a maior delas, com 646
espécies divididas em quatro tribos: Cophomantini, Lophiohylini, Hylini e Dendropsophini
(Faivovich et al., 2005; Frost, 2011; SBH, 2011). Apds a revisdo da sistematica dos hilideos
baseada em analises cladisticas realizadas a partir de dados de sequenciamento de genes
nucleares e mitocondriais obtidos por Faivovich et al. (2005), a tribo Cophomantini passou a
abrigar os géneros Aplastodiscus, Bokermannohyla, Hyloscirtus, Hypsiboas e Myersiohyla.

As atuais espécies Hypsiboas lundii, Hypsiboas raniceps, Hypsiboas albopunctatus,
Hypsiboas multifasciatus e Hypsiboas goianus que inicialmente pertenciam ao género Hyla,
foram transferidas para o género Hypsiboas. O género Hyla ficou restrito as espécies Hyla
arborea, Hyla cinerea, Hyla eximia, Hyla femoralis e Hyla versicolor, cujos representantes
ndo ocorrem em territério brasileiro (Faivovich et al., 2005).

A tribo Dendropsophini passou a agrupar os géneros Dendropsophus, Lysapsus,
Pseudis, Scarthyla, Scinax, Sphaenorhynchus e Xenohyla. Contudo, apds estudos mais
recentes baseados em sequenciamento de DNA, pode-se concluir que o género Pseudis possui
origem parafilética em relacdo ao género Lysapsus, portanto, os espécimes de Lysapsus
devem ser sinonimizadas ao grupo dos Pseudis (Aguiar Jr. et al., 2007).

A tribo Hylini contempla os géneros Acris, Duellmanohyla, Exerodonta, Hyla,
Plectrohyla, Pseudacris, Ptychohyla, Smilisca, Triprion, Bromeliohyla, Charadrahyla,
Ecnomiohyla, Isthmohyla, Megastomatohyla e Tlalocohyla (Smith et al., 2007; Faivovich et
al., 2005; Frost, 2011). Na tribo Lophiohylini, estdo os géneros Aparasphenodon,
Argenteohyla, Corythomantis, Itapotihyla, Nyctimantis, Osteopilus, Phyllodytes, Tepuihyla,
Osteocephalus e Trachycephalus.

A subfamilia Phyllomedusinae abriga os géneros Agalychnis, Cruziohyla, Hylomantis,
Pachymedusa, Phasmahyla, Phrynomedusa e Phyllomedusa sendo agora considerada uma
subfamilia irma da Pelodryadinae, subfamilia esta composta apenas pelo género Litoria, que

juntas, formam o taxon-irméo da subfamilia Hylinae.
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Figura 1. Hipotese filogenética da familia Hylidae, proposta por Faivovich et al. (2005).
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e ilustram o género Hypsiboas. Na figura 2A observa-

se a espécie Hypsiboas multifasciatus (Gunther, 1859), que apresenta uma ampla distribuicao
no Brasil, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela. Possuem habitos noturnos e sdo
encontradas em ambientes abertos, matas de galeria, proxima de arvores, samambaias e
arbustos ou em vegetacOes proximas a lagos e lagoas, sendo altamente abundantes em muitas
areas de cerrado e da floresta amazonica (Azevedo-Ramos et al., 2004). E caracteristico para
esta espéecie o corpo alongado com focinho pontudo e cabeca e membros posteriores muito
longos. A espécie H. multifasciatus difere das espécies Hypsiboas raniceps e Hypsiboas
albopunctatus pela auséncia de manchas nas coxas e nos flancos (Eterovick; Sazima, 2004).

A espécie Hypiboas raniceps (Cope, 1862) é bastante difundida na América do Sul em
paises como o Brasil, Argentina, Paraguai, Coldmbia e Guiana Francesa (Figura 2B). Essa
espécie caracteriza-se por possuir cabecga larga, coloracdo marrom clara e a presenca dos
discos adesivos, comum a esta familia. E encontrada no interior de florestas tropicais sob
folhas e ramos, em &reas de rios e lagos ou na vegetacdo do entorno (La Marca et al., 2004;
Frost, 2011).

Apresentando cabeca e olhos grandes (Figura 2C), a espécie Hypsiboas lundii
(Burmeister, 1856) possui habitos noturnos e esta distribuida pelos estados de Goiés, Minas
Gerais, S&o Paulo e Distrito Federal podendo ser encontrada por todo o cerrado do Brasil
Central (Bastos et al., 2003; Eterovick; Sazima, 2004).

Nas regides Central, Sul e Sudeste do Brasil, em grande parte da Argentina, Paraguai e
no Norte do Uruguai encontra-se a espécie Hypsiboas albopunctatus (Spix, 1824), espécie de
ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrada principalmente préximas a corpos d’agua em
florestas tropicais e em areas abertas (Figura 2D).

Espécimes representantes da espécie H. albopunctatus apresentam porte médio
variando de 30 a 65mm de comprimento rostro-cloacal (CRC). Possuem um colorido que vai
do amarelo ao marrom-claro e pintas na face posterior das coxas de tonalidade amarelada. E
uma espécie resistente a agdo antrdpica e por isso € comum sua presenga em ambientes
urbanos (Bastos et al., 2003; Aquino et al., 2004; Eterovick; Sazima, 2004).
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Figura 2. Espé-f:ieé do género Hypéiboas (Anura, Hylidae) caracterizadas no presente estudo. Legenda:
A- Hypsiboas multifasciatus; B- Hypsiboas raniceps; C- Hypsiboas lundii; D- Hypsiboas albopunctatus.

O género Scinax pertencente a subfamila Hylinae e apresenta 102 espécies descritas
divididas em dois clados: Scinax ruber e Scinax catharinae. Pertencente ao clado ruber estdo
as especie Scinax constrictus e Scinax similis (Faivovich, 2002; Faivovich et al., 2005).

A espécie Scinax constrictus (Lima, Bastos; Giaretta, 2004), que pode ser observada
na (Figura 3A) ocorre exclusivamente em areas de cerrado possuindo uma ampla distribuigdo
pelo estado de Goids. Esta espécie é caracterizada por apresentar pequeno comprimento
rostro-anal, variando de 20 a 29 mm e de 28 a 35mm para machos e fémeas respectivamente.
Possuem narinas protuberantes, pigmentacdo no saco vocal, presenca de tubérculos nas
palpebras superiores e constricgdes dérmicas sobre os ombros dos adultos, com periodo
reprodutivo ocorrendo entre 0s meses de dezembro a margo em lagoas permanentes de areas
abertas (Lima et al., 2004; Frost 2011).

Ja a espécie Scinax similis (Cochran, 1952) (Figura 3B) € distribuida em areas abertas,
como em savanas ou cerrados, podendo também ser encontradas em ambientes artificiais.
(Rodriguez; Telles, 2004; Stuart, 2006). Apresentam porte médio e cor acinzentada, com
manchas irregulares dispostas, mais claras e mais escuras, e dois pares de manchas mais
escuras no dorso. Tem o habito, durante seu crescimento, apds a metamorfose, de penetrar nas
habitacbes humanas das zonas rurais, adaptando-se a cacgar insetos atraidos pelas lampadas
nos banheiros ou em outros cdmodos com umidade. ApOs a maturidade retornam para seu
habitat natural. Vocalizam e se reproduzem em brejos expostos e areas abertas, onde
desenvolvem seus girinos (lzecksohn; Carvalho-e-Silva 2001).
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Figura 3. Espécies do género Scinax (Anura, Hylidae) caracterizadas no presente estudo.
Legenda: A- Scinax constrictus; B- Scinax similis.

A espécie Pseudis bolbodactyla (Lutz, 1925) (Figura 4) possui membros posteriores
robustos e membranas interdigitais que auxiliam na sua propulsdo em agua além de possuir
toda a morfologia externa adaptada para ambientes aquaticos, caracteristica comum ao
género. Possui 0s olhos em uma posicdo mais dorsal e seus polegares opositores séo
utilizados para agarrar na vegetacdo aquatica. Sua distribuicdo se d& de forma continua em
regibes de mata aberta da América do Sul (Kwet, 2000; Brandao et al., 2003, Busin et al.,
2008).

Figura 4. Representante da espécie Pseudis bolbodactyla (Anura, Hylidae) caracterizada no presente
estudo.

3. Um Panorama Geral da Citogenética de Anuros

Os anuros compdem um grupo de grande interesse para as pesquisas sobre 0s
mecanismos de evolucBes cariotipicas, devido a sua ampla distribuicdo geogréfica e
variabilidade cromossémica. Nesse contexto, a citogenética se apresenta como uma
ferramenta auxiliar para estudos taxonémicos e filogenéticos, tornando-se cada vez mais

poderosa & medida que tais técnicas evoluem (Catroli, 2008).
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icas obtidas através de tecnicas de esmagamento.

Inicialmente o estudo citogenético da anurofauna brasileira se restringia apenas aos métodos
de coloragdo convencional dos cromossomos com a avaliagdo numerica e morfoldgica dos
mesmos, sendo raras as informacGes sobre a presenca de regides satélites e constricdes
secundérias. Com a evolugdo do método, a partir da utilizagdo da colchicina e o tratamento
das células por hipotonizagdo, a qualidade dos preparados cromossémicos melhoraram
significativamente permitindo a utilizacdo da citogenética de forma mais eficiente para
estudos citotaxonémicos (Foresti, 1972; Bogart, 1973; Lucca et al., 1974; Catroli, 2008).

A evolucdo das técnicas de coloragdo diferencial que inicialmente eram restritas a
citogenética humana, como os métodos de bandamento Q, G, R, C e coloracdo de regibes
organizadoras de nucléolo (Ag-RON), comecaram a ser utilizadas a partir dos anos de 1970
em vertebrados. Entre estas técnicas, obteve-se destaque com o estudo dos anfibios 0 método
de bandamento C para a deteccdo de heterocromatina e Ag-RON para a avaliacdo de
polimorfismo das regides organizadoras de nucléolo, ja que forneciam melhores informagdes
sobre os caridtipos do grupo. Com o decorrer do tempo, outros procedimentos foram entédo
desenvolvidos, com destaque para 0 método de hibridacdo fluorescente in situ (FISH) com a
utilizagdo de sondas teloméricas e de DNA ribossomal (King, 1990; Schmid et al., 1990;
Catroli, 2008).

Os avangos das técnicas citogenéticas permitiram o estudo comparativo de diferentes
espécies de forma mais eficiente auxiliando principalmente na identificagdo de rearranjos
estruturais, mecanismos de determinacdo sexual e Ccromossomos supranumerarios,
contribuindo para esclarecer mecanismos presentes na diferenciacdo cariotipica e na
compreensdo da evolugdo cromossémica entre as diferentes espécies (Kasahara et al., 1996;
Kasahara et al., 1998; Lourenco et al., 1998; Baldissera Jr et al., 1999; Silva et al., 1999;
Silva et al., 2000; Aguiar Jr et al., 2002; Lourenco et al., 2003; Amaro-Ghilardi et al., 2004;
Silva et al., 2004; Silva et al., 2006).

Atualmente, as andlises citogenéticas vém contribuindo cada vez mais para 0s estudos
evolutivos, taxondmicos e de sistematica, ndo so da classe anura, mas de todos os vertebrados,
proporcionando muitos recursos que auxiliam na elucidagcdo das relacbes de diferentes
categorias taxondmicas (Kasahara et al., 1996; Kasahara et al., 1998; Lourengo et al., 1998;
Baldissera Jr et al., 1999; Silva et al., 1999; Silva et al., 2000; Aguiar Jr et al., 2002;
Lourengo et al., 2003; Amaro-Ghilardi et al., 2004; Silva et al., 2004; Silva et al., 2006).
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codificam os RNAs ribossomais 18S, 5,8S e 28S, dispostas em tandem e separadas por
espacadores externos ndo transcritos (NTS) ou espacadores intergénicos (IGS) entre cada
unidade repetida e por espacadores internos transcritos (ITS) (Miller, 1981; Summer, 1990).

