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EPIGRAFE

“Um coelho branco é tirado de dentro de uma cartola. E porque se trata de um coelho muito grande, este
truque leva bilhdes de anos para acontecer. Todas as criangas nascem bem na ponta dos finos pélos do coelho.
Por isso elas se encantam com esse truque de mégical Mas & medida que envelhecem, elas vao afundando
lentamente para a base dos pelos do coelho. E ficam por |4. Tao confortaveis que jamais ousaréo subir de volta
para a ponta dos pélos, Somente os fildsofos ousam retomar essa jornada perigosa rumo aos limites da
linguagem e da existéncia. Alguns deles escorregam e despencam no caminho, mas outros se agarram com
forga aos pelos do coelho e |4 do alto gritam para serem ouvidos pelos que ficaram ali embaixo, acomodados na
pelagem macia do coelho, refestelando-se com boa comida e bebida.

— Senhaoras e senhores — gritam eles —, estamos flutuando pelo espago!

Mas ninguém ali presta atengéo no que gritam os filasofos.

— Puxa, mas que gente mais barulhental — dizem.

E continuam a conversar: serd que vocé poderia me passar a manteiga? (ual a cotagéo das agies hoje? (ual o

preco do tomate? Voce ouviu dizer que a Lady Di esté gravida de novo?"

Jostein Gaarder - 0 Mundo de Sofia .

“[s seres humanos podem ansiar pela certeza absoluta, podem aspirar e alcanga-la; podem fingir que a
atingiram. Mas a histaria da ciéncia - de longe o mais bem-sucedido conhecimento acessivel aos humanos -
ensina que o maximo que podemos esperar & um aperfeignamento sucessivo de nosso entendimento, um
aprendizado por meio dos nossos erros, uma abordagem assintdtica do Universo, mas com a condigdo de que a

certeza absoluta sempre nos escapard.”

Carl Sagan - 0 mundo assombrado pelos demanios.



RESUMO

A grande uniformidade morfoldgica dos anuros os torna o grupo mais facilmente diagnosticavel
entre os vertebrados e, em funcdo dessa pouca diversificagdo de formas, os estudos baseados
apenas em morfologia sdo, muitas vezes, de dificil interpretacdo taxondmica. Atualmente outras
abordagens estdo sendo utilizadas na identificacdo destes animais, como por exemplo, a
vocalizacgdo, o sequenciamento de genes e o0 estudo dos cromossomos que, somados aos estudos
de morfologia, facilitam a correta identificacdo das espécies. Nas Bacias Hidrograficas Taquari-
Antas e Apaué Inhandava, RS, os trabalhos sobre a anurofauna local sdo ainda incipientes e
quando eles acontecem, sdo decorrentes, na sua maioria, de analises de morfologia externa.
Outro aspecto relevante no grupo dos anuros se relaciona a atividade antimicrobiana das
secre¢des produzidas em sua pele. Esta tem sido uma area de grande interesse farmacologico,
pois pode representar uma nova perspectiva terapéutica. Tratando-se de uma proposta que
abrange duas diferentes abordagens, objetivamos: (1) caracterizar citogeneticamente as espécies
ocorrentes nas duas bacias, comparando os resultados entre si e com os de outros locais de
ocorréncia, verificando a correta identificacdo das espécies e (2), avaliar a atividade
antimicrobiana das secre¢des da pele de Rhinella henseli, testando sua acéo sobre as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e o fungo Candida albicans. Neste estudo, foram
caracterizadas citogeneticamente, por meio da coloragdo convencional (Giemsa) e diferencial
dos cromossomos (Bandamento C e AgNOR) as espécies: Aplastodiscus perviridis,
Leptodactylus latrans, Leptodactylus mystacinus, Physalaemus cuvieri, Physalaemus aff.
gracilis, Boana faber, Leptodactylus plaumanni, Odontophrynus  americanus,
Melanophryniscus devincenzii, Rhinella henseli e Rhinella icterica. Para a analise da atividade
antimicrobiana, a obtencdo da secrecdo de R. henseli foi por meio de injecdo subcutanea de
epinefrina, testada pela técnica de bioautografia. Nossos resultados verificaram que as espécies
que foram comparadas citogeneticamente entre si e com as de outros locais de ocorréncia, por
meio de estudos ja realizados por outros autores, ndo apresentaram diferencas relevantes nas
caracteristicas cromossdmicas espécie-especificas das populagcdes, ndo sendo verificada
nenhuma evidéncia de alteragdo citogenética, concluindo assim, que as bacias hidrogréaficas ndo
representaram, até o momento, barreiras geograficas capazes de isolar as populacdes. Através
do estudo antimicrobiano, verificamos que em R. henseli a secrecdo extraida da sua pele
apresenta atividade antimicrobiana contra a levedura C. albicans, sendo este o primeiro estudo
da acdo antimicrobiana neste bufonideo.

Palavras-chave: 1. Anurofauna. 2. Analises cromossémicas. 3. Identificacdo de espécies.
4. Acdo antimicrobiana. 5. A¢do antifingica.



ABSTRACT

The great morphological uniformity of the anurans makes them the most easily diagnosable
among it may represent a new therapeutic perspective. The objective of this proposal is to: (1)
characterize the cygenogenetic species in the two basins, comparing the results with each other
and with those of other sites of occurrence, verifying the correct identification of the species and
(2), to evaluate the antimicrobial activity of Rhinella henseli skin secretions, testing its action on
the bacteria Staphylococcus aureus, Escherichia coli and the fungus Candida albicans. In this
study, the species: Aplastodiscus perviridis, Leptodactylus latrans, Leptodactylus mystacinus,
Physalaemus cuvieri, Physalaemus aff. gracilis, Boana faber, Leptodactylus plaumanni,
Odontophrynus americanus, Melanophryniscus devincenzii, Rhinella henseli and Rhinella
icterica were cytogenetically characterized by conventional staining (Giemsa) and differential
chromosomes (Bandamento C and AgNOR). For the analysis of the antimicrobial activity, the
secretion of R. henseli was obtained by subcutaneous injection of epinephrine, tested by the
technique of bioautography. Our results verified that the species that were cytogenetically
compared to each other and to those of other sites of occurrence, through studies already
performed by other authors, did not present significant differences in the species-specific
chromosome characteristics of the populations, and no evidence of cytogenetic alteration, thus
concluding that the river basins did not represent, so far, geographical barriers capable of
isolating populations. Through the antimicrobial study, we observed that in R. henseli the
secretion extracted from its skin shows antimicrobial activity against yeast C. albicans, being
this the first study of the antimicrobial action in this bufo.

Key words: 1. Anura wildlife. 2. Chromosomal analysis. 3. Identification of species.
4. Antimicrobial action. 5. Antifungical action.
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Introducao

1 INTRODUCAO

A Classe Amphibia compreende animais que vivem uma parte de seu ciclo na
agua doce e a outra parte na terra. E dividida em trés ordens: Anura (rds, pererecas e
sapos), Caudata (salamandras e tritdes) e Gymnophiona, (cecilias ou apodes) (Pough,
Janis & Heiser 2008).

O grupo dos anuros (grego an=sem, uro=cauda), ocorre em todos 0s
continentes, exceto nas regides gelificadas dos Polos Norte e Sul e nas ilhas oceanicas
(Frost 2018). A grande uniformidade morfoldgica dos anuros os torna 0 grupo mais
facilmente diagnosticavel entre os vertebrados. Ao mesmo tempo, e em funcdo dessa
pouca variagdo morfologica intraespecifica, os estudos baseados em morfologia sdo,
muitas vezes, de dificil interpretacdo no que se refere aos aspectos de taxonomia e
filogenia de determinados grupos, visto que, nesses estudos, a existéncia de
sobreposicdo de caracteres morfologicos apontados como diagnosticos entre taxons
aparentados, muitas vezes torna dificil a realizacdo de uma eficiente diferenciacao,
gerando erros de identificacdo com tendéncia a unir varias espécies em uma so (Busin et
al. 2001, Lourenco et al. 2015). Outras abordagens utilizadas para identificacdo também
séo utilizadas, como por exemplo, a vocalizagdo, o sequenciamento de genes, o estudo
dos cromossomos que, somados aos estudos de morfologia externa e interna, e aos
demais estudos, auxiliam a correta identificacdo das espécies. Nesse contexto, o estudo
citogenético pode ser utilizado como ferramenta capaz de auxiliar os estudos
taxondmicos, filogenéticos e da evolucgdo da anurofauna.

