CITOGENETICA DE MICROHYLIDAE (ANURA) DA FAUNA
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Os anuros da familia Microhylidae, com diversos representantes no Brasil, apresentam uma
grande diversidade principalmente quanto a morfologia externa, ocorrem nas regides tropicais e em
algumas localidades das regides temperadas (Duellman e Trueb, 1994). Possuem como caracteristicas
marcantes corpo e membros relativamente pequenos e nas formas cavadoras uma cabeca pontiaguda e
dedos delgados.

De acordo com Frost (2004), os 69 géneros de Microhylidae estavam distribuidos em nove
subfamilias, isto €, Asterophyinae, Brevicipitinae, Cophylinae, Dyscophinae, Genyophryininae,
Melanobatrachinae, Microhylinae, Phrynomerinae e Scaphiophryninae. Mais recentemente, Frost et al.
(2006) realizaram uma extensa revisdo em toda a classe Amphibia, com o uso principalmente de dados
de seqiienciamento de genes nucleares e mitocondriais, e, dentre as diversas alteragdes propostas,
algumas se referem a Microhylidae, a qual passou a contar com sete subfamilias. Houve a remogao das
espécies de Genyophryininae para Asterophyinae, enquanto as da subfamilia Brevicipitinae passaram
a categoria de familia denominada Brevicipitidae. Microhylinae foi a que sofreu as maiores mudangas,
ja que parte de suas espécies foi transferida para uma nova subfamilia, a Gastrophryninae, e, além
disso, alguns microhylineos, assim como os representantes de Phrynomerinae, ndo foram alocados em
nenhuma subfamilia, por ndo terem sido analisados ou porque os dados eram insuficientes para se
chegar a uma conclusdo segura.

Particularmente, o género Elachistocleis, que era da subfamilia Microhylinae e passou a ser
Gastrophryninae, tem sido alvo de diversos questionamentos quanto a nomenclatura atribuida as suas
seis espécies. Trés importantes fatores podem ter contribuido para essa situagdo, como a nomenclatura
incerta, a distribuicdo de formas mais complexas em todo o continente e a auséncia de anélises
estatisticas da variacdo entre as formas propostas (Frost, 2004). Na espécie E. ovalis, é notavel a
ocorréncia de polimorfismo morfolégico, o que indica que pode haver mais de uma entidade
especifica sob a mesma denominagfo. Tal fato tem levado a suposi¢cdo da ocorréncia de um complexo
de espécies, de modo que os animais do sudeste brasileiro devem ser referidos como Elachistocleis aff
ovalis (C.F.B. Haddad, comunica¢do pessoal). Quanto ao género Arcovomer, até o presente é
considerado monotipico com uma unica espécie conhecida, A. passarelli.

A tunica informacao citogenética até o momento em E. ovalis é o de Bogart e Nelson (1976)
que descreveram 2n=22, em um exemplar coletado no estado de Sdo Paulo. Os cromossomos desse
animal, assim como da grande maioria dos microhilideos ja cariotipados, foram analisados somente
com coloragdo convencional. Ainda em Bogart e Nelson (1976), € apresentado o caridtipo de
Arcovomer passarelli cujo padrdo é muito semelhante ao de E. aff ovalis.

Elachistocleis ovalis e A. passarelli estavam incluidas na subfamilia Microhylinae e, apds a
reestruturacdo feita por Frost et al. (2006), E. ovalis passou a ser considerada da subfamilia
Gastrophryninae, enquanto que A. passarelli ndo foi alocada em nenhuma das subfamilias propostas.
Considerando que a citogenética é uma importante ferramenta que pode auxiliar na resolucido de
questdes, como as de taxonomia e sistemadtica, apresentamos resultados de estudos cromossomicos em
E. aff ovalis e A. passarelli.

