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RESUMO

Dentre os anfibios anuros da fauna brasileira, os integrantes da familia Bufonidae sdo os mais
conhecidos. Esta familia possui 528 espécies, distribuidas em 46 géneros. O género Rhinella é
0 mais representativo no Brasil, com 40 espécies descritas. Dentre estas, a espécie R. jimi € a
gue mais se destaca no nordeste brasileiro, principalmente pela estreita relagdo com o
ambiente urbano. Dessa forma, o presente trabalho objetivou analisar o cari6tipo dos
individuos de R. jimi capturados na regido Picos, semiarido piauiense. As preparagdes
cromossémicas foram obtidas a partir de células do epitélio intestinal e pulmdes, e analisadas
por meio de coloracdo convencional com Giemsa, bandamento C e Regifes Organizadoras de
Ndcleolos (NOR). Tanto individuos machos quanto fémeas apresentaram 2n=22
cromossomos (NF=44), constituido de 11 pares de macrocromossomos do tipo metacéntricos
e submetacéntricos. Nao foi evidenciado heteromorfismo sexual na espécie. Segmentos
heterocromaticos discretos foram visualizados em regides pericentroméricas e teloméricas da
maioria dos cromossomos. N&o foi possivel observar constricbes secundarias e as regides
organizadoras de nucléolos ficaram restritas somente ao sétimo par cromossomico em regides
terminais dos bracos curtos. O cari6tipo analisado corrobora em varios aspectos com a
morfologia cromossdmica altamente conservada apresentada por espécies de Rhinella.

Palavras-chave: Anfibios; Banda C; Citogenética; NOR; Semiarido brasileiro;



ABSTRACT

Among the brazilian frogs, the best known are those belonging to family Bufonidae. This
family has 528 species, distributed in 46 genera. The genus Rhinella is most representative in
Brazil, comprising 40 species. Rhinella jimi is the most popular bufonid living in northeastern
of Brazil, manly due strait relationship which urban environment. Thus, this study aimed to
analyze karyotypes of R. jimi specimens from Picos, Piaui. Chromosome preparations were
obtained from lung and gut epithelial cells, and analyzed by conventional staining with
Giemsa, C-banding and nucleolar organizing regions (NOR). This specimens had 2n = 22
chromosomes (FN = 44), with 11 pairs of metacentrics and submetacentrics
macrochromosomes. No evidences of heteromorphic sex chromosomes were observed.
Discrete heterochromatic segments were visualized in pericentromeric and telomeric regions
in the most chromosomes. It was not possible to observe secondary constrictions and, the
nucleolar organizer regions were restricted to only one chromosome (pair 7) in terminal
regions of the short arms. The karyotype analysis confirms the highly conserved Rhinella
morphology chromosome.

Keywords: Amphibians; C Band; Karyotype; NOR; Brazilian semiarid;
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1 INTRODUCAO

Os anfibios foram os primeiros vertebrados a habitarem o ambiente terrestre (ORR,
1986). Compreendem um grupo com 6.771 espécies conhecidas no mundo (FROST, 2011) e
estdo divididos em trés grandes ordens: Anura, que inclui sapos, ras e pererecas; Caudata que
agrupa as espécies de salamandras; e Gymnophiona, com as cobras-cegas (ORR, 1986).
Dentre estas, a ordem Anura é a mais abundante com 5.966 espéecies (OLIVEIRA, 2011),
distribuidas de modo heterogéneo, principalmente em regides tropicais (POUGH; HEISER,;
MCFARLAND, 2002; FROST, 2010), sendo o Brasil o pais detentor da maior, com 988
espécies descritas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2015).

Dentre todos os anfibios as espécies de anuros sdo as mais estudadas do ponto de vista
citogenético, com um total de 830 espécies com cariotipos descritos o que representa 15% das
espéecies (MEDEIRQOS, 2000). Os primeiros dados referentes aos cromossomos de anuros da
fauna brasileira foram obtidos apenas com uso de coloragdo convencional (BECAK, 1968). A
partir da década de 1960, esta linha de pesquisa teve um grande avanco devido ao
desenvolvimento de metodologias e técnicas de obtencdo das preparacdes com uso da
colchicina e tratamento hipotonico e, sobretudo, dos procedimentos de analise e identificacdo
de cromossomos (SCHMID et al., 1990). Os dados disponiveis atualmente permitem sugerir que
0s anuros apresentam um certo grau de estabilidade cromossémica, nos quais o ndmero
diploide 2n=22 cromossomos € o mais comum, com padrdes de banda C caracteristicos
(BOGART, 1972; MATSUI et al., 1985).