Nem todas as RONs de uma célula transcrevem durante a intérfase, mas as ativas
originam nucléolos. Nos nucléolos ocorre tanto a sintese do transcrito primario como o seu
processamento para a producdo do rRNA. A associacdo dos rRNA com proteinas ribossomais
e com os rRNA 5S, sintetizado fora do nucélolo e transportado para esse, resultam na
formacdo das subunidades ribossomais (Schwarzacher; Wachtler, 1993).

A localizacdo e o numero das RONSs tendem a ser caracteristicos de cada espécie ou
populacdo embora algumas variagdes ja tenham sido descritas em Hyla ebraccata (Kaiser et
al., 1996), Physalaemus cuvieri (Silva et al., 1999) e Hyla nana (Medeiros et al., 2003). Em
cromossomos homaologos, o tamanho das RONSs pode variar entre individuos de uma espécie,
devido a diferentes nimeros de cdpias dos genes ribossomais presentes em cada um deles
(Suzuki et al., 1990; Mellink, 1994).

A maioria dos anuros apresenta um par de RONs por genoma dipldide, caracteristica
observada tanto em grupos ancestrais como em grupos derivados. Esta caracteristica € um
indicativo de que nos anuros, a presenca de apenas um par de RONs por genoma dipldide
possa ser uma condicao primitiva em relagdo a ocorréncia de RONs maltiplas (King, 1990).

O método de identificacdo de RONs utilizando a coloracdo pela prata € baseado na
afinidade argirdfila especifica das proteinas associadas as RONs, chamadas genericamente de
“proteinas Ag-NOR”. Assim esse método de coloracéo identificaria apenas RONs nas quais a
transcricdo estd ocorrendo devido a presenca destas proteinas e, portanto, RONs inativas ndo
responderiam ao metodo de coloracdo por prata (Buys; Osinga, 1984; Summer, 1990;
Hernandez-Verdun et al., 1993; Busin, 2005). A marcacao por prata, embora seja um método
bastante utilizado, ndo é especifico para RONs, pois estruturas como heterocromatina e
cinetdcoro também podem ser marcadas (Busin, 2005). No entanto, analises realizadas quanto
ao numero, a localizacdo cromossdmica e as caracteristicas moleculares das RONs de
diferentes individuos permitem a identificagdo de homologias entre diferentes populagGes e
espécies, possibilitando o reconhecimento de rearranjos cromossdmicos auxiliando nos

estudos taxonémicos e evolutivos dos cariotipos.

Programa de P6s-Graduacgdo em Biologia — UFG Hugo Henrique Padua de Oliveira


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

; Your complimentary
n— use period has ended. kos Do BRASIL CENTRAL 23
Thank you for using
_ CO m p | ete PDF Complete.

Click Here to up

nte entre os hilideos, contudo variagfes nesse nlimero

também sdo observadas, 2n=18, 20, 22, 26, 30, 34, 48 e 52, sendo estes dois ultimos
possivelmente resultados de uma poliploidizacdo. Além disso, é caracteristica da familia
Hylidae o cari6tipo simétrico e unimodal. A morfologia cromossémica também é conservada
no grupo, apresentando cromossomos metacéntricos e submetacéntricos predominantemente e
com o Numero Fundamental (NF) em geral proximo de 48 (Gruber et al., 2007, Catroli;
Kasahara, 2009).

O Numero Fundamental corresponde ao total de bragcos cromossémicos quando se
considera o conjunto dos cromossomos metafasicos. Quando o valor do NF é muito maior do
que o numero dipléide da espécie, indica que o cariétipo possui uma predominancia de
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos (cromossomos de dois bracos). Porém se o
valor do NF for muito baixo ou equivalente ao nimero dipldide, indica uma ocorréncia de
Cromossomos unibraquiais, isto é, acrocéntricos e telocéntricos (Kasahara, 2009).

Portando dados dos NF dos caridtipos sdo de fundamental utilidade no estudo de
citogenética comparativa ja que através destes € possivel deduzir a constituicdo cariotipica
morfolégica das espécies e até os mecanismos responsdveis pela evolugcdo cromossémica
dentro de um grupo particular. Cromossomos acrocéntricos indicam um possivel mecanismo
evolutivo, seja ele por fusdo ou fissdo cromossémica. Isso foi observado em hilideos
neotropicais que apresentaram seu namero diploide igual a 2n=24, 26 ou 30 com a presenca
de cromossomos acrocéntricos (Kasahara, 2009).

Segundo King (1990) e Kuramoto (1990), os hilideos apresentam o maior namero de
espécies cariotipadas, com destaque para subfamilia Hylinae, género Hyla. Para esse género
eram reconhecidos dois agrupamentos, um com espécies com cariotipo 2n=24 e outro com
espécies 2n=30. A explicacdo para estes agrupamentos era fundamentada na idéia de um
Unico ancestral comum com cari6tipo com 2n=26 que teria originado o agrupamento 2n=30
por um processo de fissdo céntrica seguido por inversdes pericéntricas responsaveis pela
alteracdo morfoldgica do cariotipo. Ja o grupo 2n=24 teve sua origem através do processo de
fuséo céntrica.

Ap0s a revisdo de Faivovich et al. (2005), os representantes do género Hyla foram
drasticamente reduzidos, e segundo aquele autor, existe a possibilidade de que o nimero
diploide 2n=24 seja uma sinapomorfia da subfamilia Hylinae e que esse nimero cariotipico
deva ser encontrado nos géneros mais basais das tribos Cophomantini e Lophiolylini.
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vanco das técnicas de bandamento cromossémico,

informacdes mais detalhadas foram obtidas, o que permitiu a identificagdo de cromossomos
sexuais morfologicamente diferenciados, verificacdo de polimorfismo quanto ao nimero e
posicdo das RONSs, presenca e origem de cromossomos supranumerarios e padrdo de
distribuicdo de heterocromatina (Gruber et al., 2007, Catroli; Kasahara 2009).

Entre as tribos que compdem a subfamilia Hylinae, a tribo Cophomantini apresenta o
cariétipo padrdo 2n=24, no entanto alguma variabilidade no numero diploide é observada.
Este fato é evidenciado nas espécies do género Aplastodiscus que apresentam 0 numero
dipléide 2n=18, 20, 22 e 24. Nos géneros Bokermannohyla e Hypsiboas também séo
encontrados cariétipos com o namero dipléide ndo convencional. Espécimes da espécie H.
albopunctatus apresentam um cariotipo 2n=22 ou 2n=23 devido a presenca ou ndo dos
Cromossomos supranumerarios ou cromossomos B. De forma semelhante é observado na
espécie Bokermannohyla luctuosa cujo cari6tipo padrao pode ser 2n=24 ou 2n=25 caso ocorra
a presenca do cromossomo B (Gruber et al., 2007, Carvalho et. al 2009; Catroli; Kasahara
2009).

Dentro da tribo Hylini, quase todas as espécies dos géneros Anotheca, Charadrahyla,
Duellmanohyla, Exerodonta, Hyla, Isthmohyla, Plecotrochyla, Pseudacris, Ptycohyla,
Smilisca, Tlalocohyla e Triprion possuem o cariotipo com 2n=24. O numero dipléide 2n=22
ocorrem nas trés espécies do género Acris, (A. crepitans, A. blanchardi e A. gryllus), além da
existéncia da variacao intraespecifica ocasionada pelos cromossomos B (Gruber et al., 2007;
Catroli; Kasahara, 2009).

As espécies da tribo Lophiolylini, esporadicamente apresentam ndmeros diploides
maiores do que 2n=24. Este cari6tipo é caracteristico de varias espécies incluidas nos géneros
Aparasphenodon, Argenteohyla, Corythomanthis, Itapotihyla, Osteocephalus,
Trachycephalus e Osteopilus, com excecdo para as espécies Osteopilus wilderi com 2n=28 e
Osteopilus brunneus com 2n=34 (Catroli; Kasahara, 2009).

Dentro da tribo Dendropsophini, a maioria das espécies pertencentes aos géneros
Pseudis, Scinax e Sphaenorhynchus possuem o cariétipo 2n=24 com exce¢do para as espécies
Pseudis cardosi e Scinax fuscovarius que apresentam 2n=28 e 2n=24+1B respectivamente.
Ainda na tribo Dendropsophini, todos os caridtipos para o género Dendropsophus
apresentaram o cariotipo 2n=30, sendo que para as espécies D. nanus e D. berthalutzae
também foram relatados a presenca de cromossomos B (Rabello, 1970; Catroli; Kasahara,
2009).
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aculata, L. infrafrenata e L. angiana com os cariétipos

2n=24, 2n=30 e 2n=26, respectivamente. A subfamilia Phyllomedusinae também apresenta
uma tendéncia para cariétipo 2n=26, apesar de ja ter sido descrito o cariotipo 2n=52 para a
espécie Phyllomedusa tetraploidea (nimero cariotipico explicado a partir de uma origem
poliploide) e 2n=40 para um espéecime de P. rohdei. Os autores sugerem que tais nimeros
cariotipicos discrepantes tenham sido originados a partir de um cari6tipo ancestral 2n=26 que
sofreu sucessivas fissdes céntricas seguidas e inversdes pericéntricas (Batistic, 1989; Catroli;
Kasahara, 2009).

Heteromorfismo dos cromossomos sexuais também ja foram identificados para
algumas espécies de hilideos, como para as espécies Hyla squirella e Pseudis tocantis, que
apresentaram heteromorfismo do tipo ZZ e ZW. Heteromorfismo do tipo XX e XY também ja
foram encontrados nas espécies Hyla femoralis, H. japonica e H. savignyi. Contudo, em
ambos os casos, a presenca dos cromossomos sexuais ndo foram confirmados por anélises
futuras (Yosida, 1957; Anderson, 1991; Busin et al., 2008).

4. Materiais e Métodos
4.1 Area de Coleta e Anfibios Estudados

Foram coletados 33 individuos de sete espécies de anuros do cerrado goiano (Tabela
1), todos individuos eram machos e foram coletados com autorizacdo do IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), pelo professor Dr.

Rogério Pereira Bastos (nimero de registro: 2007948) durante as esta¢des chuvosas de 2007 a
20009.
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Unlimited P de citogenetica dos Anuros do Brasil Central.
Espécies* Numero de exemplares coletados Local de Coleta
Hypsiboas raniceps 4 Rio Verde
Hypsiboas multifasciatus 3 Serranodpolis
Hypsiboas lundii 2 Pirendpolis
Hypsiboas albopunctatus 8 Pirendpolis
Pseudis bolbodactyla 3 Pirenopolis
Scinax similis 4 Pirenopolis
Scinax constrictus 9 Barro Alto/Nazario
Total 33

*Todos os géneros estudados pertenciam a familia Hylidae.
4.2 Obtencéo dos Preparados Cromossdmicos

Os espécimes coletados foram acondicionados em sacos plasticos, mantidos vivos e
conduzidos até o Nucleo de Pesquisas Replicon do Departamento de Biologia da Pontificia
Universidade Catolica de Goiés para a realizacdo dos estudos citogenéticos.

Na preparacdo direta dos orgéos, foi utilizada solugdo de Fitohemaglutinina M (10%)
(Invitrogen), para se estimular a divisdo celular. A solucéo foi injetada intraperitonialmente,
na propor¢do de 0,1mL/10g de peso do animal durante trés dias consecutivos antes da
eutanésia.

Para a obtencdo de cromossomos metafésicos utilizou-se a metodologia descrita por
Baldissera-Jr et al. (1993), com modificacdes. Esse procedimento foi realizado inicialmente
injetando intraperitonealmente solucdo de colchicina a 0,1%, na proporcdo aproximada de
0,1mL/10g de peso do animal 4 horas antes da eutanasia, mantendo o animal em temperatura
ambiente. Decorrido esse tempo o0s animais foram eutanasiados com Xxilocaina.
Posteriormente foram retirados o figado, o baco e os fémures, que tiveram a musculatura
dissecada e as epifises cortadas.