Outro aspecto relevante no grupo dos anuros se relaciona a atividade
antimicrobiana que as secre¢des produzidas na pele desses animais podem apresentar.
Devido ao sério problema enfrentado atualmente com microrganismos que apresentam
resisténcia aos medicamentos disponiveis no mercado, a atividade antimicrobiana
dessas secrecdes tem sido um tema de grande interesse farmacoldgico e que pode

representar uma nova perspectiva terapéutica, uma vez que 0S anuros representam um
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verdadeiro laboratério bioquimico, com o arsenal de toxinas que fabricam (Schwartz et
al. 2007). Portanto, a investigacdo dessas substancias € significativa e deve ser
intensificada, pois além dos efeitos antimicrobianos, elas tém apresentado diversos
outros efeitos, como anestésicos e alucindgenos, conforme relatado na revisdo de
literatura desta dissertacao.

Nas Bacias Hidrogréficas, Taquari Antas e Apaué Inhandava, regido norte do
estado do Rio Grande do Sul, os trabalhos sobre o conhecimento da anurofauna séo
ainda incipientes e quando acontecem, sdo decorrentes, na sua maioria, de analises da
morfologia externa e da vocalizacdo. Com o objetivo de verificar se as caracteristicas
cromossémicas espécie-especificas dos anuros das populagfes das duas bacias
hidrograficas sdo as mesmas e se as bacias podem estar representado barreiras
geograficas, analisamos citogeneticamente sete especies de anuros provenientes da
Floresta Nacional de Passo Fundo (FLONA), municipio de Mato Castelhano, RS
(28°18'59.10"S, 52°11'26.42'0), Bacia Hidrografica Taquari-Antas: Physalaemus
cuvieri, Physalaemus aff. gracilis, Aplastodiscus perviridis, Boana faber, Rhinella
henseli, R. icterica e Leptodactylus latrans, e nove espécies provenientes do parque
Municipal de Sertdo, Sertdo, RS (28°02'33.46"S, 52°12'58.56"0), Bacia Hidrogréafica
Apaué Inhandava: L. latrans, L. mystacinus, L. plaumanni, P. cuvieri, Physalaemus aff.
gracilis, R. henseli, R. icterica, M. devincenzii e O. americanus. Da espécie R. henseli,
investigamos a atividade antimicrobiana da secrecdo da pele, testando sua acdo contra
as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli e contra o fungo Candida
albicans.

No capitulo I, apresentamos o Artigo: “Citogenética de nove espécies de
anfibios anuros ocorrentes em duas Bacias Hidrograficas do norte do Rio Grande Do
Sul”, que traz as caracteristicas citogenéticas comparativas das especies, comparando 0s
dados citogenéticos obtidos para as populacdes das duas bacias e com dados das
espécies ocorrentes em outras localidades e analisadas por outros autores.

No capitulo II, o Artigo “Comparative cytogenetics of nine populations of the
Rhinella genus (Anura, Bufonidae) with highlight on their conservative

karyotype”discute dados da localizagdo das Regides Organizadoras de Nucléolo

Natalia Cristine Ficanha 16
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(NORs) de populagdes de anuros do género Rhinella, e nele contrubuimos com as
analises de R. henseli (primeiro relato citogenético) e R. icterica, populacdes de Sertdo e
de Mato Castelhano. Este artigo ja foi aceito pela Revista “Genetics and Molecular
Biology” e foi escrito em parceria com o grupo de Pesquisa em Citogeneética e
Mutagénese da Universidade Federal do Parand (UFPR) e com o Laboratério de
Estudos Cromossomicos da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

No capitulo III, apresentamos o Artigo “Inibigdo de Candida albicans pela
secrecdo da pele de Rhinella henseli (Anura, Bufonidae)®, onde testamos a atividade

antimicrobiana da secrecédo da pele desse anuro.

Natalia Cristine Ficanha 17
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A ordem Anura

Caudata, Anura e Gymnophiona séo as trés ordens da Classe Amphibia (Frost,
2018). A evolugdo das trés ordens esta relacionada com a forma de locomogdo do
grupo, sendo o0s anuros a ordem que obteve mais progresso na conquista de terra firme,
devido a sua anatomia basicamente composta por corpo curto, cabeca grande e longos
membros pélvicos que lhes permitem saltar, andar e escalar (Pough et al. 2008).
Contudo, ,0 grupo dos anfibios nunca conquistou por si sé a terrestrialidade, por ainda
ser dependente do ambiente aquatico (Rossa-Feres et al. 2017).

A América do Sul € o continente que abriga a maior diversidade de anfibios do
mundo, e o Brasil é 0 pais que possui a mais diversa herpetofauna do planeta, com uma
alta taxa de endemismo (Eterovick et al. 2005). Segundo Segalla et al. (2016),
atualmente, nosso pais abriga 1080 espécies de anfibios, destes, 1039 sdo de anuros. Em
nivel mundial, ja sdo registradas 7.922 espécies de anfibios, sendo 6.991 anuros (Frost
2018). Os representantes dessa ordem podem ser encontrados por todo o planeta, com
excecdo das ilhas ocednicas mais remotas e regides frias como os Polos Norte e Sul
(Frost 2018).

Para 0 Rio Grande do Sul, sdo conhecidas 92 espécies de anfibios anuros
(Herpetologia UFRGS 2010). Lema & Martins (2011) realizaram um levantamento da
anfibiofauna do estado, relatando, porém, dificuldades na conducéo do trabalho uma vez
que esta esfera do conhecimento € pouco estudada para o Rio Grande do Sul e
constataram que muitas espécies apresentam taxonomia duvidosa, outras tantas ainda
ndo descritas e algumas com variacdes de morfologia a serem consideradas e que
podem resultar na descoberta de novas especies. Relatam também, que muitos locais sdo
pouco ou ainda ndo amostrados. Importante ressaltar também que a existéncia de grande
variabilidade e sobreposi¢do de caracteres morfoldgicos apontados como diagndsticos

entre espécies aparentadas, muitas vezes torna dificil a realizacdo de uma eficiente
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diferenciacédo entre taxons, sendo comum a ocorréncia de erros de identificacdo (Fonte,
2010). Assim sendo, o nimero de anuros ocorrentes no Estado ndo é exato, pois a cada
estudo, a descoberta de novas espécies vem aumentando (Kwet & Di-Bernardo 1999,
Kwet 2008, lop, Santos & Cechin 2016, Bolzan, Saccol & Santos, 2016).

Devido aos poucos estudos, muitas espécies de anfibios ocorrentes no Bioma
Mata Atlantica, o qual integra as areas de estudo deste trabalho, foram consideradas
deficientes em dados na ultima avaliacdo da lista brasileira das espécies de anfibios
ameacadas de extincdo, e algumas delas ja podem ter sido extintas, ou ja podem estar

ameacadas ha muito tempo (Rossa-Feres et al. 2017).

2.2 Analises citogenéticas em anfibios anuros

Os estudos das caracteristicas cromossdmicas sdo muito utilizados como
ferramenta para o estudo taxonémico dos anuros, e fornecem caracteres que facilitam a
correta classificacdo taxonémica e filogenética. Muitas vezes, o estudo dos
cromossomos permite descobrir a formacdo de novas espécies de anuros que habitam
ambientes irregulares, montanhosos e com recursos hidricos que podem estar atuando
para a formacdo de barreiras geogréaficas isolando, assim, populaces especificas,
Martino et al. 2002, Medeiros et al. 2003).

Durante algumas décadas, a analise citogenética nos anuros esteve baseada
principalmente em comparacfes do nimero e da morfologia cromossdémica, além da
localizacdo das constrigdes secundarias em cariotipos submetidos somente a coloragao
convencional (Kasahara, 2009). Tais estudos foram capazes de revelar grupos com
grande homogeneidade nessas caracteristicas, a exemplo dos bufonideos (Bogart 1973)
e hilideos (Anderson 1991) e, por outro lado, grupos bastante varidveis como 0s
leptodactilideos (Denaro 1972). Kasahara (2009) relata que a morfologia cromossémica
definida por meio de dados morfométricos iniciou com os trabalhos de Levan, Fredga &
Sandberg em 1964, e que hoje, a mais comum nomenclatura cromossémica utilizada ¢ a

estabelecida por Green & Sessions (1991).