Os representantes da familia Bufonidae, designados como sapos verdadeiros, sao
caracterizados principalmente pela presenca de glandulas paratdides localizadas lateralmente
na cabeca e atualmente estdo representados por 571 espécies distribuidas em 48 géneros
(FROST et al., 2006; VIEIRA, 2010; FIGUEIREDO- DE- ANDRADE; SILVEIRA, 2013).
Essa familia é uma das mais representativas da Caatinga, um surpreendente bioma brasileiro,
entretanto ainda pouco conhecido, devido a escassez de estudos (OLIVEIRA et al., 2014,
MAGALHAES-JUNIOR; 2009). No ambiente da Caatinga uma espécie de sapo bufonideo
gue merece destaque € Rhinella jimi (Stevaux, 2002) (OLIVEIRA et al., 2014). Conhecido
popularmente como sapo cururu, apresentando uma ampla distribui¢do por todo o nordeste
brasileiro, colonizando areas proximas as habitagdes humanas (KUET; DI- BERNARDO,
1999; STEVAUX, 2002; BENICIO; FONSECA, 2014).

Devido a estreita relacdo com o homem observada para a espécie, aliado ao fato de
serem bons indicadores de impactos antropicos, e a relativa escassez de informacgdes a

respeito das caracteristicas citogeneticas dos individuos de R. jimi para a regido, estudos
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abordando estes aspectos sdo considerados muito importantes. Dessa forma, realizar este
trabalno € uma maneira de contribuir com a geracdo de novas informacfes sobre a
citogenética desses anfibios na regido nordeste projetando o estudo para o estado do Piaui, no

cenario da pesquisa nacional sobre o referido grupo.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracterizar citogeneticamente individuos da espécie R. jimi investigando a ocorréncia
de variacBes no cariétipo dos espécimes encontrados no semiarido de Picos, Piaui com

relacdo as demais regides brasileiras.

2.2 Objetivos especificos

- Descrever o padrdo de distribui¢do da heterocromatina constitutiva no cariotipo da espécie;

- Descrever o padrdo de localizacao das regides organizadoras de nucléolos;

- Investigar a existéncia de marcadores citogenéticos sexo especificos;

- Contribuir para uma maior expansao na area da citogenética de anfibios da Caatinga, em

especial na regido de Picos-PlI.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Caatinga

A vegetacdo de Caatinga abrange todos os estados da regido Nordeste do Brasil,
(Bahia, Ceard, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Alagoas,
Maranhdo) e o norte de Minas Gerais, Unico estado localizado na regido Sudeste (LOIOLA et
al., 2012). A Caatinga possui diferentes fisionomias e um patriménio biolégico diversificado,
apresentando variadas espécies de animais e vegetais, raros e endémicos (GIULIETTI et al.,
2004; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2004).

Assim como os demais ecossistemas Xeéricos, esse bioma representa um local
desafiador, para a fauna habitante (MARES; WILLIG; LANCHER JR., 1985). Neste
ambiente, a disponibilidade de 4gua € um elemento decisivo para a vegetacdo e a fauna,
contudo, os anfibios mesmo necessitando de disponibilidade de &gua para sua reproducdo,

aparentam boa adaptacdo as condicdes exigidas por este bioma (MINISTERIO DO MEIO
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AMBIENTE; INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, 2011; ARZABE, 1999). Dentre essas adaptacdes podem ser
visualizadas, diversas estratégias ecologicas de sobrevivéncia como: associar-se nos locais
com maior disponibilidade de agua, passar grandes periodos em estivacdo na seca e desova
em ninhos de espuma (DAYTON, 2005).

3.2 Ordem Anura

Anura € a mais numerosa e diversificada ordem de anfibios (POUGH; JANIS;
HEISER, 2008) representada por individuos com auséncia da cauda e com membros
posteriores adaptados ao salto. As 988 espécies descritas no Brasil, estdo distribuidas em 19
familias: Alsodidae (1 espécie); Allophrynidae (2 espécies); Ranidae (2 espécies); Pipidae (4
espeécies); Ceratophryidae (6 espécies); Eleutherodactylidae (8 espécies); Centrolenidae (11
espécies); Hemiphractidae (17 espécies); Aromobatidae (23 espécies); Dendrobatidae (25
espécies); Cycloramphidae (36 espécies); Odontophrynidae (44 espécies); Hylodidae (45
especies); Microhylidae (51 espécies); Brachycephalidae (54 espécies); Craugastoridae (58
espeécies); Bufonidae (79 espécies); Leptodactylidae (152 espécies) e Hylidae (370 espécies)
(SEGALLA et al., 2014). Os anuros apresentam variados modos de reproducdo (RIEVERES,
2010). S@o encontrados em sua maioria nos tropicos (DUELLMAN; TRUEB, 1986),
dependendo de ambiente com umidade, ao menos em fase de reproducdo (ORR, 1986), sendo
a heterogeneidade desses habitats um importante fator para a variacdo da diversidade das
especies (PAULA, 2012).