Foram realizadas anadlises citogenéticas de dois machos e duas fémeas de E. aff ovalis,
procedentes de Rio Claro, SP, e de quatro exemplares de A. passarelli, 3 machos de Aracruz, ES, e 1
fémea de Ubatuba, SP. Os exemplares foram identificados pelo Dr. Célio F. B. Haddad, Departamento
de Zoologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP, e depositados na cole¢io CFBH do
referido Departamento.

As preparacdes foram obtidas a partir de medula 6ssea, figado, bagco e testiculos, e
submetidas as técnicas usuais de diferenciacdo cromossomica, de acordo com os protocolos do
Laboratdrio de Citogenética de Vertebrados, como descritos a seguir.

Obtengdo das preparagdes cromossdmicas, segundo Baldissera Jr et al. (1993) - Os animais
serdo submetidos a injegdo intraperitoneal de solug@o de colchicina a 0,01% na propor¢do aproximada
de 0,1mL/10g de peso, cerca de 12 horas antes do sacrificio. Para aumentar o indice mitético, serd



injetada previamente solucdo de fitohemaglutinina, na mesma propor¢do da colchicina, cujo
tratamento terd duracdo entre 24 a 48 horas. No caso de tratamento in vivo pelo BrdU, a solucdo desse
andlogo de base juntamente com FudR € injetada no animal e o tratamento terd duracdo aproximada de
20 horas (Silva et al., 2000a).

Apbs o sacrificio, os fémures e as tibias serdo dissecados e o canal 6sseo lavado com
solucdo de cloreto de potassio 0,075M. As células do figado e do bago serdo liberadas com injecdes
seguidas da solugdo hipotdnica, enquanto os tibulos seminiferos pipetados repetidas vezes até a
liberagdo das células em solucdo. As suspensdes obtidas serdo incubadas a 37°C e, apds 45 minutos,
sera feita pré-fixacdo em duas etapas de cinco minutos cada, com adi¢do de cerca de seis gotas de
fixador Carnoy (3 metanol:1 4cido acético) recém-preparado e gelado. A suspensdo serd centrifugada
e, apos o descarte do sobrenadante, serdo realizados dois banhos com fixador. Apds a tltima
centrifugacdo, as suspensdes serdo mantidas na geladeira por 24 horas antes da confec¢@o das laminas
ou armazenadas no freezer a -20°C.

Preparacdo de laminas - Antes da preparacdo das laminas, serd feita pelo menos uma troca
de fixador. Sobre uma lamina limpa e seca, mantida horizontalmente sobre um suporte em banho-
maria a 60°C, uma ou duas gotas da suspensdo serdo gotejadas e, em seguida, 0 mesmo nimero de
gotas de acido acético glacial, com a finalidade de melhorar o espalhamento dos cromossomos
(Henegariu et al., 2001). As laminas serdo secas ao ar e envelhecidas por pelo menos 24 horas, antes
da aplicagdo das técnicas de coloragcdo, ou armazenadas no freezer, se necessario guarda-las por um
periodo longo.

Coloragdo convencional com Giemsa - A lamina serd hidrolisada por cinco minutos em
solucdo de dcido cloridrico IN a 60°C e, apés a lavagem, corada por sete minutos com Giemsa
preparado com ImL da solugdo comercial diluido em 14mL de solug@o tampao de fosfato de sédio,
pH6,8.

Marcagdo de Ag-RONSs, segundo Howell e Black (1980), com modificagdes - A lamina serd
hidrolisada por trés minutos em dcido cloridrico 1N a 60°C. Apés a secagem, serdo gotejadas em cada
lamina uma gota de solugdo coloidal reveladora preparada com 1g de gelatina dissolvida em 50mL de
dgua destilada e 0,25mL de 4cido férmico, e duas gotas de solucdo de nitrato de prata a 50%. A lamina
serda coberta com laminula e incubada em cAmara umida a 60°C, durante dois a trés minutos. Em
seguida, serd lavada e corada por 30 segundos com solu¢do de Giemsa.