Com o auxilio de uma seringa, foram realizadas lavagens sucessivas do figado, baco e
da medula 6ssea, com cerca de 3 mL de solucdo hipotdnica de cloreto de potéssio a 0,075M.
A solucdo hipotonica foi mantida em banho-maria a 37°C durante 1 hora. Decorrido o tempo
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pipetada lentamente e suspensdo foi deixada em repouso por 10 minutos. Apds, foram
adicionadas a solu¢do mais 3 mL de fixador Carnoy, deixando a suspensdo em repouso por
mais 10 minutos. A suspensdo de células fixadas foi centrifugada a 1200 rpm durante 8
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento desfeito com a pipeta de Pasteur. Este
procedimento foi repetido por quatro vezes. Apos a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e adicionado uma quantidade de fixador suficiente para o preparo das laminas.
Para a confec¢do posterior das laminas apds a lavagem, a suspensdo celular ficou guardada
em geladeira em tubos conicos com tampa.

Sobre laminas limpas e secas, mantidas horizontalmente sobre um suporte colocado no
banho-maria a 60°C, foram gotejadas de uma a duas gotas da suspensao celular. Em seguida,
a lamina foi retirada do banho-maria e deixada exposta para secagem ao ar livre. Da

suspencao preparada para cada espécime, foram confeccionadas em média 10 I&minas.

4.3 Coloragdo Convencional pelo Giemsa

Para a coloragdo das laminas seguiu-se a metodologia convencional descrita por
Baldissera-Jr et al. (1993), com modificagdes. As laminas foram incubadas em solugéo de 1M
de &cido cloridrico a 60°C por 8 minutos. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas em
agua destilada e em seguida coradas em solucéo de Giemsa diluido a 8% em solucdo tampéo
fosfato pH 6,8 por 8 minutos. Apos esse tempo as laminas foram lavadas em agua destilada e

deixadas para secar a temperatura ambiente.

4.4 Coloracgéo pelo Nitrato de Prata (Ag-RON)

Para a coloracdo de regiGes organizadoras de nucléolo (RONS), seguiu-se a
metodologia de Howell; Black (1980) com modificagdes. As laminas foram hidrolisadas,
mediante a incubacdo em solucéo de 1M de &cido cloridrico a 60°C por 7 minutos. Sobre o
material das ldminas, foi colocada 1 gota de solucdo coloidal reveladora (gelatina+écido
formico) e duas gotas de solucdo de nitrato de prata (AgNO3) a 50%. As laminas foram
cobertas com uma laminula e incubadas por 5 minutos em cdmara mida a 60°C. Apds este
tempo, a laminula foi retirada com agua destilada e corada por 30 segundos em solucdo de
Giemsa a 4%.
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btafases foi utilizado o sistema de video-microscopia

Axioplan-Imaging® (Carl-Zeiss) acoplado ao software Metafer 4® (Metasystem Corporation,
Alemanha) e analisadas com o auxilio do software lkaros®, versdo 4.0 (Metasystems),
préprios para captura e analise cromossémica. Foram mensurados os bragos curtos e longos,
assim como o tamanho total do cromossomo. A partir dos valores obtidos foram calculados,
segundo Guerra (1988):

a- razdo entre os bracos cromossdmicos (g/p) onde g corresponde ao comprimento do
braco longo e p ao brago curto;

b- indice centromérico (ic), que reflete a posicdo do centrdmero, dado o tamanho
relativo do brago curto em relacdo ao tamanho total do cromossomo .

A identificacdo cromossdmica foi feita seguindo a nomenclatura proposta por Guerra
(1988) conforme Tabela 2.

Tabela 2. Critérios de classificacdo cromossémica baseado no indice centromérico (ic) e razdo
entre 0s bragos cromossomicos (g/p).

Tipo Cromossémico indice Centromérico (ic) Razéo (g/p)

Metacéntricos 50,0 - 40,01 1,00 - 1,49

Submetacéntricos 40,0- 25,1 1,50 - 2,99
Acroceéntricos 25,0 - 0,001 3,00 - 0

Fonte: Guerra (1988).

5. Resultados e Discussao

Os hilideos analisados no presente estudo apresentaram numero dipléide 2n=22 ou
2n=24, niameros condizentes com os dados bibliograficos que afirmavam valores cariotipicos
para a familia Hylidae variando entre 2n=22 a 2n=52 com uma predominancia cariotipica em
2n=24 (Tabela 3).
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ntando os valores de comprimento relativo, valor médio e desvio padrdo dos indices centroméricos e
bs mitoticos de Hypsiboas multifasciatus, H. raniceps, H. lundii, H. albopunctatus, Pseudis bolbodactyla,

estudo da diversidade Citogenética de Anuros do Brasil Central, coletados no estado de Goias.

Pares Cromossémicos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H. multifasciatus
CR 14,63% 12,24% 11,04% 10,60% 9,55% 7,61% 7,01% 6,72% 6,12% 5,82% 4,48% 4,18%
IC 457427 37,8+1,3 38,6+2,8 35,2+0,7 28,3+1,1 30,3+2,2 32,8+1,8 40,1+1,4 34,2431 41,1423 49,6+1,7 30,1431
PC M SM SM SM SM SM SM M SM M M SM
H. raniceps
CR 15,14% 12,07% 11,56% 10,71% 10,54% 8,50% 6,63% 5,44% 527% 4,93% 4,76% 4,42%
IC 47,2442 38,9+3,1 36,2+3,6 25,912 5 32,4457 34,8+3,3 38,316,5 42,6+1,7 29,3137 43,6+2,7 25,3121 25,740,8
PC M SM SM SM SM SM SM M SM M SM SM
H. lundii
CR 15,13% 11,99% 11,25% 10,52% 10,15% 8,12% 7,38% 6,09% 572% 517% 4,61% 3,87%
IC  30,446,7 37,6%3,2 35,2+2,1 38,914 4 33,945,3 244421 44,3+2.9 38,9+1,8 44,4431 46,8+2,6 42,5427 44,7437
PC SM SM SM SM SM A M SM M M M M
H. albopunctatus
CR 16,46% 12,65% 11,76% 11,42% 10,19% 8,85% 6,61% 6,16% 571% 5,49% 4,70% -
IC  455+23 42,4435 25,6+1,7 33,1445 28,2122 26,5+3,1 34,8442 46,1+2,8 36,5+1,9 48,7+1,1 36,8431 -
PC M M SM SM SM SM SM M SM M SM -
P. bolbodactyla
CR 15,34% 12,27% 11,66% 10,63% 10,02% 7,98% 6,13% 5,93% 5,73% 511% 4,91% 4,29%
IC 452435 38,3124 37,5+1,8 17,442,1 33,6+3,9 28,3+2,1 42,8+4,6 32,7+2,8 43,3+3,2 32,8431 46,7+2,7 49,5451
PC M SM SM A SM SM M SM M SM M M
S. similis
CR 13,76% 12,32% 10,06% 9,45% 9,24% 8,62% 8,42% 6,57% 6,16% 5,75% 5,13% 4,52%
IC 47,4427 33,6%2,9 28,1+2.8 38,9+3,2 35,3+3,9 31,2+4,1 34,4122 44,2+3,6 48,945,1 42,6+1,9 32,5+1,3 37,9432
PC M SM SM SM SM SM SM M M M SM SM
S. constrictus
CR 16,67% 15,15% 13,64% 12,12% 10,61% 9,09% 7,58% 6,06% 4,55% 3,03% 1,52% -
IC 47,4451 34,7+2,1 33,2+3,3 29,6+2,1 28,3+2,6 35,1+3,1 39,2447 48,2+4,3 44,7442 41,5+3,5 42,8+4,5 -
PC M SM SM SM SM SM SM M M M M -

Legenda: CR=comprimento relativo (%), IC=indice centromérico, PC= posicao do centrdmero, M= metacéntrico, SM= submetacéntrico, A= acrocéntrico.
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pécies Hypsiboas multifasciatus e Hypsiboas raniceps

apresentaram o numero diploide 2n=24 e numero fundamental NF=48 em todos os
exemplares analisados, evidenciando o padrdo de conservacdo cariotipica no género (Figura
5). A espécie Hypsiboas lundii também apresentou o nimero dipldide 2n=24, mas devido a
presenca do cromossomo acrocéntrico no par 6 seu numero fundamental foi de NF=46
(Figura 5C). Os dados encontrados reforcam aqueles obtidos por King (1990), Gruber et al.
(2007) e Carvalho et al. (2009) para as espécies desta familia.

A espécie Hypsiboas multifasciatus apresentou trés pares de cromossomos
metacéntricos (1, 8 e 11) e nove pares submetacéntricos (2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10 e 12). A técnica
de marcacao das regides organizadoras de nucléolo por nitrato de prata (Ag-RON) identificou
as RONs em regides teloméricas dos bracos curtos do par cromossémico 08 .

Para a espécie Hypsiboas raniceps, os cromossomos classificados como metacéntrico
foram os cromossomos 1, 8 e 10 e como submetacéntricos os cromossomos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9,
11 e 12. As RONs foram identificadas nas regides teloméricas do brago longo do cromossomo
10.

A caracterizagdo cromossémicas para 0s espécimes de Hypsiboas lundii revelou a
presenca de cinco cromossomos metacéntricos (7, 9, 10, 11 e 12), seis submetacéntricos (1, 2,
3, 4, 5 e 8) e um par cromossémico acrocéntrico, cromossomo 6. Esta foi a Unica espécie
pertencente ao género Hypsiboas a apresentar um par cromossdmico acrocéntrico, tendo,
portanto 0 seu NF=46. As RONs para esta espécie foram identificadas em regides
pericentroméricas dos bracos curtos do cromossomo 5 e em regides telomeéricas dos bragos
curtos do cromossomo 8.

Dentro do género Hypsiboas, apenas a espécie Hypsiboas albopunctatus apresentou
namero dipldide 2n=22 e o nimero fundamental NF=44 (Figura 5), sendo classificado como
metacéntricos os cromossomos 1, 2, 8 e 10 e os demais submetacéntricos. Estes resultados
apresentam similares a aqueles revelados pelos estudos citogenéticos de Becak (1968)
Baldissera; Batistic (1992), Feitosa et al. (1995) e Gruber et al. (2007).

Ainda para esta espécie, nenhum cromossomo supranumerario foi encontrado nas
metafases dos individuos analisados, diferente dos dados apresentados por Cardoso (1986) e
Gruber et al. (2007), que observaram diploidias de 2n=23 (2n=22+B) devido a presenca dos
cromossomos B. A técnica de coloracdo por prata identificou a presengca de RONs nos bragos

curtos das regides teloméricas do par cromossémico 08.

Programa de P6s-Graduacgdo em Biologia — UFG Hugo Henrique Padua de Oliveira


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

* C

Your complimentary
use period has ended. [Fos po BRASIL CENTRAL 31

Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrac RONs em apenas um par cromossomico de um

Unlimited Pages an

ros, é possivel verificar a presenca de RONs em mais

de um par cromoss6mico, como ocorreu no cariotipo da H. lundii e em trabalhos similares
apresentados por King et al. (1990), Silva et al. (1999), Campos et al. (2006).

B

06 U B BT &% 27|8C 3w w0 w0 w

‘i 3" ﬁ’\ ‘__a '..“ ‘.‘ A8 uu Ll L sa s

C D

\\t\; YN TR L w i Y

] ", AN A8 WA KX W s
’W b BN RE wr oen |20 50 (0 FG (8 A

BH AR MM ME ux e c;.?’a o X ?‘{_-?’: XR KX

8 9

Figura 5. Cariotipo do género Hypsiboas (Anura, Hylidae) indicando cariétipos simétricos e gradativos
para as 4 espécies estudadas do Cerrado Goiano. Cromossomos corados com solucdo aquosa de Giemsa a
8%. Legenda: A- Hypsiboas multifasciatus (2n=24 e NF=48); B- Hypsiboas raniceps (2n=24 e NF=48); C-
Hypsiboas lundii (2n=24 e NF=46); D- Hypsiboas albopunctatus (2n=22 e NF=44).