Assim como os demais anfibios, a pele dos anuros é recoberta por véarias glandulas,
responsaveis por manté-los imidos (ORR, 1986). Aliado a estas, alguns anuros exibem ainda
outro tipo de glandulas formando verrugas bilaterais, responsaveis pela secrecdo de um
veneno, utilizado na defesa destes (CAMPLESI, 2006; ORR, 1986; JARED; ANTONIAZZI,
2009). Além desse mecanismo de defesa natural, possuem ainda a capacidade de inflar os
pulmdes para demonstrar um tamanho maior, como é o exemplo a espécie R. jimi (MONTI;
CARDELLO, 1994; JARED; ANTONIAZZI, 2009).

Quanto & alimentacdo, anfibios Anuros sdo declarados predadores oportunistas,
utilizando a estratégia de captura do tipo “senta-espera” para obtencao dos recursos troficos
(OLIVEIRA et al. 2014). Alimentam-se de insetos e pequenos invertebrados desempenhando
assim um relevante papel biolégico no controle de suas presas (SANTOS, 2013; SANTANA,;
JUNCA, 2007; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2004).
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3.3 Grupo Rhinella marina

A familia Bufonidae, é constituida por 46 géneros e 528 espécies, sendo Rhinella
Fitzinger, 1826 o0 género mais representativo no Brasil, contando com 40 espécies
(FONTANA, 2012, FROST, 2009). Todas as especies agrupadas atualmente em Rhinella
estavam distribuidas no género Bufo Laurenti, 1768 (FROST, 2004). Frost et al. (2006), com
base em dados moleculares, langaram uma proposta evolutiva para os anfibios, dividindo as
espeécies restritas a América do Sul em géneros distintos Rhinella, Rhaebo Cope, 1862 e
Chaunus Wagler, 1828. Quase que concomitantemente, Pramuk (2006) baseando-se em dados
biogeograficos, morfoldgicos e moleculares exibidos pelas espécies sulamericanas do género
Bufo, conclui que espécies da Ameérica do Sul, América Central e América do Norte formam
um grupo irmao, fazendo parte de um agrupamento monofilético.

Um ano mais tarde, Chaparro et al. (2007) utilizando analises filogenéticas e
moleculares com individuos da familia Bufonidae, sugeriram o nome Rhinella para incluir a
maioria dos clados “recentes” que antes era atribuidas ao género Bufo sulamericanos. O
género Rhinella desde entdo vem sendo usado fazendo referéncia as espécies do grupo R.
marina (CHAPARRO et al., 2007; PRAMUK et al., 2008).

Segundo Maciel (2008) o grupo Rhinella marina é composto por 10 espécies: R.
arenarum (Hensel, 1867), R. icterica (Spix, 1824), R. marina (Linnaeus, 1758), R. schneideri
(Werner, 1894), R. poeppigii (Tschudi, 1845), R. rubescens (Lutz, 1925), R. jimi, R. achavali
(Maneyro, Arrieta & de Sa, 2004), R. veredas (Branddo, Maciel & Sebben, 2007) e R.
cerradensis (Maciel, Branddo, Campos & Sebben, 2007).

3.4 Citogenética de anfibios anuros

Analises citogenéticas em anuros sdo importantes por fornecerem dados que permitem
visualizar amplamente a histéria evolutiva exibida através do caritipo dessas espécies
(BARTH et. al., 2013). Dessa forma, tais informacdes, contribuem na investigacdo sistematica
e taxondmica de varios grupos da ordem Anura (MEDEIROS, 2000).