Natalia Cristine Ficanha 19
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Apenas com a analise de caridtipos corados convencionalmente ndo é possivel
obter dados detalhados suficientes para cada cromossomo do conjunto, uma vez que a
informacdo disponivel é limitada apenas ao tamanho cromossémico e a posi¢cdo do
centrdmero, permitindo apenas a caracterizacdo do numero e morfologia cromossémica
(Targueta et al. 2018). Apesar desses estudos baseados apenas em coloracdo
convencional terem fornecido dados importantes para o esclarecimento dos mecanismos
de evolucdo cariotipica e das relacdes filogenéticas em grupos de anuros (Bogart 1973,
Morescalchi 1973), a citogenética comparativa avangou muito com o desenvolvimento e
0 emprego das técnicas de bandamento dos cromossomos, principalmente com a
determinacdo do padrdo de heterocromatina do genoma, e da localizacdo das NORs
(Kasahara, 2009).

Em 1928, Heitz foi o primeiro a adotar o termo heterocromatina, a fim de
diferenciar determinadas estruturas, percebendo que a regido era altamente condensada.
A heterocromatina pode ser definida basicamente como uma classe especifica de
cromatina altamente repetitiva (Kasahara 2009). A coloracdo das regides
heterocrométicas dos cromossomos, conseguida por meio da técnica de bandamento C,
ocorre em virtude da amplificacdo de sequéncias repetitivas de DNA, produto principal
da heterocromatina (Sumner 1994). Sumner (1972) descreveu uma técnica de
bandamento C simples e rapida, a qual é ainda utilizada, pois consiste em um tratamento
com &cido (&cido cloridrico), um tratamento alcalino (hidroxido de béario saturado),
seguido de um tratamento com solucdo salina (cloreto e citrato de sddio). O acido
cloridrico permite a despurinizacdo da molécula de DNA, que quando em tratamento
com o hidréxido de bario resulta em quebras nos sitios apurinicos, o que facilita a
extracdo do DNA (Kasahara 2009). Schmid et al. (1990), relatam que a extragéo de
DNA ocorre mais facilmente nas regides de banda C negativas, portanto, estas sofrem
uma fraca coloracdo, ao contrario das regides de banda C positivas, que ficam
fortemente coradas.

Embora varias espécies de anuros compartilnem similaridade no numero e
morfologia cromossdmica, é possivel haver grandes diferengas na quantidade e na

localizagdo da heterocromatina nos cromossomos, diferenciando espécies (Silva et al.
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2000, Busin et al. 2001, Busin et al. 2008, Arruda & Morielle-Versute 2008, Oliveira et
al. 2013), visto que a localizacdo, densidade, quantidade e nimero de bandas nos
cromossomos pode ser altamente variavel, mudando rapidamente conforme a evolucéo
das espécies, resultado de possiveis rearranjos cromossémicos. A determinacdo do
padrdo heterocroméatico nos genomas € empregada com SucessO Nos anuros e tem
permitido a caracterizacdo e diferenciacdo de espécies (Busin, Viniprova & Recco-
Pimentel 2001, Veiga-Menoncello, Lima & Recco-Pimentel 2003, Medeiros, Rossa-
Feres & Recco-Pimentel 2003, Busin, et al. 2006, Busin et al. 2008, entre outros),
demonstracdo de polimorfismos (Lourenco, Garcia & Recco-Pimentel 2003), além do
esclarecimento de possiveis rearranjos cromossdmicos envolvidos na evolucdo de
alguns grupos (Busin et al. 2001).

Segundo Galls & Pardue (1969) e Sumner (1990), as NORs podem ser
caracterizadas como regides cromossdmicas ricas em sequéncias de guanina e citosina,
as quais sdo compostas por varias copias de genes ribossomais, codificadores de
determinados RNAs ribossomais (RNAr) como 18S, 5,8S e 28S, organizados in tandem
e separados por sequéncias espacadoras. No caridtipo, as NORs podem aparecer
coincidindo com as constri¢des secundarias (Henderson et al. 1972), ou podem conter
heterocromatina no mesmo sitio (King 1980, Schmid 1982). A técnica de Howell &
Black (1980) tem sido a mais aceita e utilizada para a detec¢édo e localizacdo das NORs
ativas nos cromossomos. Elaé baseada na afinidade do nitrato de prata com as proteinas
acidicas, impregnando com prata os locais de RNAr dos cromossomos (Kasahara 2009).

Em alguns estudos sobre o nimero e a localizacdo das NORs, podemos notar um
conservadorismo, visto que muitas vezes o par portador esta relacionado as regides ricas
em heterocromatina (Quinderé et al. 2009, lizuka, Matsuda, Yamada, Nakazato &
Sessions 2013, Ferro et al., 2018). Porém, o emprego da técnica AQNOR em anfibios
tém possibilitado a discuss@o de possiveis relacbes evolutivas entre espécies (Ruiz,
Soma & Becak 1981), a caracterizacdo de grupos (Anderson 1991) e a identificacdo de
possiveis homeologias entre os cari6tipos de diferentes espécies (Rosa, Aguiar, Giaretta
& Recco-Pimentel 2003, Busin et al. 2006). Embora, na maioria das vezes os estudos

cariotipicos de anuros, tanto de familias conservadas, como das mais derivadas,
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apresentem apenas um par cromossémico portador das NORs, h& casos em que ela esta
localizada em mais de um par cromossémico, apresentando NORs adicionais nos
cariotipos (Busin et al. 2006, Quinderé et al. 2009, Cardozo et al. 2011, Peixoto,
Oliveira, Feio & Dergam 2016).

Segundo Kasahara (2009), existem muitos estudos que comprovam que 0S
resultados das andlises citogenéticas sdo fundamentais para confirmar que individuos
pertencentes taxonomicamente a uma mesma espécie, fossem considerados exemplares
de espécies diferentes, ou vice-versa, isso devido as constituicbes cariotipicas
apresentadas. Exemplos de estudos onde a citogenética foi decisiva para a determinacao
de processo de especiagdo foi o de Busin et al. (2001), separando por meio da
citogenética as espécies de Pseudis minuta e de P. cardosoi, até entdo consideradas, por
meio da andlise de carateristicas morfolégicas, uma Unica espécie. Por meio da
determinacdo do padrdo heterocromatico e da localizacdo das NORs nos cariétipos, 0s
autores conseguiram também, comprovar como ocorreu 0 processo de especiagdo nesse
grupo.  Martino & Sinsch (2002), analisando individuos de Odontophrynus
americanus e O. cordobae, comprovaram que as duas espécies s podem ser separadas
por meio da citogenética, pois morfologicamente sdo extremamente semelhantes. Outro
estudo citogenético relevante foi o de Nogueira et al. (2015), cuja hipétese foi de
constatar por meio da caracterizacdo detalhada dos cromossomos que, individuos de
Scinax auratus e S. eurydice poderiam estar muito associados a espécie S. alter, devido
a fortes semelhancas em caracteristicas morfoldgicas, porém, acabaram descobrindo que
S. auratus compartilhava alguns tragos cromossémicos com a maioria das espécies de S.
ruber, e ndo com a S. alter conforme o esperado. Podemos mencionar, ainda, o trabalho
de Medeiros et al. (2003), onde a citogenética de Dendropsophus nana e D. sanborni,
separa as duas espécies que possuem caracteristicas morfoldgicas muito parecidas e por
viverem frequentemente em simpatia, sdo confundidasentre si. Além de separar as
espécies, nesse trabalho, os autores discutiram também que a morfologia cromossémica
dos cariotipos das duas espécies divergiu com as divulgadas para populagdes de outras
regides geograficas e sugeriram tratarem-se ambas, de espécies novas. Targueta et al.

(2018) também relatam que, em alguns casos, a variacdo cariotipica de algumas
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espécies supera a diversificacdo morfologica, reforcando o uso da citogenética como
ferramenta para a taxonomia.

Por outro lado, algumas vezes, somente o estudo citogenético ndo consegue
diferenciar espécies, como por exemplo, no estudo de Carvalho et al. (2009), onde
Aplastodiscus cochranae e A. perviridis apresentaram nudmero e morfologia
cromossémicas, localizacdo da NOR e padrdo heterocromatico idénticos, tornando
dificil uma diferenciacdo baseada apenas em caracteres citogenéticos, ressaltando assim
a importancia de analises adicionais como de morfologia externa e interna,
filogenéticas, de vocalizacdo, sequenciamento de genes, entre outras.