A forma mais eficiente de se verificar a autenticidade das RONs é submeter o
cariétipo a técnica de FISH, tendo em vista que a coloragdo por prata marca regides
repetitivas de cromossomos de anuros que podem ndo representar verdadeiras RONS
(Kasahara et al., 1996).

As marcacdes por prata para as espécies H. multifasciatus e H. albopunctatus foram
identificados no mesmo par cromossémico e na mesma posicao apesar e possuirem diferentes
nameros dipldides, identificando uma conservacao cariotipica do grupo.

Estudo citogenéticos anteriores para espécimes de H. albopunctatus, coletadas em Rio
Claro Séo Paulo, as marcacbes das RONs foram localizadas na mesma regido e par
cromossdmico que foi observado nos espécimes goianos, sugerindo uma conservacao
cariotipica (Gruber et al., 2007), contudo, nos estudos de Baldissera; Batistic (1992) as RONs
para esta espécie foi encontrada no par cromossémico 7. Essa diferenciacdo pode ser
explicada devida as diferencas populacionais que podem, por isolamento, gerar variacOes

genéticas ndo compartilhadas caracterizando portanto um polimorfismo genético ou, mais
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Gruber et al. (2007) ao estudar a espécie H. raniceps, encontraram marcacdes
positivas nos bragos longos do par 11, diferente do presente estudo aonde esta marcagédo
ocorreu no cromossomo 10. Novamente, acreditamos que a causa desta variacdo seja a
diferenca da ordenagdo dos mesmos na montagem do cariétipo, contudo néo se pode descartar
a possibilidade de variacdo genética pelo isolamento das populagdes.

Género Pseudis

A espécie Pseudis bolbodactyla apresentou nimero diploide 2n=24 e NF=46
evidenciado pelo par acrocéntrico 4 (Figura 6). O numero dipl6ide encontrado foi 0 mesmo
obtido por Busin et al. (2008) para as espécies do género Pseudis (Pseudis paradoxa
paradoxa, P. platensis, P. bolbodactyla, P. fusca e P. tocantins). Embora varios autores ja
tenham proposto que na evolucédo cariotipica de anfibios a tendéncia é de redugdo no nimero
de cromossomos (Becak et al., 1970; Miura, 1995) a ocorréncia do caritipo 2n=24
cromossomos para espécies deste género é considerada uma caracteristica sinapomérfica.

Apesar de ndo ter obtido a marcacdo de RONSs para esta espécie no presente estudo,
relatos anteriores indicaram a presenca das RONs nos bragos longos dos homdlogos do
cromossomo 7, comum a todas as espécies do género exceto para a espécie P. cardosoi para a
qual, a marcacdo ocorreu nos bragos do cromossomo 5, provavelmente homeologo ao

cromossomo 7 das outras espécies.
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Figura 6. Caridtipo da espécie Pseudis bolbodactyla (Anura, Hylidae) indicando cari6tipo simétrico e
gradativos para as 3 espécimes estudadas do Cerrado Goiano. Cromossomos corados com solucéo
aquosa de Giemsa a 8%.
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Scinax constrictus apresentaram diferentes notacdes

cariotipicas. A espécie Scinax similis apresentou cariétipo 2n=24 e NF=48 com 0s
cromossomos metacéntricos (1, 8, 9 e 10) e submetacéntricos (2, 3, 4, 5, 6, 7, 11 e 12)
corroborando o numero cariotipico apresentado por Rabello (1970); Kasahara et al. (2003);
Leme et al. (2004), contudo diferenca na morfologia dos cromossomos foi verificada,
provavelmente devido a utilizacdo de diferentes critérios de classificagdo cromossdmica
(Figura 7A).

Apesar da notacdo cariotipica usual para o género Scinax ser 2n=24 (Rabello, 1970;
Leme et al., 2004; Gruber et al., 2007) foi encontrado para a espécie Scinax constrictus a
notagdo cariotipica 2n=22 e NF=44 com o0s cromossomos metacéntricos (1, 8, 9, 10 e 11) e
submetacéntricos (2, 3, 4, 5, 6 e 7) (Figura 7B).

Esse fato sugere uma possivel evolucdo cariotipica através da redugdo do numero de
cromossomos através de rearranjos ocasionados por fusdes céntricas, reduzindo um cari6tipo
ancestral 2n=24 ao cariétipo atual 2n=22, fato este bastante semelhante ao observado no
género Hypsiboas, para o qual ocorreu uma predominancia do cariétipo 2n=24, mais também
se observa cariétipos com valor 2n=22 como ja foi observado no presente trabalho e em
estudos anteriores (Bogart 1973, Gruber et al., 2007).

Para se confirmar a hipdtese de rearranjos cromossdémicos serdo necessarios estudos
citogenéticos e moleculares mais refinados, analisando mais espécimes, inclusive fémeas da
espécie, para que assim possa confirmar quais eventos evolutivos contribuiram para essa

notacéo cariotipica diferenciada.
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Figura 7. Cariotipo do género Scinax (Anura, Hylidae) indicando caridtipos simétricos e gradativos
para as 2 espécies estudadas do Cerrado Goiano. Cromossomos corados com solugdo aquosa de
Giemsa a 8%. Legenda: A- Scinax similis (2n=24 e NF=48); B- Scinax constrictus (2n=22 e NF=44).
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0 cariétipo padrdo 2n=24 em trés das quatro espécies

estudadas, com cromossomos predominantemente metacéntricos e submetacéntricos. Para a
espécie H. albopunctatus o cariétipo encontrado foi o de 2n=22, conforme ja descrito na
literatura e explicado por processos evolutivos como fusfes e fissdes céntricas. Foi possivel
identificar as marcagdes por nitrato de prata apenas para espécies deste género, contudo,
mesmo com a presenca da marcacdo, ndo foi possivel a construcdo do caridtipo tendo em
vista que as metéafases que foram marcadas ndo estavam em condigdes de pareamento devido
a sobreposicdo excessiva de cromossomos. Para as outras espécies analisadas as marcacfes
ndo ocorreram, seja pela necessidade restritiva de RONs ativas na interfase anterior ou
simplesmente por uma deficiéncia da técnica de marcagéo.

A espécies Pseudis bolbodactyla também apresentou o cariétipo com 2n=24
cromossomos, tendo sido observado a presenga de um cromossomo acrocéntrico no par 4. As
espécies do género Scinax também obtiveram o cariétipo com predomindncia de
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. A espécie Scinax constrictus apresentou seu
namero dipléide 2n=22, namero que difere do valor cariotipico do grupo que é 2n=24, sendo
a explicacdo para esse desvio dada pelo mesmo processo que é observado para a espécie
Hypsiboas albopunctatus.

Diferenca na morfologia dos cromossomos foi encontrada nos dados obtidos neste
estudo com aqueles apresentados em outras bibliografias, contudo essa diferenca se deve por
diferentes critérios utilizados para a classificagdo dos cromossomos ou apenas pela diferenca
da ordenacdo dos mesmos na montagem dos cariétipos.

E extremamente importante o estudo do caridtipo dos hilideos pelas técnicas
convencionais, ja que apenas 35% das espécies deste grupo tiveram seu cariétipo descrito.
Contudo, como alguns hilideos apresentam cariétipo muito similar, é necessario a realizacéo
de mais estudos através de diferentes abordagens como as técnicas de citogenética molecular,
incorporacdo por BrdU e até mesmo a otimizacdo da técnica de coloracdo por nitrato de prata
para a realizacdo de analises comparativas de diferentes familias, espécies ou populagdes
elucidando assim o0s mecanismos envolvidos na evolugdo cromossomica deste grupo de

anfibios.
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Resumo

Existem vérias formas de se avaliar a estrutura genética de um organismo, populacéo
ou espécie. Entre estas formas destacam-se as técnicas baseadas em ferramentas moleculares,
que permitem a verificagdo direta das sequéncias nucleotidicas do genoma de um organismo.
Dos diversos marcadores moleculares utilizados em estudos de genética de populagdes,
destacam-se 0s marcadores microssatélites. Os métodos de obtencdo dos marcadores
microssatélites sdo exaustivos e caros o que dificulta o desenvolvimento destes marcadores
para espécies que ndo possuem o genoma ainda sequenciados. Uma forma de se amenizar 0s
problemas encontrados na construcdo destes marcadores € a utilizagdo de marcadores
previamente desenvolvidos e caracterizados em espécies filogeneticamente préximas,
processo este denominado de transferibilidade. O objetivo desse estudo foi avaliar a
transferibilidade de marcadores microssatélites previamente desenvolvidos para a espécie
Hypsiboas raniceps em individuos da espécie Hypsibos albopunctatus. Foram testados 16
locos microssatélites em 8 espécimes de Hypsiboas albopunctatus, machos, coletados nos
municipios de Nazério, Pirendpolis e Barro Alto. Além da variacdo na temperatura de
anelamento, variacBes nas concentracdes de DNA, Primers, MgCl, também foram realizadas
buscando otimizar a reacdo de amplificacdo destes marcadores pela técnica de PCR. As
amplificacdes por PCR foram otimizadas para o volume final de 25ul com 70ng de DNA
template. A concentragéo final para a otimizacao da reacéo foi realizada com Tampéo de PCR
1X, 1,5 mM de MgCl,, 0,3mM de cada DNTP (Invitrogen), 2,5 pmol de cada primer, 1U Taq
DNA polimerase (Invitrogen). Dos 16 primers testados, apenas os primers Hranipl e
Hranipu4 foram transferidos com sucesso. O primer Hranipyl se apresentou polimorfico
contendo 3 diferentes alelos nos individuos testados. Ainda para este loco, foram calculados
0S parametros 0s seguintes parametros: heterozigosidade observada (0,37) e heterozigosidade
esperada (0,68). J& o primer Hranip4 se apresentou monomorfico, com a presenga de uma
Unica banda de aproximadamente 360 pares de base. O baixo indice de transferéncia pode ser
explicado tanto pela divergéncia genética encontrada entre as espécies como pelo tamanho de
seus genomas, tendo em vista que o sucesso de amplificagdo de locos microssatélites pelo
método de PCR pode esta negativamente correlacionado com o tamanho do genoma.

Palavras-Chave: Anuros, microssatélites, transferibilidade

Programa de P6s-Graduacgdo em Biologia — UFG Hugo Henrique Padua de Oliveira


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

¢ Your complimentary
n— use period has ended. s po BRASIL CENTRAL 36

Thank you for using

: _/ CO m p | ete PDF Complete.
Click Here to up FERABILITY OF HYLIDAE FROM CENTRAL

Unlimited Page:

Abstract

There are several ways to evaluate the genetic structure of an organism, population or
species. These forms include the techniques based on molecular tools, which allow direct
verification of the nucleotide sequences of the genome of an organism. Of the various
molecular markers that are used in studies of population genetics, we highlight the
microsatellite markers. The methods of obtaining microsatellite markers are exhaustive and
expensive which hampers the development of these markers for species not yet have the
genome sequenced. One way to minimize the problems found in the construction of these
markers is the use of markers previously developed and characterized in phylogenetically
related species, a process known as transferability. The aim of this study was to evaluate the
transferability of microsatellite markers previously developed for the species in Hypsiboas
raniceps in individuals of the species Hypsibos albopunctatus. Were tested 16 microsatellite
loci in eight specimens of Hypsiboas albopunctatus, male, collected in the municipalities of
Nazario, Pirenopolis and Barro Alto. Besides the variation in the cities of Nazério, Piren6polis
and Barro Alto. annealing temperature, variations in the concentrations of DNA primers,
MgCI 2, were also performed to optimize the amplification reaction of these markers by PCR.
Besides the variation in the annealing temperature, variations in the concentrations of DNA,
Primers, MgCl,, were also performed to optimize the amplification reaction of these markers
by PCR. The PCR amplifications were optimized for a final volume of 25ul with 70ng of
template DNA. The final concentration to optimize the reaction was carried out using 1X
PCR buffer, 1.5 mM of MgCl 2, 0.3 mM of each dNTP (Invitrogen), 2.5 pmol of each primer,
1U Tagq DNA polymerase (Invitrogen). Of the 16 primers tested, only the primers Hranipl
and Hranipy4 were successfully transferred. The primer Hraniyl presented polymorphic
containing three different alleles in the individuals tested. Further for this loci, were
calculated the following parameters: observed heterozygosity (0,37) and expected
heterozygosity (0,68). The primer Hraniy4 presented monomorphic, with the presence of a
single band of approximately 360 base pairs. The low transfer rate can be explained by both
genetic diversity found among species and by the size of their genomes, considering that the
success of amplification microsatellite loci by PCR can be negatively correlated with the size
of the genome.