Sdo diversos 0s bandamentos que mostram aspectos estruturais gerais dos
Cromossomos e a maneira como a cromatina esta organizada, sendo o padrao de banda, muito
importante na sistematizagdo de anfibios, que possuem cariotipos semelhantes (HILIS;
MORTIZ; MABLE, 1990; SUMNER, 1990). Miura (1995) por exemplo, usando padrdes de
Banda C, diferiu dois cariétipos em Bufo japonicus japonicus Matsui, 1984, aparentemente

semelhantes sobre coloragdo convencional. Estudos indicam que dentre os vertebrados, os
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anfibios sdo o0s que apresentam maior divergéncia na frequéncia das regides de
heterocromatina constitutiva nos cromossomos (MIURA, 1995).

Os anuros em geral exibem grandes quantidades de heterocromatina em seus
cariotipos, localizados em sua maioria nos centrémeros, telémeros e proximos as NORs. Tais
caracteristicas tornam a técnica de banda C, uma das mais utilizadas para estudos com esses
animais (SCHIMID et al., 1990; GALLEGO, 2008; MEDEIRQOS, 2000).

Desde 1990, muitos anuros brasileiros tiveram seus cariotipos estudados (NUNES;
FAGUNDES, 2008). Inicialmente as descri¢cbes citogenéticas baseavam-se apenas em
caracterizagdo do numero e morfologia cromossdémica, sendo raras informagGes sobre
constri¢cdes secundarias e regides de satélites (OLIVEIRA, 2012). Segundo Gazoni (2011) o
aperfeicoamento dos procedimentos citogenéticos em anuros, com obtencdo direta dos
cromossomos e a introducdo do cultivo de linfécitos e de fibroblastos, tiveram como
consequéncia uma melhor qualidade das preparacdes citologicas, contribuindo assim com
uma gama maior de informagfes. Ainda segundo este mesmo autor, estudos citogenéticos de
anuros, mostraram uma utilizacdo frequente de coloracdo com fluorocromos base-especificos,

visto que estes podem informar mais detalhadamente as regides repetitivas nos cromossomaos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo

As coletas foram realizadas na cidade de Picos, localizada na por¢do centro-sul do
estado do Piauf, com uma 4rea de aproximadamente 803 Km?, a uma latitude 7°04°37” Sul e a
uma longitude 41°28°01” Oeste, situado a margem direita do rio Guaribas (ALEIXO et al.,
2014). Apresenta uma distancia de 320 km da capital Teresina, pela BR-316. (BARBOSA et
al., 2007). Possui uma populacdo de 73.417 habitantes (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010).

O clima do municipio é do tipo seco e semiérido, com uma vegetacdo de caatinga
arborea e arbustiva (VIDAL, 2003; CEPRO, 1990). A precipitacdo media anual e de 706,7
mm, sendo que 83,59% aproximadamente concentram-se nos meses de dezembro a abril, com
distribuicdo irregular e periodo seco de maio a novembro (PORTELA et al., 2008;
DEPARTAMENTO NACIONAL DE METEOROLOGIA, 1992). A temperatura média anual
é de 28 a 30°C, sendo a maior parte das chuvas concentradas nos meses de dezembro, janeiro
e fevereiro (ANDRADE- JUNIOR, 2004; MEDEIROS et al., 2012).

4.2 Procedimentos em campo
4.2.1 Material bioldgico

As coletas dos exemplares de R. jimi (FIG.1) ocorreram, no periodo noturno, durante
0s meses de julho a novembro de 2015. O método empregado para coleta dos individuos foi a
busca ativa (auditiva-visual), por meio de caminhadas noturnas na zona rural da cidade com
auxilio de lanternas e o encontro ocasional. A captura dos espécimes foi realizada
manualmente e os exemplares coletados transportados ao laboratério de Biologia do Instituto
Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia do Piaui, campus Picos, onde foram realizados 0s
procedimentos para a coleta de material citogenético, catalogacao, registro e posterior fixacdo

e preservacao.
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Figura 1: Individuo de Rhinella jimi (Stevaux, 2002), proveniente de Picos-Pl.

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

4.3 Procedimentos em laboratério
4.3.1 Indugéo de mitoses

Para obtencdo de cromossomos mitéticos, foi utilizada ativacdo da proliferacdo celular
in vivo, por meio da técnica de inducdo de mitoses descrita por Cole; Leavens (1971), na qual
uma solucdo de fermento bioldgico € aplicada nos espécimes. A solucdo de fermento
bioldgico foi preparada com 0,3g de fermento, 0,3g de acucar e 10 mL de agua destilada,
incubada em estufa a 37°C, durante 20 minutos, até iniciar a fermentacdo. Em seguida a
solucdo foi injetada intrapeitoralmente no anfibio, na proporcdo de 1mL dessa suspensdo para

cada 10g do peso do animal.