Dessa forma, o estudo citogenético das espécies que habitam as Bacias
Hidrograficas Taquari Antas e Apaué Inhandava é empregado neste estudo como
ferramenta capaz de auxiliar os estudos taxondmicos, filogenéticos e da evolucdo da
anurofauna local, fornecendo dados que, somados aos de outras naturezas, como de
morfologia e vocalizacdo, contribuirdo para a exata identificacdo dessa anurofauna,
dado que o fragil conhecimento da diversidade de espécies € um dos maiores desafios
para a conservacédo da biodiversidade (Funk, Caminer & Ron, 2012).

2.3 Bacias Hidrogréficas Taquari Antas e Apaué Inhandava

O conceito de Bacia Hidrografica pode ser compreendido por meio da
concepcao de rede hidrografica e de relevo, visto que é uma area delimitada por um
ponto de elevacdo que separa 0 escoamento das aguas, mais conhecido como divisor de
aguas e é determinado pela topografia (Schiavetti & Camargo, 2002). Uma parcela da
agua da chuva que cai sobre o territorio das Bacias Hidrograficas infiltra para o subsolo
e outra parte escoa pela superficie, escorrendo para o leito dos rios, ocorrendo entédo a
entrada de agua no ciclo hidrolégico de cada bacia hidrografica (Agéncia Nacional de
Aguas [ANA], 2017). As Bacias hidrograficas Taquari-Antas (G040) e Apaué-

Inhandava (U010) possuem entre si uma distancia de aproximadamente 30,3 km em
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linha reta. A regido dessas bacias € rica em divisores de aguas, pois estdo inseridos
quase no limite de outras bacias como a do Rio Passo Fundo e a do Alto do Jacui , além
de pertencerem a Regibes Hidrograficas diferentes. Dessa forma, as aguas que caem em
cada uma das quatro bacias, escoam para lados distintos até desembocar no oceano.

A Bacia Hidrogréafica Taquari-Antas, pertence a Regido Hidrogréfica do Guaiba,
esta localizada no nordeste do Estado do Rio Grande do Sul. Banha 118 municipios que
somam uma populacdo de aproximadamente 1.281.866 milhdo de habitantes e esta
inserida numa das regides de maior importancia econdémica do estado. Abrange parte
dos campos de cima da serra e regido do Vale do Taquari, com predominio da
agropecuaria, e a regido colonial da Serra Galcha, caracterizada por intensa atividade
industrial. A Bacia tem clima temperado com isoterma anual superior a 18°C. Regides
ao norte da Bacia possuem altitudes entre 400 e 600 m, enquanto que a regido central
possui altitudes inferiores a 400 m (Departamento de Recursos Hidricos da Secretaria de
Estado do Meio Ambiente [DRH/SEMA], 2012). Devido a sua magnitude, esta bacia
possui caracteristicas fisicas e antrépicas diferenciadas: areas de alto indice de
industrializacdo, areas com predominio de producdo primaria, zonas intensamente
urbanizadas e riscos de ocorréncia de enchentes, entre outras (Fundacdo Estadual de
Protecdo Ambiental Henrique Luiz Roessler, RS [FEPAM], 2016). A captacdo de agua
destina-se a irrigacdo, ao abastecimento publico, a agroindustria e a dessedentacdo de
animais. Os principais cursos de agua s&o o Rio das Antas, Rio Tainhas, Rio Lageado
Grande, Rio Humatd, Rio Carreiro, Rio Guaporé, Rio Forqueta, Rio Forquetinha e o Rio
Taquari (DRH & SEMA, 2012).

Ja, a Bacia Hidrografica Apaué Inhandava, pertence a Regido Hidrografica do
Uruguai. Situa-se a norte-nordeste do Estado do Rio Grande do Sul, compreendendo 52
municipios, e destes, 38 tém sede na &rea e cinco possuem menos de 5% dos seus
territorios inseridos na bacia. Abrange a provincia geomorfolédgica Planalto Meridional
e uma populacdo estimada em 372.671 habitantes. Os principais corpos de agua sdo 0s
rios Apuaé, Inhandava, Cerquinha, Pelotas, Arroio Poatd e o Rio Uruguai. O principal
uso de agua na bacia se destina ao abastecimento publico. A bacia é caracterizada por

clima subtropical, onde a temperatura do més mais quente € superior a 22°C e clima
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temperado, com temperatura do més mais quente inferior a 22°C. A altitude da bacia
tem uma variacao entre 500 e 1.350m (DRH & SEMA, 2016). J4, a regido de coleta dos
animais da nossa pesquisa apresenta altitude aproximada de 650 metros (Tedesco &

Zanella, 2014).

Natalia Cristine Ficanha 25



PPGCiAmb/UPF Revisdo da Literatura

Mirim Oceano Atlantico

Figura 1. Mapa da distribui¢do das Bacias Hidrogréaficas do Rio Grande do Sul. Em destaque as Bacias
Hidrogréficas Apaué-Inhandava (U010) e Taquari-Antas (G040).

O = Floresta Nacional de Passo Fundo. A = Parque Natural Municipal de Sertdo. G040 = Rio Taquari-
Antas. U010 = Rios Apuaé — Inhandava.

2.4 Os Anfibios e as Barreiras Geograficas

Como varias espécies de anfibios que ocorrem no Brasil sdo endémicas, tendem
a constituir populages pequenas e assim, mais suscetiveis a processos que ameagam a
sua existéncia. No trabalho de Pires, Fernandez & Barros (2006), é possivel perceber
que alguns processos naturais e antropicos podem vir a separar populacdes pequenas e
que o grau de isolamento destas, pode ser consideravel quando ndo possuem uma

estrutura metapopulacional, ou seja, um conjunto de populacdes locais onde a dispersao
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de individuos de uma populacdo para outra ainda seja possivel. A separacdo dessas
populacdes pode levar a processos de extin¢do ou especiacdo. No processo de extingéo,
quatro fatores podem contribuir independentemente para extinguir populacdes grandes
ou pequenas: (1) aleatoriedade demografica, (2) ambiental, (3) genética e (4), as
catastrofes naturais. J&, o processo de isolamento, pode ocorrer por diversos fatores
como fragmentacdo de hébitats, formacdo de montanhas, rios, ilhas, entre outros.
Hannah, (2011) discute que as mudancas climaticas, por exemplo, também podem
influenciar populacbes a uma dispersao, e desse modo, ndo sdo somente as barreiras
geogréficas fisicas que atuam no processo de especiacao. Ribeiro, Metzger, Martensen,
Ponzoni & Hirota (2009), mostram, em seu estudo, que o Bioma Mata Atlantica esta
gravemente fragmentado o que resta dele encontra-se distribuido em pequenas manchas,
sendo 80% delas formadas por menos de 50 hectares de sua composicdo original, com
quase metade possuindo atualmente, area menor que 100 hectares, cenario bem
caracteristico da regido Norte do estado do Rio Grande do Sul. Em decorréncia de fatos
como este, é que a principal ameaga aos anfibios no Brasil e no mundo vem sendo a
fragmentacdo, a degradacdo e a destruicdo das areas de ocorréncia destes animais
(Silvano & Segalla 2005, Becker, Fonseca, Haddad, Batista & Prado 2007).

A distribuicdo das espécies no globo terrestre é definida por diversos processos
ecologicos, como por exemplo, movimentos tectbnicos, mudancas bruscas nas
condigBes climéticas e barreiras (Ficetola, Mazel & Thuiller 2017). Conforme revisao
de Pires et al. (2006), ao longo do tempo os habitats foram transformados em pequenos
pedacos remanescentes, isolados uns dos outros e mergulhados em paisagens de
mosaico alteradas pelo homem. Os autores discutem que essa fragmentacdo pode ser
dividida conceitualmente em: (1) Reduc&o total da area, onde ocorre uma diminui¢do da
biodiversidade em curto prazo, afetando populagdes pequenas ou raras pela perda de
habitat e (2), pela fragmentacdo ou divisdo do habitat, reduzindo a biodiversidade em
longo prazo, formando ilhas de isolamento geografico, diminuicdo ou eliminacdo de
espécies consideradas colonizadoras, uma vez que os padrdes da Teoria da Biogeografia
de llhas podem ser aplicados também a ilhas de habitat. O norte do Rio Grande do Sul

apresenta uma paisagem caracterizada pelo uso intensivo dos recursos naturais, uma vez
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que as florestas e campos foram substituidos pelas lavouras, chegando proximo do
esgotamento, apresentando atualmente fragmentos pequenos. Dessa forma, alguns
processos naturais, juntamente com agfes antropicas dessa natureza, podem vir a
separar populac@es pequenas e o grau de isolamento deve ser considerado.