Keywords: anurans, microsatellites, transferability
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1. Caracterizagdo Ecoldgica dos Organismos de Estudo

O cerrado brasileiro é atualmente considerado uma das areas de maior biodiversidade
existente, estando presente na lista das 25 areas de conservacao prioritarias do planeta (Myers,
et al., 2000). Contudo, a partir da década de 1950, com a modernizagdo da agricultura, grande
parte de seu territério foi destruido, sendo a sua destruicdo a principal ameaga para a
populacdo de anfibios que nele habitam, prejudicando o papel deste grupo na cadeia ecologica
como controladores de insetos e outros invertebrados (Silvano; Segalla, 2005).

Mesmo com altos niveis de degradacdo ambiental, algumas especies parecem
apresentar resisténcia a alteragdes no ambiente, podendo ampliar sua distribuicdo geogréafica
mesmo em decorréncia das acOes antropicas (Pedralli et al., 2001). Dotado desta
caracteristica, esta a espécie Hypsiboas albopunctatus, descrita por Spix em 1824 que se
comporta como generalista no uso de habitats (Branddo; Araujo, 1998), ocorrendo em areas
de cerrado do Planalto Central, do sudeste do Brasil e Parand. Mesmo sendo uma espécie de
ampla distribuicdo geogréfica, aspectos relacionados a sua ecologia tém sido pouco estudados
(Araujo et al., 2007).

A espécie Hypsiboas albopunctatus é um hilideo agrupado na subfamilia Hylinae,
tribo Cophomantini, que juntamente com as espécies, H. raniceps, H. multifasciatus, H.
lanciformes, H. fasciatus e H. calcaratus formam o grupo albopunctatus (Faivovich et al.,
2005). Os machos medem em média cerca de 5,3 cm e as fémeas 6,5 cm possuindo como
ambiente reprodutivo riachos, pocgas e brejos temporérios ou permanentes. A vocalizacao
ocorre em alturas variadas, utilizando desde o solo até ramos e arbustos de arvores. As
desovas ocorrem na forma de monocamadas flutuantes entre pedras e vegetacdo ou
diretamente na 4gua (Bastos et al., 2003; Eterovick; Sazima, 2004).

Hypsiboas raniceps (Cope, 1862) possui uma ampla distribuicdo geogréfica, sendo
encontrada em formacges abertas tropicais da América do Sul. Esta espécie geralmente
ocorre em maior abundancia em &reas de inundagGes e sua reproducdo estd associada a
extensas areas alagadas proximas a vegetacdo aberta (Guimardes, 2001; La Marca et al.,
2004; Frost, 2011). As fémeas de H. raniceps variam seu comprimento rostro-cloacal entre
7,4 e 8,0 cm enquanto que nos machos esta variacdo estd entre 6,8 e 7,2 cm. Os machos
geralmente utilizam como sitios de vocalizagdo a vegetacdo arbustiva e apresentam

comportamento territorialistas. Assim como observado para a espécie H. albopunctatus, a
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eza, qual espécie ocorre associada a habitats florestais,

pocas, rios e lagoas (Guimarées, 2001; La Marca et al., 2004; Frost, 2011).

2. Marcadores Moleculares: Mensurando a Variabilidade Genética

A estrutura genética € um dos principais componentes na evolucao das espécies, ja que
é por ela que os individuos se mantém ao longo do tempo, permitindo a adaptacdo evolutiva
em decorréncia das alteragcGes ambientais. A estruturacdo genética de um grupo é diretamente
influenciada por processos como: mutacgdo, sele¢do, deriva genética, fluxo génico e padrdo
reprodutivo da espécie (Wright, 1978; Angrizani, 2008).

Existem varias maneiras de se acessar a estrutura genética de um individuo, populacéo
ou espécie. A variabilidade morfoldgica é o indicador de variabilidade genética mais simples
que se pode avaliar. Porém, como o fen6tipo é diretamente relacionado ao ambiente, 0 uso da
variacdo morfologica é ineficaz, ja que estas caracteristicas se apresentam em uma variacao
constante e continua (Blouin; Brown, 2000; Castellano et al., 2000). Outra forma de se
avaliar a diversidade genética baseia-se de ferramentas moleculares, que permitem a
verificacdo direta de variagcdes do genoma de um organismo (Hedrick, 2005).

Os marcadores moleculares sdo definidos como sendo qualquer fendtipo molecular
derivadas de regides expressas ou ndo do genoma e que possa ser utilizada para a
diferenciacdo entre individuos. Quando o0s marcadores moleculares apresentam
comportamento mendeliano simples, podem ser empregados como marcadores genéticos
(Ferreira; Gattapaglia, 1998).

Os marcadores genéticos apresentam grande potencialidade para estudos
populacionais, permitindo a avaliacdo da diversidade em dois niveis basicos: 1l-avaliagdo
genética entre diferentes espécies; 2-avaliacdo genética dentro de uma mesma espécie (intra-
especifica ou interpopulacional) (Zuchi, 2002).

A amplificacdo in vitro das moléculas de DNA tornou-se possivel com o
desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction, do inglés, Reacdo em
Cadeia da Polimerase), desenvolvida por Kary Mullis em meados da década de 1980. Pela
PCR, milhdes de cépias de um segmento especifico de DNA podem ser gerados em
laboratdrio a partir de pequenas quantidades de amostras de DNA (Ferreira: Grattapagalia,
1998; Ramalho et al., 2000).

As anélises genéticas em estudos de conservagdo geralmente séo realizadas a partir de

marcadores genéticos neutros, como as aloenzimas, marcadores microssatélites, RFLPs
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NPs (Single Nucleotide Polimorphism, do inglés,

Polimorfismos de Unico Nucleotideo). Todos estes marcadores sio classificados como
codominantes ja que em organismos diploides, é possivel diferenciar os individuos
homozigotos dos heterozigotos (Tabela 1) (Hoglund, 2009).

A andlise da variacdo genética através das aloenzimas consiste na avaliagdo da
diversidade genética em nivel de proteina utilizando eletroforese em gel, normalmente gel de
amido. Embora os estudos aloenzimaticos ainda sejam realizados, eles, tornaram-se menos
comuns. Estratégias investigativas contemporaneas tendem a utilizar marcadores
microssatélites como melhor alternativa para mensurar a variacdo genética das espécies
estudadas (Hoglund, 2009).

Existem duas razfes bésicas para a mudanca do uso das aloenzimas para marcadores
microssatélites como principal ferramenta em estudos de conservagdo. A primeira € devido as
variagOes aloenzimaticas, em alguns casos, se comportam como marcadores ndo-neutros, o
que significa que parte das variacOes observadas dentro e entre as populagbes podem ser
atribuidas a selecdo. E a segunda razdo é que estudos aloenziméaticos requerem grandes
quantidades de amostra bioldgica e de alta qualidade, o que implica frequentemente no abate
do organismo em estudo.

Marcadores RFLPs sdo obtidos atraves da fragmentacdo do DNA de estudo por meio
da utilizacdo de diferentes enzimas de restricdo. Diversos padrdes de clivagem do DNA
ocorrem em diferentes individuos, devido as variacdes nucleotidicas existentes ao longo do
genoma de cada organismo. Os segmentos de DNA clivado podem ser identificados com a
utilizacdo de sondas especificas marcadas com fluorescéncia. A grande disponibilidade de
centenas de enzimas de restricdo permite a obtencdo de um grande nimero de locos RFLPs
alcancando uma ampla cobertura no genoma (Lopes et al., 2002).

VariacOes nas técnicas de RFLPs também sdo descritas na literatura, principalmente
aquelas onde se amplificam uma regido genémica de interesse a partir das técnicas de PCR e
em seguida faz-se o tratamento do produto de amplificacdo por enzimas de restricdo para a
verificacdo de polimorfismo em sitios de restricdo. A variante desta técnica dispensa o uso de
sondas, jA que apenas a regido previamente amplificada se apresentard em géis de
identificacdo (Lopes et al., 2002; Hoglund, 2009).

Os SNPs tem se tornado cada vez mais popular em estudos genéticos, contudo sua
utilizagdo é restrita a organismos que possuem seu genoma amplamente sequenciado. Estes

marcadores evoluem por mutac¢es pontuais e ou através de insercdes ou delecGes, eventos
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Outra classe de marcadores moleculares amplamente utilizados em estudos de
diversidade genética sdo os marcadores dominantes. Para estes marcadores compreendem-se
aqueles em que os alelos de um mesmo loco séo revelados apenas pela presenca ou auséncia
de uma banda, visualizados em géis de agarose ou poliacrilamida, ndo sendo possivel a
distin¢do de locos homozigotos dos heterozigotos. Neste grupo destacam-se principalmente os
marcadores RAPDs e AFLPs. (Lopes et al., 2002; Hoglund, 2009).

Marcadores RAPDs (Random Amplification of Polymorphic DNA, do inglés,
Amplificacdo Randémica de DNA Polimdrfico) amplificam locos cromossémicos utilizando-
se de pequenos oligonucleotideos “primers”. Para esta técnica, utilizam-se primers
inespecificos, que se anelam em diferentes regides do genoma em estudo, revelando véarios
locos do DNA estudado. A baixa reprodutibilidade de marcadores RAPDs vem fazendo com
que este marcador venha caindo em desuso (Lopes et al., 2002; Hoglund, 2009).

Assim como os marcadores RAPDs, os marcadores AFLPs (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism, do inglés, Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado)
também sdo técnicas baseadas em PCR, aonde um conjunto de fragmentos gerados a partir da
digestdo do DNA por enzimas de restricdo, sdo amplificados “in vitro” apds a ligacdo de
adaptadores em suas extremidades terminais. Esta técnica detecta um grande nimero de locos
possibilitando uma ampla cobertura do genoma a um baixo custo.

Estas caracteristicas fazem com que os marcadores AFLPs venham substituindo
marcadores 0s RAPDs em estudos de diversidade genética (Lopes et al., 2002; Hoglund,
2009).
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neticos frequentemente utilizados em estudos de conservagéo e genética de populacées.

Cllck Here to up,
Unlimited Pages ¢
Aloenzimas Microssatélites RFLP RAPD AFLP
Dominéancia Codominante Codominante Codominante Dominante Dominante
Alelos nulos Raro Comum Extremamente raros N&o aplicavel N&o aplicavel
I - n Dentro de n , n
Transferibilidade Entre familias e géneros géneros Entre géneros Dentro de espécies Dentro de géneros
Reprodutibilidade Alta Alta Alta Baixa Alta
Quantidade dfa _amostra Varios mlll_gramas de 10-20 ng DNA 2-10 mg DNA 2-10 ng DNA 0,2-1 g DNA
necessaria tecido
Custo relativo Baixo Alto Médio Baixo Médio
Potencial de mapeamento Excelente Limitado Bom Muito limitado Muito limitado
comparativo
Potencial para estudos de Bom Limitado Limitado Limitado Limitado

variagdo genética adaptativa

Legenda: RFLP, polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo; RAPD, Amplificacdo Randémica de DNA Polimorfico; RFLP,
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado. Modificado de Hoglund (2009).
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ra a identificacdo de seres humanos, animais e plantas,

estdo os marcadores moleculares denominados microssatélites ou STRs (Short Tandem
Repeats, do inglés, Pequenas Repeticdes em Tandem). Os microssatélites sdo sequéncias de
DNA formadas por 2 a 6 nucleotideos de comprimento, repetidas em sequéncias distribuidas
pelo genoma (Ferreira; Grattapaglia, 1995).