4.3.2 Obtencdo de metafases
Em cada espécime, foi administrada intraperitonealmente, solucdo de colchicina na
concentracéo entre 0,01% a 0,1%, na proporcao aproximada de 0,1mL/10g de peso do animal.

Ap0s 6 horas os animais foram anestesiados e sacrificados.

4.3.3 Preparacdes citoldgicas a partir do epitélio intestinal

Os cromossomos metafasicos foram obtidos por meio da raspagem do epitélio
intestinal, seguindo o protocolo de Schmid (1978) com algumas modificagfes. Apos retirado,
0 intestino foi aberto longitudinalmente e lavado com solucdo hipotonica de cloreto de
potassio 0,075M e entdo colocado em uma placa Petri contendo solucéo hipoténica e mantido

por 45 minutos em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, o intestino foi transferido
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para outra placa contendo fixador Carnoy (metanol e &cido acético, na proporc¢éo 3:1), gelado,
e preparado no momento do uso, onde foi realizada a raspagem da mucosa intestinal com
auxilio de uma pequena espatula. Seguidos 20 minutos ap0s a raspagem, a suspensdo foi
transferida para um tubo tipo Falcon e centrifugada por sete minutos a 1000 rpm e descartado
0 sobrenadante. O sedimento foi dissociado com ajuda de uma a pipeta Pasteur e 3mL do
fixador foi adicionado vagarosamente, sendo pipetado logo em seguida lavando bem as
células. Tal procedimento foi realizado, pelo menos, mais duas vezes, dependendo da
quantidade de material retirado. Apos, ultima centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e

adicionado ao mesmo uma quantidade de fixador suficiente para o preparo das laminas.

4.3.4 Preparac0es citoldgicas a partir do pulméao

Preparacdes citoldgicas foram também obtidas a partir do pulmdo, seguindo o
protocolo de Bertollo; Takahashi; Moreira-Filho (1978), com adapta¢cdes. Com o auxilio de
pingas e tesouras os pulmdes, foram retirados e colocadas em placa de Petri onde o 6érgdo foi
desagregado com auxilio de pincas e seringa sem agulha, para liberacéo das células.

A suspensdo foi transferida para um tubo de centrifuga e incubada a 45 minutos.
Decorrido esse tempo, foi feita a pré-fixacdo adicionando a suspensédo cerca de seis gotas de
fixador Carnoy (metanol e acido acético, na proporcéo 3:1), gelado, e preparado no momento
do uso. Apds adicionado o fixador, a suspencdo foi agitada levemente e aguardado cinco
minutos, em seguida foi feita uma nova adi¢do de mais seis gotas de fixador, que depois de
pipetado levemente esperou-se mais cinco minutos. Apds todos esses procedimentos a
suspensdo foi transferida para um tubo Falcon e centrifugada entre 900 a 1000 rpm por sete
minutos e descartado o sobrenadante. O pellet foi dissociado com uma pipeta Pasteur e 3mL
do fixador foi adicionado vagarosamente, sendo homogeneizado logo em seguida lavando
bem as células. Tal procedimento foi realizado, pelo menos, mais duas vezes, dependendo da
quantidade de material retirado. Apo6s a Ultima centrifugacdo foi feito o descarte do

sobrenadante e adicionado uma quantidade de fixador suficiente para o preparo das laminas.

4.3.5 Técnica de coloragdo convencional com Giemsa

Sobre uma lamina limpa e seca, mantida horizontalmente sobre um suporte de arame
colocado em banho-maria a 60°C, a 0,5cm do nivel de agua, foi pingado uma ou duas gotas
da suspensdo. Logo em seguida, a lamina foi retirada do banho-Maria e colocada para secar

ao ar. Depois de secas as mesmas foram coradas com solu¢do de Giemsa diluida a 5% em
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agua destilada, durante 10 minutos. Em seguida, a ldamina foi lavada em agua destilada ou

agua corrente e deixada secar a temperatura ambiente.

4.3.6 Deteccao da heterocromatina constitutiva

O estudo da heterocromatina constitutiva foi realizado conforme a técnica de
bandamento C, descrita por Sumner (1972), com algumas modifica¢bes. As laminas foram
colocadas em 0,2 N de acido cloridrico (HCI) durante 45 minutos a temperatura ambiente, em
sequida lavadas com agua destilada e transferidas para uma solucédo salina de 2xSSC, a 60°C
por 15 minutos. Ap6s serem lavadas em &gua destilada, as laminas foram incubadas em
solucdo de hidroxido de bario a 42°C durante 15 segundos e mergulhadas rapidamente em
solucdo 0,2 N de acido cloridrico, lavada novamente e posta para secar. ApOs esse
procedimento as laminas foram submetidas a uma solucédo salina de 2xSSC a 60° e agitadas.
Por fim, a preparacdo foi lavada com agua destilada e corada com Giemsa a 10% por 10

minutos.