A definicdo mais compreensivel para especiacdo, apesar de ser muito mais
complexa, é a que explica o termo como a divisdo de uma populagdo por barreiras
geograficas, limitando a dispersao espacial dos individuos e resultando no impedimento
do livre fluxo génico entre eles (Queiroz 1998). Para Andrade (2010), esse processo €
considerado impressionante e intrigante para a evolucéo, pois entender quais séo seus
mecanismos ainda € um grande desafio para os pesquisadores, por se tratar de um
processo complexo e acometido por fatores geneéticos, ecologicos, ambientais e
comportamentais, 0s quais podem interagir entre si de maneira incomum. Santos Filho,
Silva & Cabral (2017) ainda ressaltam que a temética da especiacdo requer atengédo
especial ao ser discutida, principalmente por envolver outras areas do conhecimento
como as da geografia, geologia e climatologia.

Vanzolini (1992) discute que a especiacdo pode ser vista de diferentes maneiras,
como por exemplo, considerando as mudangas morfologicas de uma determinada
espécie ao decorrer do tempo geoldgico e compreendendo quais processos naturais
podem estar interferindo nessa transformacao, que ocasiona a distin¢cdo de uma espécie
em duas ou mais. Conforme Colley & Fischer (2013), tais mecanismos estdo fortemente
relacionados as diversas teorias sobre as origens da biodiversidade e, sem duvidas, as
barreiras geogréaficas sdo os fatores primordiais para que o fluxo génico entre espécies
seja impedido (Santos-Filho et al. 2017).

No caso dos anfibios, rios e ilhas podem atuar como barreira geografica sobre
um grande numero de espécies. Além das barreiras ja conhecidas, outras também estdo
sendo estudadas, como € o caso das estradas, que podem atuar como barreira ambiental,
impedindo a movimentacdo animal de um lado para outro, podendo resultar no
isolamento de espécies, especialmente para pequenos anuros (Jaeger et al. 2005).
Exemplo disso € o estudo de dois anos que Cairo & Zalba (2007) realizaram na

Argentina, onde o0s autores comprovaram que uma espécie endémica de
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Melanophyniscus estava sendo afetada pela rodovia, pois, dos 76 individuos
recapturados nas margens de uma estrada, apenas dois deles haviam conseguido
atravessa-la durante o tempo do estudo. Além disso, Silva & Benmaman (2008), que,
trabalhando com espécies de anuros restritos a regiGes de riachos formadores de
diferentes bacias, mostram que estes anuros parecem nao alcangar rios maiores, mesmo
tendo conexdo com os mesmos. Conforme os autores, 0s rios maiores estariam atuando
como uma barreira geogréafica sobre as populagdes. Também Castellano, Rosso, Doglio
& Giacoma (1999), constataram que uma populacdo de Bufotes viridis (anteriormente
Bufo viridis), de uma ilha da Italia, possuia individuos 30% maiores e duas vezes mais
pesados dos que aqueles que habitavam o continente, vindo a constituir uma espécie
distinta. Além de Wu, Li & Murray (2006), que fizeram um trabalho similar e
constataram que populacdes de Fejervarya limnocharis (antiga Rana limnochari)
insulares possuiam tamanho corporal significativamente maior quando comparadas
aquelas encontradas no continente, visto que estas possuiam maior disponibilidade de
recursos e barreira geografica entre as populagdes.

Santos-Filho et al. (2017) também ressaltam que o isolamento por barreira
geografica ndo age por si s6 no mecanismo de especiacdo. Segundo 0s autores,
populacdes separadas precisam evoluir de forma independente, através da selecdo de um
pool génico diferente e, que se ambas estiverem expostas a condi¢cdes ambientais
parecidas e que fatores evolutivos ndo venham a interferir no pool génico, € bem
provavel que a especiacdo ndo ocorra. Vale considerar aqui, que alteracdes
cromossémicas, como rearranjos, ocorrentes nos cariotipos de algumas espécies, podem
representar o principal mecanismo para o curso da especiacdo, pois contribuem para o
isolamento reprodutivo entre as espécies (Wolfe 2003), em decorréncia de que estas
alterac6es podem diminuir a fertilidade dos hibridos heterozigotos (Rieseberg 2001).
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2.5 Investigacado de atividade antimicrobiana em anuros

A pele dos anfibios é adaptada para lhes prestar protecdo, respiracdo cutanea,
osmorregulacdo, termorregulacdo e a secre¢do de substancias que agem contra
microrganismos e predadores (Conlon, Kolodziejek & Nowotny 2004, Jared et al.
2009). Areas como a neurociéncia, embriologia, ecologia, genética e evolugdo, tém
mostrado grande interesse em estudos com a secre¢é@o da pele dos animais desse grupo.
Este interesse se deve, principalmente, em virtude das caracteristicas peculiares que
apresentam e também pela capacidade de regeneracdo dos tecidos, crescimento e
diferenciacdo de suas células epiteliais, entre outras (Lillywhite 2006, Yoshida et al.
2013). Glandulas mucosas e granulosas estdo presentes na pele dos anfibios. As
granulosas sdo encontradas em tamanho maior e em menor numero na regido dorsal da
pele e séo responsaveis pela producdo e armazenamento das secrecGes (Conlon et al.
2004, Pinto et al. 2009). Quando essas glandulas se dispdem agrupadas, sao
denominadas paratdides e, apesar de os anfibios possuirem glandulas por todo o corpo,
estas sdo as mais visiveis (Jared et al. 2009).

Pesquisas sobre a composicdo quimica dessas secrecdes, ja& mostraram resultados
satisfatorios sobre a atividade farmacoldgica de muitas das substancias ali encontradas
(Schwartz et al. 2007). Geralmente a secrecdo apresenta aminas biogénicas, esteroides,
peptideos e alcaldides em sua composicdo. Estas substancias podem possuir efeitos
cardiotdxicos, neurotoxicos (Toledo & Jared 1995), alucindgenos (Pinto et al. 2009),
anestésicos e, principalmente, antimicrobianos (Braga, Silva, Evangelista-Barreto &
Protazio 2015, Yang, Shen, Liu & Kong 2016, Barnhart et al. 2017, Pereira et al. 2018,
entre outros). Se os anfibios ndo possuissem essas glandulas de secrecdo, ficariam
facilmente expostos a patdgenos que os atacariam através da pele, além de que, segundo
Siano et al. (2014), a presenca delas também pode fornecer informacdes taxonémicas e
filogenéticas esclarecedoras para a histdria evolutiva dos animais.

Estudos recentes mostram que as secrecdes possuem moléculas antimicrobianas

abundantes, principalmente peptideos (Gibble, Rollins-Smith & Baera 2008, Lamadrid-

Natalia Cristine Ficanha 30



PPGCiAmb/UPF Revisdo da Literatura

Feris, Coy-Barrera, Franco, Valencia & Arboleda 2015, Ladram & Nicolas 2016,
Conlon et al. 2017), que atuam na imunidade inata do animal, podendo ser encontrados
também em bactérias, fungos, plantas, animais invertebrados e em outros vertebrados
(Mookherjee & Hancock 2007; Siano et al. 2014). Quando oriundos da secrecao de
anuros, podem apresentar caracteristicas inibitorias ao crescimento de bactérias Gram
positivas e principalmente de Gram negativas (Magalh&es et al. 2008).

As secrecdes tegumentares dos anfibios ainda podem apresentar diversos outros
efeitos, como por exemplo, o estudo de Raghavan, Babu, Rajou & Sai (2010) onde,
além de serem antivirais, alguns peptideos presentes na secrecdo de anfibios como a
Rana tigerina (atual Hoplobatrachus tigerinus), podem apresentar acdo anti-
inflamatoria e até mesmo antitumoral. Também trabalho recente de Monteiro et al.
(2018), apontou uma inibicdo completa da infeccdo do virus da dengue quando em
contato com um peptideo sintético derivado da secre¢do de Boana semilineata (antiga
Hypsiboas semilineatus).