Os STRs sdo considerados marcadores neutros, ja que sdo geralmente encontrados em
regides ndo codificadoras do genoma, ndo sofrendo pressdo seletiva, fato que, aliado as altas
taxas de mutacOes, contribui para que se tornem marcadores extremamente abundantes e
polimorficos, possuindo, portanto um grande nimero de alelos para um determinado loco em
uma espécie. Sdo marcadores codominantes, possuindo padrdo de heranga mendeliana, sendo
de ampla utilizacdo em estudos de vinculo genético e genética de populacBes (Ferreira;
Grattapaglia, 1995; Small et al., 1998).

Diferencas a respeito da definicdo dos microssatélites com relacdo ao nimero de
repeticdes sdo constantemente encontrados na literatura. Schlotterer (1998) classifica
microssatélites como repeticdes in tandem de sequéncias de 1 a 5 pares de base; Armour et al.
(1999) sugerem repeticGes nucleotidicas de 2 a 8 pares de base. Recentemente, uma das
classificagdes mais citadas na literatura foi proposta pelos autores Chambers; MacAvoy
(2000) na qual os microssatélites sdo definidos como repeticbes de sequéncias de 2 a 6
nucleotideos com um tamanho minimo de 8 pares de base para que sua estrutura seja validada
como um microssatélite. Portanto, para que um microssatélite de 2 nucleotideos seja validado,
0 mesmo deve possuir no minimo 4 repeticdes. Sequéncias menores que 8 nucleotideos s&o
consideradas arranjos simples de DNA.

Segundo Goldstein; Schotterer (1999), os microssatélites podem ser classificados em
trés diferentes grupos: sequéncias perfeitas, compostas e interrompidas, sendo possivel a
combinacdo desses trés grupos no mesmo STR. Dotados apenas de um Unico motivo de
repeticdo estdo os microssatélites perfeitos, ndo havendo nenhuma outra base nitrogenada que
altere o padrdo de repeticdo (GTGTGTGTGT). Existem regides microssatélites que
apresentam diferentes unidades de repeticdo em sua estruturacdo sendo assim classificados
como seqiiéncias compostas (CTCTCTCTATATATAT). Microssatélites interrompidos
apresentam bases adjacentes aos seus motivos interrompendo o padrdo de repeticdo da cadeia
(GTGTGTGTAAGTGTGT).

Os microssatélites ainda podem ser classificados de acordo com o numero de
nucleotideos que compde sua unidade de repeticdo: mononucleotideos, dinucleotideos,
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nco ou seis nucleotideos, respectivamente (Queller et

al., 1993; Ellegren, 2004).

Sistemas para identificacdo individual em seres humanos padronizados de
microssatélites sdo baseados em tetranucleotideos. Da mesma forma ocorre em cées e gatos.
Para equinos, bovinos e ovinos os microssatélites recomendados pela Sociedade Internacional
para Genética Animal — ISAG ainda sdo derivados de dinucleotideos (Halverson; Basten,
2005; Menotti-Raymond, 2005; Isag, 2011) .

Dois mecanismos séo propostos para explicar as taxas elevadas de mutagdo que séo
observadas em locos microssatélites:

1- Ocorréncia de crossing-over desigual durante o processo de recombinagédo

meiotica;

2- O slippage da DNA polimerase durante o processo de replicacao.

O slippage atualmente é o fendmeno mais aceito para explicar as altas taxas de
mutacdo em locos microssatélites, sendo o responsavel pela formacdo de novos alelos pela
adicdo ou remogéo de um motivo de repeticdo, modelo conhecido como stepwise (Ellegren,
2004). Durante o processe de replicacdo do DNA, seja a fita molde ou a fita nasceste, podem
se dissociar e formarem alcas internas de DNA, levando a um pareamento incorreto gerando o
aumento ou a diminui¢cdo no comprimento em uma das fitas de DNA atraves da inser¢do ou
perda de uma unidade de repeticdo (Figura 1). A maioria das alteragcdes sdo corrigidas pelo
sistema de reparo de DNA, assim, somente uma pequena fracdo destes eventos mutacionais

ird gerar um novo alelo microssatélite (Li et al., 2002; Ellegren, 2004).
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Figura 1. Representacdo do mecanismo de slippage. Formacao de algas de DNA durante o processo de
replicagdo celular. Caso ocorra reanelamento de forma incorreta, havera a adi¢do ou a retirada de um
motivo da fita de DNA nascente. Fonte: Ellegren (2004).

Percebe-se uma correlagdo positiva entre o tamanho do genoma e a quantidade de
locos microssatélites nele presente. Contudo, apenas em plantas essa frequéncia se apresenta
de forma contréria, ou seja, a quantidade de microssatélites esta negativamente correlacionada
com o tamanho do genoma. Entre os genomas de eucariotos sequenciados até o presente
momento, sdo os mamiferos que apresentam maior densidade de regibes microssatélites
(Ellegren, 2004).

Como as sequéncias flanqueadoras de diferentes taxons possuem uma alta homologia,
os primers para locos microssatélites isolados para uma espécie também podem ser utilizados
em espécies relacionadas, contudo, a porcentagem de lécus microssatélites transferiveis entre

as espécies decresce a medida que as distancias genéticas das mesmas aumentam.

2.1.1 Transferibilidade de Marcadores Microssatélites

Os métodos de isolamento e caracterizacdo de marcadores microssatélites sdo
exaustivos e caros, sendo que, para cada nova espécie a ser trabalhada, aonde ndo ha o
genoma ja sequienciado, faz-se necessario um novo isolamento e caracterizacdo de locos
microssatélites, sendo esta a maior dificuldade de se utilizar estes marcadores em estudos

populacionais (Silva, 2008).
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marcadores previamente desenvolvidos e caracterizados para espécies filogeneticamente
proximas, processo este denominado de transferibilidade. Através deste procedimento, 0s
primers projetados para uma espécie podem ser testados em espécies correlacionadas, e a
amplificacdo cruzada podera ocorrer se as regides franqueadoras do loco analisado forem
conservadas em relacdo a sequéncia da espécie para a qual os microssatélites foram isolados
(Selkoe; Toonen, 2006).

Gale; Devos (1998) afirmaram que a genémica comparativa seria uma abordagem
promissora na utilizacdo de informacdes e ferramentas genéticas entre diferentes espécies, ja
que o conteudo nucleotidico é geralmente conservado se as espécies forem evolutivamente
relacionadas.

Inicialmente acreditava-se que as regibes de anelamento de primers microssatélites
estavam sob fortes restricOes seletivas, possivelmente relacionadas a uma funcionalidade para
estas regifes. Contudo, novos estudos indicaram que as taxas de alteragdes nucleotidicas nas
sequéncias flanqueadoras dos microssatélites sdo iguais aquelas encontradas nos introns,
sugerindo que, se 0s introns sdo neutros, portanto as regides flanqueadoras dos microssatélites
também devem ser (Rico et al., 1996; Brohede; Ellegren, 1999). Esta teoria é compativel com
os dados que mostram que regifes microssatélites sdo mais numerosos dentro de regides ndo-
génicas do genoma.

Altos indices de transferéncia de marcadores microssatélites intra-especifica e inter-
especifica ja foram descritos, contudo o sucesso da transferéncia decai a medida que se
aumenta a distancia genética entre as espécies (Gaitan-Solis et al., 2002).

Em um estudo realizado por Barbard et al. (2007), verificou-se uma maior
predominéncia de sucesso de transferéncia de marcadores quando a amplificagdo cruzada era
realizada em organismos pertencentes a um mesmo género. Ao avaliarem as taxas de sucesso
na transferéncias de STRs, 0s répteis, as aves, 0s mamiferos e os invertebrados foram os que
apresentaram os maiores indices de transferéncia. Contudo, a medida em que se aumenta a
distancia filogenética dos organismos, observa-se um declinio na transferéncia dos
marcadores STRs.

Vaérios estudos de transferabilidade tém sido realizados envolvendo o grupo dos
anfibios, quase sempre na ordem Anura. Primmer; Merila (2002) testaram a transferéncia de
72 marcadores microssatélites em 6 espécies do género Rana (Rana arvalis, Rana esculenta,
Rana latastei, Rana lessonae, Rana temporaria e Rana catesbeiana). Dos 339 testes de
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total de amplificacdo positiva, o estudo identificou 26 locos heter6logos que puderam ser
utilizados em outras espécies de Rana.

Conte et al. (2009) isolaram e caracterizaram 10 marcadores microssatélites para a
espécie Physalaemus cuvieri. Estes marcadores foram testados nas espécies Physalaemus cf.
cuvieri; Physalaemus ephippifer e Physalaemus albonotatus, havendo amplificagéo positiva
para todos os marcadores, contudo, nem todos foram polimorficos para todas as especies.

Oito marcadores desenvolvidos por Jourdan-Pineau et al. (2009) para a espécie
Pelodytes punctatus foram testados nas espécies Pelobates cultripes, Pelodytes ibericus e
Pelodytes caucasicus. Apenas a espécie Pelobates cultripes ndo obteve nenhuma amplificagdo
para 0s marcadores testados. Para a espécie Pelodytes ibericus cinco dos oito marcadores
amplificaram positivamente enquanto que para a espécie Pelodytes caucasicus houve duas
amplificacdes positivas.

Em conjunto estes dados indicam que a transferibilidade de marcadores microssatélites
sd8o uma boa opcéao para a obtencdo de regiGes microssatélites em espécies paras quais estes
tipos de marcadores ainda ndo tenha sido descritos. Os dados atuais indicam que para
espécies geneticamente relacionadas é possivel identificar um namero adequado de
marcadores para estudos de genémica comparativa, contribuindo significativamente para a
reducdo de tempo e dinheiro gastos relacionados aos experimentos para identificacdo de

microssatélites em uma dada espécie.

3. Ferramentas Genéticas para a Conservacdo de Anfibios

Os anfibios sdo encontrados em todos os continentes exceto na Antartica,
apresentando mais de 6.638 espécies reconhecidas. De acordo com o Gltimo levantamento
realizado pela Sociedade Brasileira de Herpetologia em 2010, o Brasil possui 847 espécies de
anuros, lespécie de caudata e 27 espécies de gymnophionas totalizando 875 espécies de
anfibios (Silvano; Segalla, 2005; SBH, 2011). Contudo, anfibios brasileiros s&o pouco
estudados, principalmente a respeito de sua distribuicdo geografica, ecologia e histdria
natural.

Registros de declinios em popula¢fes de anfibios se tornaram comuns a partir da
década de 1980. Como principais fatores responsaveis por este declinio estdo a destruicdo dos
habitats e a ocorréncia de doencas infecciosas no grupo. Outras causas também podem ser
apontadas como fator de contribuicéo para o declinio da populagdo de anfibios como poluicao
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Estudos sobre as causas responsaveis pela reducdo das populagBes de anfibios
brasileiros sdo raros e pouco compreendidos. A falta de monitoramento das populacGes de
anfibios em longo prazo agregado ao pouco conhecimento da biologia das espécies dificulta a
compreensdo dos motivos que levam ao declinio destes animais (Silvano; Segalla, 2005).
Extingdes de espécies ocorrem pela simples inexisténcia de politicas de conservacéo efetivas
e adequadas. Portanto, o intenso declinio dos anfibios demonstra a necessidade da expansao
de pesquisas para este grupo, especialmente em regides aonde dados como diversidade,
abundancia e distribuicdo geogréficas sdo escassas como no Brasil, sobretudo aos anuros da
regido Centro-Oeste (Young et al., 2001; Bastos, 2003; Silvano; Segalla, 2005).