4.3.7 Deteccao das regides organizadoras de nucléolos (NORs)

Para a caracterizacdo das (NORs) foi utilizada basicamente a técnica descrita por
Howell; Black (1980), com algumas alteragdes. A lamina foi hidrolisada em &cido cloridrico
1IN a 60°C, por trés minutos e ap0s secar, recebeu uma gota de gelatina dissolvida e duas
gotas de solucéo de nitrato de prata a 50%. Posteriormente a lamina foi coberta com laminula
e incubada em camara umida (placa de Petri com papel aluminio e dois suportes de apoio) a
60°C, durante trés a quatro minutos. Passado esse tempo a ldamina foi corada com Giemsa por
cerca de 30 segundos, lavada em &gua destilada e posta para secar.

4.3.8 Analise cariotipica

Foram analisadas preparagdes cromossdmicas de quatro espécimes (dois machos e
duas fémeas) ao microscopio de luz, as melhores metéfases foram selecionadas e capturadas
com software Image Pro Plus, 6.0 (Media Cybernetics), com objetiva de imersdo de 100x.
Para montagem do cariétipo, os cromossomos foram recortados usando o software Adobe
Photoshop Elements 6.0 e organizados em pares, em ordem decrescente de tamanho com base
no proposto por Levan et al. (1964).
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5 RESULTADOS

A analise cariotipica de R. jimi, em coloracdo convencional, revelou nimero diploide de
2n=22 cromossomos e formula cariotipica composta por 11 pares de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos (Numero Fundamental=44) para machos e fémeas (FIG. 2).

A heterocromatina constitutiva apresentou-se distribuida principalmente nas regifes
centromérica, pericentomérica e telomérica da maioria dos cromossomos, porém em alguns,
foi evidenciada uma pequena variacdo, havendo cromossomos com quantidades ainda maiores
de heterocromatina, difundidas por toda extensao cromossomica (FIG. 3).

Sob este tipo de coloragdo ndo foi verificado indicios de heteromorfismo sexual. Na
espécie R. jimi ndo foi visualizada a presenca de constri¢cbes secundarias. Quanto as regides
organizadoras de nucléolo, marcadas pela prata, foi observado apenas um par portador da

NOR, correspondente ao sétimo em regides terminais dos bracos curtos (7p) (FIG. 4).
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Figura 2. Caridtipo em coloragdo convencional por GIEMSA de Rhinella jimi. (A) Cariétipo de um
espécime macho; (B) Cari6tipo de um espécime fémea.
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FONTE: Elaborado pela autora (2016).
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Figura 3. Padrdo de distribuicdo de Banda-C em Rhinella jimi. (A) individuo macho; (B)
individuo fémea. Setas: regides heterocromaticas evidentes em regides centroméricas,
pericentroméricas e teloméricas.

FONTE: Elaborado pela autora (2016).

Figura 4. Metafase com marcacao das regides organizadoras de nucléolo (NORs) da espécie
Rhinella jimi. Setas: localizacdo das NORs, no braco curto do sétimo par.

FONTE: Elaborado pela autora (2016).
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6 DISCUSSAO