Marcacdo de banda C, segundo Sumner (1972), com modificagdes - A lamina serd
hidrolisada por 45 minutos em &dcido cloridrico 0,2N a temperatura ambiente. Em seguida, lavada e
incubada em soluc¢do de hidréxido de bério octahidratado a 5%, aquecida a 60°C, durante 20 a 40
segundos. Serd passada rapidamente em solug@o de 4cido cloridrico 1N a 60°C e incubada em 2xSSC a
60°C, durante 45 minutos. Decorrido esse tempo, a lamina serd corada com solucdo de Giemsa durante
15 a 20 minutos.

As preparacdes cromossOmicas submetidas as diferentes técnicas serdo analisadas ao
microscépio de luz e as melhores metafases, assim como as fases meidticas, fotografadas com filme
Copex HDP 13 da Agfa, revelado com Dektol 1:4 a 25°C, por seis minutos e fixado com Fixador
Endurecedor 1:1 por 15 minutos. Quando coradas com fluorocromos, a andlise das laminas e a
fotografia das metéfases serdo feitas sob luz ultravioleta, com filtros adequados. Sera utilizado, nesse
caso, filme preto-e-branco T-Max da Kodak, cuja revelagdo € feita com D76 ou Microdol puro, a
20°C, por nove minutos, sob agitacdo constante, e fixado com Fixador Endurecedor a 20°C, por 15
minutos. As ampliacdes do material fotografado serdo feitas em papel Kodabrome II, RC, F-3, da
Kodak, ou impresso em papel comum quando os negativos forem digitalizados para o computador.

Para a montagem dos cariogramas, os cromossomos serdo emparelhados de acordo com a
morfologia e em ordem decrescente de tamanho, com base em inspecdo visual. Para a classificagdo
morfoldgica e o estabelecimento do nimero fundamental de bracos cromossdmicos (NF), sera adotada
a nomenclatura de Green e Sessions (1991).

Elachistocleis aff ovalis e A. passarelli possuem cariétipos com 2n=22, praticamente
indistinguiveis quando os cromossomos sdo corados apenas pelo Giemsa. Conforme ja descrito na
literatura para exemplares das duas espécies (Bogart e Nelson, 1976), os pares 1, 2 e 6 sdo
metacéntricos, os pares 3, 4 e 5, submetacéntricos, e os pares 7, 8 10 e 11 do tipo
metacéntrico/submetacéntrico; com relacdo ao par 9, parece haver uma ligeira discrepancia nos
caridtipos, pois € do tipo metacéntrico/submetacéntrico em E. aff ovalis e subtelocéntrico em A.



passarelli. Nao ha evidéncia de cromossomos sexuais diferenciados citologicamente no caridtipo das
fémeas e tampouco no dos machos de ambas as espécies, o que foi confirmado também pela andlise de
suas preparagdes meidticas. As células em dipléteno/metdfase I mostraram 11 bivalentes e as em
metafase II, 11 cromossomos. As marcagdes de Ag-RONSs, obtidas pela primeira vez, ocorrem nas
duas espécies na regido proximal dos bracos longos dos cromossomos 8. Ja a técnica de bandamento C
mostrou uma grande diferenca entre os dois cariétipos, pois em E. aff ovalis apenas a heterocromatina
adjacente & RON foi evidenciada, enquanto que em A. passarelli as regides centroméricas de todos os
cromossomos foram marcadas, além de existir uma leve banda intersticial nos bragos curtos dos
cromossomos 11. Para melhor compreensdo dos mecanismos evolutivos que promoveram a
diferenciacgdo dos caridtipos das duas espécies, as quais pertenciam anteriormente a mesma subfamilia,
€ relevante a aplicacdo de técnicas mais resolutivas como, por exemplo, de coloragdo por
fluorocromos base-especificos, que indicam a natureza molecular das regides repetitivas existentes nos
genomas de ambas as espécies, e a de obtencdo de bandas de replicagdo com o uso de BrdU.
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