Estudos apontam que fatores como tamanho corporal, sexo e idade, podem ter
influéncia na quantidade de secrecdo que fica depositada no tegumento dos sapos
venenosos (Jeckel, Saporito & Grant 2015). Esses sapos sdo geralmente coloridos e
possuem alcaldides na composi¢do da sua secre¢do que sdo obtidos através da dieta
(Saporito, Spande, Garraffo & Donnelly 2009, Hantak et al. 2013, Mina, Ponti,
Woodcraft, Johnson & Saporito 2015, Hovey, Seiter, Johnson & Saporito 2018). Os
antibidticos convencionais tem reduzido sua acdo sobre algumas bactérias e o
desenvolvimento de novos antibidticos a partir dos peptideos encontrados nas secrecdes
dos anfibios anuros pode conter o problema dos microrganismos resistentes (Zasloff et
al. 2002).

Candida albicans é um fungo oportunista, que em condi¢bes normais, esta
presente como um organismo comensal, sem causar maleficio ao ser humano (De-Rossi
et al. 2011). Porém, em pessoas com imunodeficiéncia, a Candida pode causar diversas
infeccdes, muitas vezes cronicas, além de que a candidiase pode também se manifestar

nos rins, figado, baco e cérebro (Colombo & Guimaraes 2003). Este fungo, assim como
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outros microrganismos, vem adquirindo cada vez mais resisténcia (Vieira & Santos
2017), o que evidencia ainda mais que o estudo da atividade antimicrobiana da secre¢ao

de anfibios podera trazer informacdes farmacoldgicas importantes na terapéutica atual.
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Abstract

Riinaila geams is one of the most diverse buforid wads, cumenthy compsasad iy 92 walid
species and matorally distried thoughour different Meotropical ecaregions. Here, we
analyses nine Bramilian populaten: of toads representing species of the Rifalio
marEaTgera and Rivnella marna proups. These pew data include the first desoniption
of ke karyoiypes of the R hoogmoedf and R proboscidoe, as well as other
faxonemmicallty wmresolved forms Chromosomal analysis of the populations revealad
propounce] chromosemal miformnty (2p=21), inchding the diploid momber and
in the subterminal region of pair 10q m B soogmoedy, Riimella sp. | and Rhimella sp. 1,
in subtermira] region of 7p in B proborcidoe and Rivmells of marearigirs while in B
fmsel and R deterica was detected in ingerstitial resion of Tp. Earvenpic umiformity of
the pemis pernmts the inference of mierspecific chromosome homeologes and
svoluonary chanzss in the NOE-bearing chronosoms may repressnt an miamuative
characier m species moup level The review of the cytopenetc data of the Rifalia
species, together with the pew kamvetypes reparted here, will comfmbate fo the
mdersianding of the chromosomal evobsion these toads that despite the ample
distritution of mamy forms, karyotypes are hishly conserved

Cytogenstic data provide a powerful tol for the evahustion of the tavonomic
(Cuevas, 2008; Favero er af, 2011; Funk e ai, 2012) and evolutionary relasionships
(Veiz-Menoecello o @i, 2014) amonz ammn species. The understanding of
chromosomal characters help to identify synapomorphies (Cumninsham and Cherry.
2004; Targueta or @i, 2012; Swirez or ol 2013; Femo et ai, 2018) and homopiasies

2]
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(Cardozo of @i, 2011}, and when combined with malecular phylogenetic inferences, can
confriinge to the understandme of the role of chromoesomal eaTaneement: in the
diversification of a linsage (Veiga-Menoncello o o, 1014} Evobstionary analysis of
aman cviogensfics has proaided moportant addstiomal msights for pinlosemetc
inferences (Lourenco f ai, 2015, Targueta of ol 200E). Fecent shifts in analytical
approaches have allowed mare systematic evahmation which have taced the
evolotionary chanzss m the chromosomal complement (for 2 g, see Lourenco ar ai,
M0E), both within and amone amoran froaps. However, the bk of oyingenetic data for
many ETOUDs Temaims a limeting factor, especially if taking in account the considerabls
faxonomic nchness of the order Amira, which has at least 6950 species (Frost 2018).
One imferestng exanmple is the geoms Rumells a cosmopolian sroup oumrerslhy
conmosad of 92 valid species (Frost, 2018). altheush there is considerable evidence of
the endstence of a oomber of covpric species and undescribed taxa (Fouquet eral, 2007
Mozt of the spedes of this pemss are amaneed in species proups (R crucifer, B o,
R sramuioca, B marsariqfera, B morma, B spiedosa and R vereruencis), it some
taxa have not been assigned fo any exastng group (2 g Chapamoe of o, 2007, Momvec
aral, 2014).

Citogenstic amalyvses of the seoas Ridwila revealed a proooumced
chromosomal uniformity, mcluding the diploid momber and chromosomal morphalogy.
and some speces. such as Rhuwlln icterico, Rhmelia jmu, and Rhmelia schneiderr.
cannot even be distinmushed by their C-banding or the dismbuton of their NOER
(Fasahara e ai, 1906; Amarc-Ghilandi er o, 2008) However., altemative MNOER-
bearing chromesomes have besn identified m other species of the genns (Siva ef ai,
2010; Bamaguet & a, 2011). The present shady &5 based on a conmpilation of the
available chromosomal data for Bhimeils, combined with karvotvpes obtained from nine
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Brazlian populations of toads representng species of the Rhinells marsaritfera and
Rigiaily mewring proups. Thess new data inchade the first description of the karyofypes
of two species of the R moponfes mop (Rmells hossmoed! and Rhmells
proborcidod). as well as other, taxonomically imrecolved forms:.

The specimens and their respective collecting localities are listed i Tahle 1.
The collection of specimens was authorized by SISBIOChice Mendes Instiuts for the
Caonsemvation of Biodiversity, through license mumber 20264-1. Voucher specimens
were deposited in the Zoology Museum (ZUEC) “Prof. Dr. Adio Jose Cardoso™ at
Campinas State University (UNICAMP) m Sao Paulo, Brazl The chromosomal
samples were prepared from sepensions of imestinal epithelial cells, followine Kz
and Fofe (1976) and Schemid (1978). The chromosomes were stained with 10°: Giamea
o subnmited fo the Ap-NOE techmique (Howell and Black, 1980). In additon to these
primary data, the Web of Science (Instinme of Soentific Informaton, Thomson
Soientfific) bibliographic database was searched for all the poblished cytopenetic data
mvailable on the peme Rhmelis

Chromosomal amalysis of the nine Riinella populations revealed consemvative
karyorype feafures, beginning with the dipioid mmaber (In = 22}, which was consistent
across all species (see Table 2; Fig 1), All karyvobypes consist of sx metacenine (pairs
1-3, 5, § and %; Fig 1) and five submetaceniric pais (pairs 4. 4, 7, 10 and 11; Fig. 1)
While relatively few Riimeila species have been anabvred cytogenedcally (Table ), the
mailable data are remarkable for ther umifwrmity, with ooly mefcentmic and
mibmeceniric pairs being fomd in any specdes. Whils small differences in the mumber
of memcenmc and submetaceniric pairs are foumd m some stodess (Anare-Crhilardi e
., JHE; Baquet @f @i, 20117, & seems likaly that this has been doe to the application
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of different crifena for the classficatbon of the chromosomes, rather than amy real
varation among species m their kanvotvpes.

Thres different NOE-bearme chromosomes were identified in the present stady.
In R hoosmoedi (Hatioza, 5P, Rhineila sp. 1 (Bacabeira MA) and Riimeilz sp I
(Parque Virwi, ER), the sher mprematon method detecsed a NWOR siie I the
subternminal region of the long amm of pair 10, while in ® proboscidas (Feserva Ducks
AM) and Rhmelly of margariqfers (Lamnjal do Jan, AP) the NOF. was located m the
subternminal region of the short arm of the homolog= of parr 7 (Fie. 2. In two speces of
the R muring proun, Riimelln hevcell and Riineila feserica, from both Passoe Fundo and
Sertse (B5). MOP-bearing chromosomes were detected in the interstital region of the
shart arm of the hemoless of pair 7. in both sampled populations (Fig )

A similar depres of miformery has been obsamved in infer-pepalaton cyiozenstc
srudtes of ather Rhmelly speries. For exanpls considerable karyedozical uniformity
haz been found in the B icericg populations from thres sfes in the Brazlian stats of
Sa0 Paulo (Kasahara er ai, 1996; Baldissera e ai., 1999; Arevedo ef al, 2003) and in
the two populatens from Fio Gande do Sul (present study). The cwwrw toad B
femerica, occurs in southem Braril ransine from Rie Grande do Sul north to Bahia
Minas Geraiz and Guias, eastern Pamguay. and westaard to Missiones, in Arpenting,
and 15 comsidersd fo be a cosmopolian species, ocommng m different habafafs and
aldhades withn the Adanfc Forest btome The cytopemetic data awailable on the
populadons of ® cohmeiders another species distibuted widely m South Amenca
indicate a similar pattern of uniformity (Fasahara er ai., 1996; Azevedo ar al, 2003
Amaro-Ghilardi er ol 3008 Baraquet v ai’, 2011).