O numero diploide 2n=22 encontrado em R. jimi foi o mesmo observado em varias
espécies pertencentes a0 mesmo género, R. ornata (Spix, 1824) (BALDISSERA-JR;
BATISTIC; HADDAD, 1999; AMARO-GHILARD; RODRIGUES; YONENAGA-
YASSUDA, 2004) R. pombali (Baldissera, Caramaschi & Haddad, 2004) (SILVA, 2010), R.
boulengeri Chaparro, Pramuk, Gluesenkamp & Frost, 2007 (LANTYER SILVA et al., 2009)
e em R. crucifer (Wied-Neuwied, 1821) (BALDISSERA-JR; BATISTIC; HADDAD, 1999;
SILVA, 2010), bem como em oito espécies de Bufo (atualmente Rhinella) (B. ictericus Spix,
1824, B. spinulosus spinulosus Andersson, 1908, B. arenarum Hensel, 1867, B. g.
fernandezae Gallardo, 1957, B. g. d'orbignyi Muller & Hellmich, 1936, B. crucifer Wied-
Neuwied, 1821, B. paracnemis Lutz, 1925, B. marinus (Linneeus, 1758)) (BRUM-ZORILA;
SAEZ, 1973). Tal fato demonstra que esse numero cromossémico é comum ao género, e vem
se mantendo ao longo do tempo. Relatos de estabilidade cromossdmica como o evidenciado
para R. jimi, é compartilhado entre espécies dos géneros Anaxyrus Tschudi, 1845, Atelopus
Duméril & Bibron (1841), Bufo, Capensibufo Grandison, 1980, Melanophryniscus Gallardo,
1961, Nannophryne Ginther, 1870, Nectophrynoides Noble, 1926, Ollotis Cope, 1875,
Schismaderma Smith, 1849 e Werneria Poche, 1903 (KING 1990; KURAMOTO 1990),
demostrando também que esse nimero é comum a grande maioria das espécies pertencentes a
familia (AMARO-GHILARDI et. al., 2007).

Casos de estabilidade no numero cromossémico tem sido relatado em outros grupos de
vertebrados como é o caso de espécies de lagartos do genéro Salvator Duméril & Bibron,
1839 (VERONESE; FREITAS; KRAUSE, 2003; SANTOS et al., 2008; HERNANDO,
ALEJANDRA B., 1999) e de peixes Piabina J.  T. Reinhardt, 1867
(PORTELA; GALETTI-JR; BERTOLLO, 1988; PERES; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO,
2008; FERNANDES et al., 2010). Diferente do que ocorre em outros grupos, uma
caracteristica marcante observada também nos individuos de R. jimi, foi a presenca de
macrocromossomos, organizados nos tipos metacéntricos e submetacéntricos. A auséncia de
microcromossomos e constituicdo exclusiva de cromossomos de dois bragos também é
observado nas espécies Chaunus jimi Stevaux, 2002 analisada por Amaro- Ghilardi et al.
(2007) proveniente de Ibiraba-BA, assim como R. pombali e R. crucifer (SILVA, 2010).

O padrdo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva no genoma de R. jimi
mostram sinais discretos nas regides centromérica, pericetroméria e telomérica da maioria dos

cromossomos. Embora o material ndo seja totalmente preciso para indicar nos cromossomos a


http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/be6e12fe869689a54e760f4feeb047f5/synonym/934776953d660089ebd543215a345743
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/be6e12fe869689a54e760f4feeb047f5/synonym/934776953d660089ebd543215a345743
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presenca de heteromorfismo, € o suficiente para constatar presenca de cromossomos com
banda C positiva em toda sua extenséo.

A marcacdo eventual na posicdo centromérica restrita a alguns cromossomos,
mostraram-se diferente das encontrados por (KASAHARA; SILVA; HADDAD; 1996);
Lantyer Silva et al., (2009), Amaro-Ghilardi et al. (2007) e Silva (2010) para algumas
espécies do género Rhinella. Segundo estes autores, os espécimes analisados apresentaram
padrdo de bandas centromérica distribuida em todos os cromossomos. Por outro lado,
resultados similares aos de R. jimi, foram observados no trabalho de Gallego (2008), na
espécie Bokermannohyla hylax (Heyer, 1985) da familia Hylidae, onde foi evidenciada
heterocromatina em regides teloméricas e pericentroméricas de alguns pares.

Padrbes de banda C distintos, no que diz respeito a espécies com cariétipos muito
préximos, sdo bastante relevantes (GAZONI, 2011), podendo sugerir possiveis rearranjos
ocorridos na evolugdo (SUMNER, 1990). Oliveira (2011) estudou trés populacdes de
Leptodactylus latrans Steffen, 1815 (2n=22), que submetidos a técnica de bandeamento C
apresentaram diferentes padrdes de banda, centromérica/ pericentromérica em duas
populacdes e marcagdes teloméricas somente em uma das populacdes.

Padroes diferenciados de distribuicdo de heterocromatina entre espécies sao
observados tanto em Anuros primitivos quanto nos mais derivados (KING, 1991). A técnica
de Banda C na citogenética de anuros, aliado a outras técnicas citolégicas, vem se tornando
extremamente importante para entendimento de constituicdo molecular e organizacao
cromossémica, principalmente no que diz respeito as regides heterocromaticas (GAZONI,
2011) podendo trazer informagdes evolutivas referentes a esses animais (MEDEIRQOS, 2005).