Dentre as vérias formas de se estudar uma determinada espécie destaca-se a avaliacéo
da diversidade genética da mesma, ja que este € o principal fator de adaptacdo das espécies
frente as mudanca ambientais. A diversidade genética € manifestada por diferencas em
caracteres bioldgicos, sendo definida como a variedade de alelos e gendtipos presentes em um
grupo de populagdo ou espécie (Frankham et al., 2008).

Nesse contexto, desenvolveu-se uma area de estudos, denominada genética da
conservacdo, cujo objetivo fundamental é avaliar a diversidade genética de um grupo,
populacdo ou espécie, a fim de preservar os mesmos como entidades dindmicas capazes de se
adaptarem as variagdes ambientais. Assim, a genética da conservagdo é definida com sendo
um ramo da genética que utiliza da teoria e técnicas da genética, principalmente genética de
populacbes para compreender, avaliar e reduzir o risco de extingcdo das espécies (Frankham et
al., 2008).

Estudos de genética da conservacdo em grupos de anfibios tém realizados, com
destaque para a ordem Anura, tendo em vista que Sdo 0 grupo mais representativo da classe
dos anfibios e que vem sofrendo graves declinios nas Ultimas décadas.

A intensificacdo agricola tem gerado sérias ameagas aos anfibios devido a
fragmentacdo dos habitats naturais, aumentando o isolamento geogréafico das populagdes.
Scribner et al. (2001) demonstraram em estudos de genética de populagdes, utilizando
marcadores microssatélites, que espécies do género Bufo de areas rurais da Inglaterra possuem
tamanho populacional e variabilidade genética diretamente correlacionados com os niveis de
preservacdo dos lagos e lagoas e com o uso da terra. Assim, os dados daquele estudo
indicaram que a degradacdo ambiental indiscriminada esta resultando em perda significativa
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Rowe; Beebee (2003) relataram alta depreciacdo genética em pequenas populacGes
isoladas da espécie Bufo calamita na Gra-Bretanha, acentuando-se ainda mais com a
fragmentacdo do habitat da espécie estudada.

Burns et al. (2004) utilizaram quatro loci microssatélites para avaliar 21 populagdes da
espécie Litoria aurea na Australia. O objetivo daquele estudo foi compreender o alto declinio
desta espécie (>80% nos ultimos 40 anos), indice altamente elevado quando comparado a
outros declinios populacionais. Da mesma forma, 12 loci microssatélites foram utilizados
fornecendo evidéncias de efeito gargalo recente em oito popula¢bes da rd européia Hyla
arborea na Dinamarca, onde esta espécie sofreu um rapido declinio nos ultimos anos
(Andersen et al., 2004). Ambos os estudos demonstram a eficiéncia dos STRs como
estimadores de diversidade genética, sendo portanto, ferramentas genéticas Uteis que podem
auxiliar construcéo de planos de manejo de espécies ameagadas.

Marcadores microssatélites e AFLPs foram utilizados em conjunto para avaliar a
alteracdo da diversidade genética da espécie de salamandra Dicamptodon tenebrosus em
florestas que tiveram grandes areas desmatadas na regido Britanica. O estudo demonstrou que
a diversidade genética em espécimes da area devastada foi muito menor do que a encontrada
em matas preservadas. Estimou-se ainda que levaria pelo menos 200 anos para a
reestruturacdo da diversidade genética da salamandra, naquela regido, assumindo que ocorra
uma recuperacdo imediata da floresta degradada ( Curtis; Taylor, 2004).

Desta forma, o declinio nas populagdes naturais de anfibios pode ser considerado
dramatico, jA que os mesmos sdo vulnerdveis & degradacdo de seus habitats. Assim, é
necessario o desenvolvimento de ferramentas que facilite o estudo da diversidade genética dos
anfibios, ja que por serem tdo especializados em seus ambientes de origem, acabam se
tornando espécies sentinelas para a biodiversidade geral do planeta (Alford; Richards, 1999;
Storfer, 2003; Ficetola; De Bernardi, 2004; Stuart et al., 2004; 1UCN, 2011).

4. Materiais e Métodos

4.1 Coletas de Material Bioldgico

Para a caracterizacdo dos locos microssatélites no presente trabalho, foram utilizados 8
espécimes de Hypsiboas albopunctatus, machos, coletados nos municipios de Nazério,

Pirenopolis e Barro Alto. Os individuos foram coletados, com autorizagdo do IBAMA
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4.2 Extracao e Isolamento de DNA gendmico

O DNA para a amplificagdo dos locos microssatélites, foram extraidos a partir de
amostras de figado da espécie Hypsiboas albopunctatus que estavam embebidos em etanol
absoluto e armazenados em freezer a -20°C. Para o isolamento do DNA utilizou-se o kit de
extracdo Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega USA), seguindo-se as instrucoes
do fabricante.

A integridade e qualidade do DNA extraidos foram verificadas em gel de agarose
1,5%, intercalados com brometo de etideo e fotodocumentados no sistema de video-
documentacdo Image Master® — VDS (Amersham Pharmacia Biotech, EUA). O DNA

extraido foi quantificado utilizando-se um espectrofotémetro GeneQuant® (Pharmacia
Biotech, Suécia).

Os primers para todos os locos microssatélites foram inicialmente testados em
diferentes temperaturas de anelamento para verificar a transferéncia dos marcadores. Além da
variacdo na temperatura de anelamento, variagdes nas concentracées de DNA, dos Primers e
de MgCl,, também foram realizadas para otimizar a rea¢do de amplificag&o.

Para a observacdo da amplificacdo dos loci STRs, apés as reacfes de PCR, 6uL da
reacdo contendo o possivel produto amplificado foram adicionados a 3uL de tampdo de
amostra (30% de glicerol, 0,25% de azul de bromofenol) e foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 2% em tamp&o TBE 1X durante 3 horas a 10 VV/cm. Para a determinacéo
do tamanho dos fragmentos amplificados, utilizou-se um marcador molecular de 100pb
(Invitrogen, USA). Apds a separagdo eletroforética, os géis foram corados com brometo de
etideo 0,5mg/l, em banho, por 20 minutos e fotodocumentados.

4.3 Primers para a Amplificagdo dos Loci Microssateélites

Inicialmente desenvolvidos para a espécie Hypsiboas raniceps, 16 pares de primers
para loci microssatélites foram testados em amostras de Hypsiboas albopunctatus com a
intencdo de verificar sua transferibilidade em espécies relacionadas geneticamente.

Os primers escolhidos para o teste (Tabela 2) foram desenvolvidos por Arruda et al.
(2010) e séo, até o momento, 0s Unicos marcadores desenvolvidos especificamente para uma

espécie do género Hypsiboas. Os marcadores foram originalmente construidos utilizando-se a
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da apresentada por Kijas et al. (1994). Para o
utilizadas sondas do tipo (CA) / (GA) e (CT) / (GA).

Tabela 2. Descricdo das sequéncias dos primers testados para locos microssatélites e

tamanhos dos alelos amplificados em Hypsiboas raniceps (Arruda et al., 2010).

Tamanho dos alelos

N° de alelos

Loci Sequéncia (5' - 3’
! quencia ( ) esperado esperado

Hranip1 F: GCACTCATGCAGACACAACT 261-271 3
R: CTGCTGCAGGATACTAAAGGAC

Hranip2 F: GAGCGGTGCCAGGTTAGTAGT 96-100 2
R: CAAGGTAGGCGTGTGTGTTGT

Hranip3 F: AGGTACACACACTCCATCCACATC 203-211 3
R: GCCGCTGCCACAACTATG

Hranip4 F: GAGCACACCATTATCACACAGAC 194-214 8
R: CAGCTTGTCAGCATAGAGATTGTC

Hraniys F: AGGGGTTCCCTTACAGGT 173-177 2
R: AGGTACAATCAAGCCACAACTA

Hranip6 F: CTTGGGACTCCTTATGCTGTTG 143-165 v
R: AGGGTGACAGAAGGTGGAATC

Hranip7 F: AGCGTGTTGAGTTTCAGGTG 253-291 15
R: TCAGAAGGAAGTTGCAGAGG

Hranip8 F: CACACCCCATCCACATACAA 192 1
R: GGCCAGGAGGTGAGACTG

Hranip F: AGGTAAGTACCGGAGCATCAGAC 142 1
R: CAGGGAGTGTTCTGTGTGTGTT

Hranipi10 F: TCCTCTCTCTTCTGTGTCTCTTTC 239-277 12
R: GTCAGTCATGTCACAGCGTTT

Hranip11 F: GTGCCCTGCCATCATCAC 350-4472 16
R: CGCAAATCTTGGGCTGTCT

Hranip12 F: CCCTCTTGCTCTCACGTTC 277 1
R: AGAGCAAGCGAGAGAGTGC

Hranip13 F: TCTCTGCTCTTTCTCTGGTCTC 214-292 4
R: CACTGCTGACTCTGGAGGA

Hranip14 F: CAGAGCGGGACAGGTTAGTAGT 226 1
R: AGAAGTCTATGGGAGCCGAGTA

Hranip15 F: ATGACAGGTCACGGCAGAA 125 1
R: GTGTTAACGAGCAGTTGGACAG

Hranip16 F: AGTAACCTCTGTCACCCAGCAC 96-105 2
R

: CAGATATGGGGTATGCCTGGT
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do fragmento esperado. Contudo, marcadores que

apresentaram amplificacbes com pesos moleculares superiores ou inferiores ao esperado nao
foram descartados, desde que, a amplifica¢do tenha ocorrido de forma homogénea e constante
em todas as amostras de todos o0s espécimes testados e que tenham aparecido em todas as
repeticdes subsequentes.

A partir das amplificagdes positivas, confirmadas em gel de agarose, procedeu-se a
corrida dos produtos da amplificacdo (8ul de amostra) em gel de poliacralamida a 8% a 10
V/cm por 8 horas. Para a determinagéo do tamanho dos fragmentos amplificados, foi utilizado
o marcador molecular de 10pb (Invitrogen USA). Em seguida os géis foram corados em
solucdo de brometo de etideo a 0,5ug/mL e foi realizada a captura da imagem em sistema de

video documentacao.

4.4 Caracterizacdo dos Loci Microssatélites

A identificagdo do tamanho dos alelos foi realizada a partir da medicdo das bandas
usando-se o software GelAnalyser v. 2010a® por comparacdo com o marcador de peso
molecular de 10pb. Através da analise dos géis, foi construida uma matriz com as
informacdes dos gendtipos dos individuos para proceder as anélises de polimorfismo.

A caracterizacdo dos locos microssatélites envolveu a quantificagdo de numero de
alelos por locos (A), heterosigosidade observada (Ho), Heterosigosidade esperada (He).
Foram calculados também o indice de exclusdo de paternidade (Q) segundo Weir (1996), que
indica a probabilidade de excluir os provaveis pais de um filhote usando um determinado
marcador e o indice de identidade genética (1) que indica a probabilidade de encontrar dois
individuos ndo relacionados com um gendtipo idéntico em uma populacdo (Paetkau, 1995).
Todos o0s parametros genéticos foram estimados para cada loco através do programa
ARLEQUIN® 3.01 (Excoffier et al., 2005).

Apl6s a determinagdo dos primers transferidos com sucesso, 0s mesmos foram
caracterizados para a determinacdo do nimero de alelos existentes por loco assim como foram
estimados os valores de heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He),
indice de exclusdo de parentesco (Q) e o indice de identidade genética (1).