The overview of the dafa available for the differemt Rhmella species (Table )
indicates that the position of the WOE. site &5 relatively stable within phenofypic srouns
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to pemus. The Riimeila spedies groups are determimed based oo phenotypic crtera
(Frost 201%), and while the monophbyly of the Riimella sroedoss group, has been
ampparted by moleoilar phylogenstic analyses (Perevra o ail, 2016), this has not been
confirmed in the others. Earyotype data are available for four of these pecies proups
(Table 7). In all the species of the Riiweila crucilr proup, the NOE. &5 found in the
mubteloceniric region of pair Tp, whemeas m the B mering group, if is found in an
interstital region of the 7p. and in the R sromiozy sroup. o is located in the fermuinal
region of the homologs of pair 5q. In the B margarigins group, by contmst, the WOER
site 15 foumd in the subternrinal region of the homologs of pair 10 or the inferstitial
rezion of pair 7p (Table I).

As the karyotypic aniformsty of the pems permits the mference of inferspecific
chromosome homeelogies, o ssem:s Ieasonable to conchade that the evelodomary
chanzes in the NOFR-beaning chromosome may represent a pufatve synapomorphy in
each spedes proup. However, the confirmation of this Inpothests would require the
analysis of a pnech larper datased. to permmt the more relisble evaloaton of potential
nymapomarphiss If confirmed, the variaton in the chamoienistics of the NOER-baring
chromosomes would prosde valoable indzhis for the understanding of the phylozenstc
rlatonships amons the Khmells spede: sroups. In the R growiosa group, for
exanmle, Pereyma et al (2014) identified NORs in the bomologs of pair 5 as an
addrtsonal synapomerply in thes proup. A simdlar scenario can be inferred for hoth the
R cucjfer and & maring groups, bat pot the . marparigfrs groap, given the variation
already observed in the NOR-bearing chromosomes of the different species of this
BT

The £ marpoiifera proup i omrenthy conposed of 10 spedes (Vaz-Silva e
al, 2015), with the NOB. being fmmd in the homalogs of pair 10 ooz arm) n B
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hoogmoed (present study), and m Rhimellz sp. 1 from Marankdo and Rhinells sp 2
from Foraima  Baldissera e al. (1999) desonbed the karyotype m specimens of the B
margmrigera group fom Tuoun, in the Brazilian sate of Pard. In the present study,
three populations (Rhmellz sp. 1, Rhmella sp. 2 and Rhmells of marporifira) weme
aszipmed o the B marsoigiers group based on mosphodopical and heogeosmaphical
mritersa, although f was nof possible o resolve the tooopnr starns of these
populadons based on thedr karyotypes. Despite ther morpholomical sipmlanties, the
Rbsimglle of margarinferg specimens from Laramjal do Jar can be distinguizhed from all
the other populations asspmed to the B margerig@rs eroup based on the MOR-bearing
chromosome and for phenotypic features (Lima - persopal obsemation), which may
indicate the presence of a novel taxonoms: enitty, which requires frther investization.

The axonomic sams of the spedes of the R marparigdrs erowp remains
nceram and phviosenetc mferences mdicate the existence of a mumber of ayptic
Imeapes, and a possinle species complex withim thes group (Foagquet & ai, 2007 This
reinforces the need for a thorough taxonomic review of the amaneement of the B
marEmTdfera group in the Amazon remion. Molacolar approaches has been efectve for
ithe recopnifion and descnpton of many new Rfivmedls species (Fooquet et al, 20070
Maomavec ef @, 2014). and it would almost centainly provide Important msights inio the
delimitation of the species within the & margarinfira sroup.

The mpenes of the Rimells morporifera group are disminmed m northern South
America and Cenmral America forest domain besides of the for B hocgmoed:
(Carapwschi and Noemeyer 2003), which inhabéts the Atlantic Forest biome. and B
sciiwlla, R ocellaty, R sebbew and R pargsumensss, which ocom in the Bramhan
Cemado savama (Axila er al, 2010; Vaz-Santos er ai, 2015). The forest-dwelling
speries tend to present hizh levels of individual vanation in marphological features,
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however, which Imits the usefulness of these afmbuges for the disciomnation of
species. Samins of al. (2015) identified populatans from western Ecuador and Panamas,
frequently assigned to B marparniers species, as K alane, which bas belped to resolve
the confusing roogeosmphy of the B maopripire conplex. However, the staus of the
popaladon: of the R mapetfirs zroup from the east of the Andes repuins
mresalved, and the phylogenetic inferemres of Fouquet e al (2007) indicated the
potential exastence of at least five distinct faxm deniified as B morpoijéra in Baml
and French Cutana

The B proboscidae karyetype is desaibed here for the first time, and it presemnis
HOE. on the homologs of pair 7, a condition different from that of the other species of
the & margerigies group. While the tronomy and amangement of the species in this
group are comples (Fouquet o al, 2007), it's bave been diagnosed by the presence of
an expansion of the pestenior mmus of the pierveold (Promk. 2004). a puiative
marphological synapomarphy that suppons the £ maparijera group. However, this
putative phenodypec synapomorhy has not been fommally tested Rifelia proboccidoe
ocours aleng the Amazon Fiver between Peru and Manmis, in Baml the localiy
sanrpled in the present stady. The morphalegical characers of these populatians suppaert
their inclosion in the B morgoiffera sroup. In comirast with the other species proups.
however, n which the NOE-bearins chromosome represants a pufative synapomerplry,
two distinct scenarios are equally possible for the B morgaijira group: (1) the NOE
oo pair 10 i a chromosomal synapomerphy in this sroup and the NOR on pair 7 of £
proborcidae represent a chamcter reverssonc of (1) the retenfion of am amcestral
polymorphism  Unfortunately, the lack of a complete phylopenetic reconsmroction that
inchudes representatives of all the Rumelia proups bampers more conchisine inferences
on the chromoesoma] evolution of thos gemus. In the specific case of the . marsariqfera
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ETOUID, A more svstematc anatyvsis of monophyiy based on the mvestization of specific
malecular markers would likely provide decisive msiphes mto the evolmbon of this
ETOAID.

The consenative amangement of the M0B-bearme chromoesomes m the different
Rinally evoups hishbighes the potenfial copmbufion of cytopenetic data for the
idenirfication of diapnostc symapomorphies in speciss groups of clades A similar
approach has beem applied socceszhally in other apphibian proups (for a meview, see
Tarpueta & o, 2018, Grant er al, 2017). For exanple, compaminve cytogenetics and
the allocaton of chromoesomal choracters (morpbology and NOE sites) m a
phylogenstic fee inferred fom melecolar markers allowed Cardozo et al (2011) to
idenify three potenial synapomorphies m the zeme olyeon (Soinar catharnae clade
—Droellman gf i, 2014). Lourengo of ol (2015) also identified the interstitial C-band in
chromosame pair 5 as a synapomorphy of the Plysainemss conderT spedes sroup.

Cme other relevant feahme of Rifells pens is the high frequency of
Irybridization and introgression events (Azetvedo er ai, 2003; Narves and Fodnpgues
2009; Sequeira of ai, 2011, Goema & al, 2011; Perevia & al, 2015 I areas of
nmpary, mainty o Khmells Mo proup. As chromosomal feanres may represent
important pre- of post-zyveotc bamiers to reproduction sroups with a undform
karyotype, such as these found in Rhmelia, may reflect the mlmaton of any isolaton
mechaniom which wonld forther comfribuge in the hish frequency of bybndization
events observed in this gemus. For exampls Azevedo of @l (2003) identified an
intermediate form between Rifmalia koerica and Bhmelly sohnefders in a symmatric
zane, based on the banding patterns of seroprotems aralyzed by elecirophoresis, even
thoush the mtermediate form presenfed no medificabon of the karvobype m comparsen
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Orerall, it is hoped that this review of the cyfozenstic data avadlable for the
Rhineila species, together with the new karyotypes reported here. will contribute o the
indersianding of the mechanisms of evolubonary chanzes that led o the diversification
of thess toads Despite the ample disoinmion of mamy forms, karyorypes are highly
conserved in most Cases,
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Legends

Figure 1: Karyocypes of five species of the Rhinelia margaritfrs (A-E) and Rhinelia
mering (F-G) groups from Brazil, based on Glemsa staining- (A) R hoogmoedt. (B) R
probascidae; (C) Rhinella sp. 1; (D) RhineDa sp. 2 and (E) Rhinella of margaritfera,
(F) R ictarica from Sertio, BS; (G) R hensell. from Sertse, BS.