A auséncia de contri¢cbes secundarias no cari6tipo, contrastam com o observado nas
espécies R. pombali e R. crucifer, nas quais esta estrutura esta localizada no brago curto do
sétimo par cromossomico (SILVA, 2010). Da mesma forma, como em alguns grupos e
espécies de Rhinella sulamericanas como, por exemplo, R. atacamensis (Cei, 1962), R
arenarum, R. marina, Rhaebo haematiticus (COPE 1862), R. granulosa (Spix, 1824), Incilius
valliceps (Wiegmann, 1833) e “Bufo” stomaticus Litken, 1864 (BOGART, 1972). Contudo
exemplos de auséncia séo comuns em outros géneros, como observado em trés populacGes de
Leptodactylus (Fitzinger, 1826) como L. latrans, provenientes de fragmentos de Caatinga do
estado Sergipano (OLIVEIRA, 2011).

Regides Organizadoras de Nucléolo (NORs) sdo areas cromossémicas na qual
encontram-se localizados genes responsaveis pela producdo de determinados tipos de RNA

ribossémicos (rRNA), os quais compordo grande parte do nucléolo (SUMNER, 1990;
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GUERRA, 1988). Regifes organizadoras de nucléolos do tipo simples tém sido apontadas
como uma caracteristica basal para anfibios com cariotipo diploide (KING; WOOLLARD;
IRVING, 1990). A analise de NORs usando impregnacdo com nitrato de prata (AgNO3),
mostrou que R. jimi, possui somente um par de cromossomos portadores desta estrutura,
muito semelhante aos resultados observados em répteis como jacarés (VALENCIA, 1993) e
em algumas ordens de aves (GUNSKI, 1992).

Posicbes diferenciadas das NORs nos cromossomos de espécies proximas tém
permitindo sugerir rearranjos cromossoémicos, tento um importante papel na diferenciacdo de
espécies aparentemente conservadas (SCHIMID, 1978; RABER, 2000). A dindmica destes
cistrons pode estar relacionada com a natureza repetitiva dessas regides do genoma dos
vertebrados. A NOR localizada no brago curto do par cromossémico 7 da espécie R. jimi,
corroborou com as NORs encontradas em outras do mesmo género: R. ictericus (Spix, 1824),
R. rubescens e R. schneideri (tratados como Chaunus) por Amaro-Ghilardi et al. (2007),
diferindo destas apenas quanto a localizacdo ocupada no cromossomo.

A analise cromossomica de R. jimi, permitiu identificar que a espécie possui um
cariotipo muito proximo do observado em outras espécies da familia Bufonidae nas quais o
namero diploide permanece inalterado na maioria das espécies, sem maiores indicios de
rearranjos estruturais. Além disso, é possivel observar a presenca de NOR em apenas um par
cromossémico, geralmente restrita ao par nimero 7, para a maioria das espécies bem como
pequenas variacBes quanto ao tamanho dos blocos heterocromaticos, e distribuicdo dos

mesmos entre as espécies.

7 CONCLUSAO
Baseando-se nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

—O ndmero cromossdmico para a amostra estudada e para o género Rhinella é bastante
conservado, mantendo o cariétipo diploide de 2n=22 e NF=44 diferindo apenas na
composicao de cromossomos metacéntricos e submetacénctricos;

— O cari6tipo constituido apenas por macrocromossomos € uma caracteristica bastante
compartilhada para o género, sendo esta uma caracteristica pouco observada entre 0s
vertebrados.

—As analises citogenéticas empregadas revelaram diferengas citogenéticas quanto a

distribuicdo dos blocos heterocromaticos, com relacéo as demais espécies de Rhinella;
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—Diferente do que ocorre em outras espécies do género, ndo foram visualizadas
constri¢Bes secundarias por meio da coloracdo convencional;

—A localizacdo das NORs deu-se no braco curto do sétimo par cromossdémico, fato
semelhante ao ocorrido em outras espécies pertencentes a Rhinella, porém com uma
diferenga apenas quanto a localizagdo que deu-se de forma terminal em R. jimi. Essa
caracteristica € um indicativo de rearranjo estrutural no cromossomo, possivelmente
quebra seguida de inversao, ja& que o nimero de cromossomos no caridtipo diploide
permanece inalterado.

—Considerando a escassez de estudos com anfibios no Nordeste brasileiro, os resultados
apresentados nesse trabalho, tratando de anuros endémicos da caatinga, subsidiaréo

estudos futuros na area.
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