5 Resultados e Discussao

Marcadores microssatélites permitem estimar a diversidade genética com grande

acurdcia. Estudos genéticos baseados em marcadores microssatélites permitem também
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Contudo, grandes dificuldades também sdo encontradas ao se trabalhar com o0s
marcadores microssatélites. A metodologia de isolamento e caracteriza¢do destes marcadores
é complexa, exigindo altos recursos e tempo. E mesmo depois de isolados, 0s mesmos devem
ser validados para a amplificacdo dos alelos em um individuo.

Nesta etapa de triagem, varios microssatélites isolados sdo descartados por
apresentarem sequencias que ndo favorecem sua amplificagdo. Existem ainda loci que séo
descartados por nao serem correspondentes a sequéncias dos genomas e derivados de artefatos
da técnica que geram regides inespecificas. Apds todos os testes, um loco que apresente seus
parametros de amplificacdo definidas (concentracdo de primers, concentracdo de MgCl, e
termociclagem) pode ainda ndo ser atil como um marcador molecular, havendo a
possibilidade de o mesmo ser monomorfico para a espécie no qual ele foi desenvolvido
(Roratto et al., 2008).

O protocolo de amplificagdo dos locos microssatélites desenvolvidos por Arruda et al.
(2010) ndo se mostraram satisfatorios para a amplificacdo dos oligonucleotideos em amostras
de espécimes de Hypsiboas albopuncatus. Contudo, apds sucessivas variagdes nas
concentragdes das amostras de DNA, Tag DNA polimerase, MgCl, e temperatura de
anelamento tornou-se possivel a otimizacdo do protocolo para as amostras de H.
albopunctatus. As amplificagdes por PCR foram otimizadas para o volume final de 25ul com
70ng de DNA alvo. A concentragéo final para a otimizacdo da reacdo foi realizada com
tampéo de PCR 1X, 1,5 mM de MgCl,, 0,3mM de cada DNTP (Invitrogen, USA), 2,5 pmol de
cada primer, 1U Tag DNA polimerase (Invitrogen, USA). Apos a realizacdo destes ajustes nas
condigdes de amplificacdo por PCR, obteve-se uma amplificacdo satisfatéria com o protocolo

de termociclagem apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolo de termociclagem de marcadores microssatélites desenvolvidos por Arruda et al.
(2010) otimizados para a espécie Hypsiboas albopunctatus.

Etapas Temperatura (°C) Tempo (segundos) Ciclos
Desnaturac&o inicial 94 5 1
Desnaturacéo 94 30
Anelamento X 60 40
Extenséo 72 60
Extensdo final 72 5 min 1
Armazenamento 4 00 00

X: temperatura de anelamento especifica para cada primer.
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desenvolvidos para a espécie H. raniceps, apenas 0s

espécie H. albopunctatus devido a qualidade dos produtos apresentados (Tabela 4).

Tabela 4. Oligonucleotideos iniciadores desenvolvidos por Arruda et al. (2010) para espécie
Hypsiboas raniceps que apresentaram transferéncia positiva para a espécie Hypsiboas
albopunctatus.

Temperatura de  Tamanho observado

Locos Primer5' - 3 Anelamento dos alelos

Hranipl F: GCACTCATGCAGACACAACT 61°C 260-280

R: CTGCTGCAGGATACTAAAGGAC

F: GAGCACACCATTATCACACAGAC

R: CAGCTTGTCAGCATAGAGATTGTC 64°C 360

Hranip4

O tamanho dos alelos amplificados pelo conjunto de primers Hraniyl esteve de
acordo com o tamanho esperado, entre 260 e 280 pares de bases (Figura 2). Ja para o conjunto
de primer Hranip4 (Figura 3) os alelos amplificados ficaram acima do tamanho esperado,
aproximadamente entre 360 pares de base. Aumento nos nimeros de repeticdes de alelos
microssatélites pode ser atribuido a uma possivel inser¢do de introns a qual esta sujeita o
genoma dos organismos. Para a confirmacdo desta hipdtese, a amostra devera ser
sequenciada.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 2. Gel de agarose a 2% indicando o padréo de bandas (alelos) dos produtos de PCR do
loco Hranipl transferido para espécie Hypsiboas albopunctatus.
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Figura 3. Gel de agarose a 2% indicando o padrao de bandas (alelos) dos produtos de PCR do
loco Hranip4 transferido para espécie Hypsiboas albopunctatus.

Embora a diminuicdo da temperatura de anelamento no processo de PCR possa,
teoricamente, resultar em maior sucesso de amplificacdo, temperaturas abaixo de 60 °C se
mostraram insatisfatdrias por ndo ser Gtil para a identificagdo de locos polimdrficos.

Estudos demonstram que a amplificacdo cruzada de marcadores microssatélites
declinam & medida que a distancia genética entre os tdxons aumenta. Portanto as relacfes
filogenéticas entre o grupo focal e o grupo teste sdo de extrema importancia para o sucesso da
transferéncia dos marcadores (Primer; Merila, 2002).

Tendo em vista a relagdo genética do grupo focal (Hypsiboas raniceps) e o grupo teste
(Hysiboas albopunctatus) (Figura 4), apenas a distancia genética entre os taxons nao seriam
suficientes para explicar a baixa taxa de amplificacdo, j& que ha grande similaridade genémica
de grupos tdo filogeneticamente relacionados. Contudo, estudos anteriores realizados por
diversos autores com organismos distintos indicam que as taxas de sucesso de amplificacdo
obtidas no presente estudo estdo de acordo com outros apresentados na literatura (Primer
Merila, 2002; Oliveira et al., 2006; Selkoe; Toonen, 2006).

As amplificagdes de 2 locos dos 16 locos testados demonstram que os dados estdo
condizentes com aqueles apresentados nas literaturas, ja que o percentual de sucesso de
amplificacdo foi de aproximadamente 12,5%. Primer; Merila (2002), obtiveram 27% de
amplificagcGes positivas em estudo de transferibilidae para o grupo Rana, contudo, este
aumento no percentual de locos transferidos podem ser relacionados a uma maior identidade

genética entre as espécies do género.
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no grupo dos anfibios esta em desacordo com aqueles

apresentados para outros grupos de vertebrados. Este fato demonstra claramente que a
informacdo taxondmica por si s6, ndo € um bom indicador para as perspectivas de sucesso de
amplificacdo heterdloga, podendo constatar que o nivel de homologia de sequéncias de locos
microssatélites varia drasticamente entre as espécies (Gregory, 2001; Garner, 2002; Primer;
Merila, 2002).

Embora muitas vezes a ndo amplificacdo seja resultado da falta de conservagdo dos
sitios de anelamento dos primers, é improvavel que este fato ndo afete todos os individuos
dentro de uma espécie. Assim sugere-se que o sucesso de amplificagdo de locos
microssatélites pelo método de PCR possa estar negativamente correlacionado com o
tamanho do genoma (Gregory, 2001; Garner, 2002).

Uma caracteristica que pode estar relacionada ao baixo ndmero de primers
amplificados é o fato do genoma de anfibio ser extenso, cerca de duas vezes maior do que o
tamanho médio do genoma humano e quatro vezes maior do que o genoma de aves. Nesse
contexto, o tamanho do genoma poderia explicar, em parte, a pequena taxa de amplificacdo
observada neste estudo, quando se compara com os dados descritos para mamiferos e aves
(Gregory, 2001; Garner, 2002).
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Figura 4. Relacdo Filogenética baseada em genes nucleares e mitocondriais para o Grupo
albopunctatus com destaque para as espécies Hypsiboas raniceps e Hypsiboas albopunctatus
utilizadas para o estudo de transferibilidade de marcadores microssatélites. Modificado de
Wiens et al. (2010).
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te para a espécie Hypsiboas raniceps demonstrou-se

conservado para a espécie Hypsiboas albopunctatus, apresentando o nimero e tamanho de
alelos semelhantes entre as duas espécies. Os parametros de heterozigosidade observada e
heterozigosidade esperada, para este loco, também se apresentaram semelhantes aqueles
encontrados por Arruda et al. (2010) para a espécie H. raniceps, sugerindo uma semelhanca
na distribuicdo e frequéncia dos alelos deste loco para ambas as espécies.

Os valores de heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He),
indice de exclusdo de parentesco (Q), indice de exclusdo de parentesco (Q) e o indice de

identidade genética (1) para os locos transferidos se encontram apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Caracterizacdo dos locos transferidos com sucesso para a espécie Hypsiboas
albopunctatus.

.~ Temperatura Tamanho Hypsiboas albopunctatus
Locos  Repeticéo Co (pb)
P N A Ho He Q I
Hranipl (CA)6 61 C° 260-280 8 3 037 068 0.19 041
Hraniy4  (CA)s 64 C° 360 8 1 i S

(N) namero de individuos analisados; (A) numero de alelos por locos; (Ho) heterozigosidade observada; (He)

heterozigosidade esperada; (Q) indice de exclusdo de parentesco; (1) indice de identidade genética.

O indice de exclusdo de parentesco (Q), utilizado para determinar a probabilidade de
se excluir um possivel pai para um filhote foi de 0,19, demonstrando que este loco
isoladamente ndo é um bom marcador para se estimar o grau de relacionamento genético entre
individuos. O baixo valor de Q é consequéncia do direto nimero de alelos por loco, que
apresentarem frequéncias alélicas similares.

O valor do indice de identidade genética (I) encontrado para o locos Hranipl foi de
0,41. O indice mostrou a probabilidade de se encontrar um genétipo idéntico entre dois
individuos em uma amostragem aleatéria, utilizando este marcador. Como o valor encontrado
de | foi elevado, isto demonstra que este marcador sozinho, ndo pode ser utilizado para
estudos de estruturagéo génica em diferentes populagdes.

O locos Hraniu4 também foi transferido com sucesso, contudo, pode- se concluir que
este loco apresenta apenas um unico alelo no tamanho aproximado de 360 pares de base,
caracterizando-se, portanto como um loco monomarfico e assim, ndo apresentando utilidade

em estudos de genética populacional.

Programa de P6s-Graduacgdo em Biologia — UFG Hugo Henrique Padua de Oliveira


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary 58
: S DO BRASIL CENTRAL
use period has ended.

y__2 : e
T -Complete

Cllck Here to upc

es, foi possivel amplificar regides microssatélites na

espécie Hypsiboas albopunctatus com o uso de primers descritos para Hypsiboas raniceps.

Apenas 12,5% dos marcadores microssatélites testados apresentaram amplificacéo
positiva. Assim, a taxa de amplificacdo se justifica tanto pela diferenca genética em sitios de
anelamentos dos primers, quanto pelo o extenso tamanho do genoma de anfibios que interfere
no sucesso da amplificagéo.

Apesar da conservacdo de regibes que flanqueiam os microssatélites em espécies
relacionadas permitirem a transferéncia de alguns marcadores entre espécies geneticamente
proximas, o que reduz o tempo e custo destes, a descricdo de marcadores especificos para
cada espécie em estudo deve ser estimulada. Ha dificuldades inerentes ao método de PCR
para se observar sequéncias entre espécies, usando-se primers e a amplificacdo inespecifica.
Ambos o0s casos ocorreram no presente estudo que ndo permitiram o uso de todos os
marcadores descritos.

Dos 2 marcadores transferidos com sucesso, apenas o loco Hranipl se apresentou
polimérfico. Os parametros genéticos Q e | obtidos para este marcador indicam que ele,
isoladamente, ndo pode ser utilizado em estudos populacionais de Hypsiboas albopunctatus.
Contudo, em conjunto com outros marcadores descritos posteriormente, pode se tornar um
recurso adequado para estudos genéticos de populacbes de Hypsiboas albopunctatus.

A conservagdo apenas do loco Hranipl entre os 16 testados indica que apesar das
espécies Hypsiboas raniceps e H. albopunctatus serem filogeneticamente relacionadas, ha
mudancas significativas em seus genomas que interferem no processo de transferibilidade dos
marcadores microssatélites o que impossibilita a utilizacdo dos primer heter6logos,

necessitando o desenvolvimento de marcadores especificos para a espécie de interesse.
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