Figure 1: Earyotypes of fve spedes of the Rimela mapaTglrs (A-E) and Rhmelia
marina (F-(7) proups from Bzl stained by Ap-NOR method: (A) B hocemoeds; (B)
R proboscidae, (C) Rhmelia sp. 1. (D) Rhoela sp. 1 and (E) Rhmella of
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Table 1: Mumber of Rhmelia specimens anabyzed and their localities m Braml

Species MNumber of Collecton bocalthy Creosraphical roordimanes
SpeCimans
analyzed
R hoogmoedy 24+3% DBartioge 5P 1348531575, 4603°32.370
R prodoscidac Ta-12 Roservallomstl Adolphe oo da.00 o, 0ot 0
Crucko, Manamz, AN
mﬁ!ﬂmﬂhl 3g+13 ira, M4 1"56°18.3175; 4872141 350
. Ia TITRECR S R0
Rivimella of margariof +1 7 i ari, AP 1%05"35.40"H: 53"13'04.5870
1 ; i ol El Tl B e T
R henseli 3f+3% RS 2033 4675 SF1TIE.5670
H foreros T2 Pm.’-:-ﬂ- ] ; ;
R icienca B Sardo, RS JB033 4075 IF1IE.S670
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Table 2: Detailed cyfozenetic data availatie for species of the Rhinella gems.

Spocies i ™ MR- heiring Relerende
£ hiFHsnine
" marmannfra group
. birvpomd o 2F 4= o Lk Presenl audy
R. momsaAniimg ¥ 4= Sn Dk g Bald i il (190
Rl &p 1 2r 4= S M) FPeescnl dudy
Frdmalla gp 2 2F 4= o Dk g Presenl audy
Fmalla off pedrparilifing ¥ 4= 5 Npp Presenl audy
R. prodvcdidea 2r 4= = Mp FPeescnl dudy
B
_I%Ifﬂ i 1 %2 Nph Ficahara of ai, (170
Silva (DR
R, ormaea g 4= 5 Nph Silva (D01
F. poedald rid 4= o W) Silva (DR
B At Eru
F. orrmornae . 4 4= st 7 ) Bald i of o, (1790
Baragpuedi of al, (2011
R. A . 4 44 st 7 ) K iz @ ol (159965
Bald e of al, {19940
Moasveads ot al | (2003
Presenl audy
. it 2F 4= Tl 7 i Badd i of al, (19990,
F. sohanidert . < 4= st 7 ) Ko o & ol (15965)
Hoasveads of al | (2003
Aunare-TRileedy o af | | {d}
Baraspued of al, (2001}
R i ¥ 4= laat 7 (i Ao Rileed o af | | HE
R i 4 4= Lt 7 i) Ao Rileeds o al | | 0
R, achavall 2F 4= It 7 il Eilen: & of , (135
A hrmark rd 4= Tat 7 i pi Presenl audy
& promubng froap
R, @rorialiig 2F 4= Ter S{gh Bald e of al, (19940
R pipmova pii 1= Ter Hq) i, ¥
R frndekeios 4 4= e Baraquel of al, (2001}
B siteniida pAes -3 BE . e
1.ufwm ) e nE. it
B Jesonr gy -3 B . [T
B achealdimily {ndd docdgied 1o ¥ 4= I 1 * Basagpct et &l (2001}

asy group]

q = kg s p = adawi mm; S= mbiziocminic; i = misninl Pk, pOT = pETCETEIREIG pao o, =
icrmarl prmiam in ke chromesans; ne = ool cosminad, Yol secondary comzincbon informaton
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Karvotvoes of five soecies of the Rhinellz maroartifera A-E] and Rhinsdla marina (F-G) arouos from Brazil.

bazed on Giemsa stainina: (A) Rhinadla hcoamoedi: (B) fhineila crobascidae: (C) Rhinellx <0, 1: (D)
Rhineia sp. 2 and (E) Rhinella of. margaritifera; (E) R. xtarka from SertSo, RS; [F) R. hansell from Serndo,
RS

122x297mm (300 x 300 DPT)
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Karvotvoes of five spedes of the Rhinsila marcaritifera FA-EY and Rhinefa marica (F.G) oroues from Brazil
Sained using the Ao-NOR method: fA) Rhinella hooamoedi: (B) Rhinella proboscidae: (C) Rhinella so. 1 /D)
Rhinetia sp. 2 and (E} Rhinelia of. mamaritifera; (E] R, ictarica from Setdo, RS, (F) R, hensel from Sertso,
RS. The baxes Indicate the NOR-bearing chromosomes.

117x297mm (300 x 300 DPT)
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4 CONSIDERACOES FINAIS



Por meio das analises citogenéticas comparativas das populac@es de anuros da
FLONA, Mato Castelhano, RS e do Parque Natural Municipal de Sertdo, Sertdo, RS,
ndo encontramos evidéncias de processo de evolucdo cariotipica, possivelmente em
decorréncia da proximidade entre as areas de coleta, sugerindo que as popula¢fes ndo
estejam isoladas geograficamente, permitindo um bom fluxo génico entre elas. Quando
comparados a outros estudos, nossos resultados ndo apresentaram diferencas relevantes
nas caracteristicas cromossdmicas espécie-especificas, exceto nas espécies P. cuvieri e
O. americanus. Vale ressaltar, que a maioria das espécies analisadas sao generalistas, e,
portanto, se adaptam bem em meio as alteracbes estruturais decorrentes da
fragmentacdo, que caracteriza seus habitats, e que os dados citogenéticos se
apresentaram bem conservados, 0 que comprova que se tratam de espécies ancestrais

A revisdo dos dados citogeneticos das espécies do género Rhinella, evidencia
que embora o género possua uma ampla distribuicdo, os cariétipos se apresentaram
altamente conservados. O status taxonémico das espécies pertencentes ao grupo
Rhinella margaritifera ainda permanece incerto, o que torna possivel a existéncia de um
complexo de espécies dentro do grupo. Tambémo género Rhinella possui alta
frequéncia de eventos de hibridacdo e introgressdo em areas de simpatia, portanto,
grupos com um cariétipo uniforme podem refletir a inexisténcia de mecanismos de
isolamento, contribuindo com hibridacdo. Nosso estudo pode contribuir na compreenséao
dos mecanismos de mudanca evolutiva que levaram a diversificacdo desses sapos.

Na avaliacdo de atividade antimicrobiana, constatamos que a secrecao extraida
das glandulas da pele de R. henseli apresenta atividade antimicrobiana contra o fungo
Candida albicans, levedura que causa diversos processos infecciosos oportunistas. A
diversidade bioguimica em secrecdes de pele de anfibios tem potencial para aplicacfes
farmacéuticas, entretanto, sugerimos a continuidade das andlises antimicrobianas, na
espécie, testando outros microorganismo e caracterizando os diferentes componentes

quimicos presentes na secregao.



Resumo comparativo das caracteristicas citogenéticas das espécies de anuros do norte do estado do Rio Grande do Sul

CARIOTIPO NOR Padriio de heterocromatina
Espécies 2n | Morfologia | C.S. | Local. | H.N.
— ) 24 M, SM x5 HC
= 11 .
B. faber 24 | MM ST |8K| §& -
11 11 -
X
L. latrans 22 | M,SM,ST ig [} I xt
= 8 " 4p 7p 8p 10p
P uva
L. mystacinus 22 M. SM ‘ ‘ ' ‘z‘ d‘tli
4 4 - g
; HC
L.plaumanni 22 M, SM Ni | A -
_8 8
T o
P. cuvieri 22 M, SM ,\g !, ,‘ e %
8 8 8 8p
f gy“‘;ﬁl‘:’;’;’f:‘s 2 msm | ¥ | X | ME HC
Cdasi 10 | 10 10
e @l "o
R. henseli 22 M,SM | &E X &a HE
7 7 5
R. icterica 22 M., SM p 4 s ' , - HC
7 7
T |
M. devincenzii 22 M., SM = Q,; @ ] x x L
5 Ip 3p
O. americanus* R M. SM SoRs §‘.'J‘T - He
4 4
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