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RESUMO 

 

A ordem anura, composta pelos popularmente conhecidos rãs, sapos e pererecas, vem sofrendo 

uma forte ameaça à sua conservação, com relatos de extinções recentes. Hylidae é a mais 

diversa família da ordem, composta por três subfamílias: Hylinae, Pelodryadinae e 

Phyllomedusinae. A tribo Cophomantini (uma das tribos de Hylinae) é um clado diverso de 

anuros neotropicais composta por cinco gêneros, dentre os quais, Boana, retirado inicialmente 

da sinonímia de Hyla e posteriormente chamado de Hypsiboas, mudanças estas que refletem as 

intensas reorganizações filogenéticas sofridas pelo gênero. Sabendo-se da vasta diversidade do 

grupo, estudos que aliam marcadores moleculares juntamente com outros caracteres têm sido 

importantes para compreender a evolução do clado, buscando assim melhor agrupá-los. 

Adicionalmente, estudos citogenéticos têm sido bastante usados para enriquecer o cenário e 

melhor resolver incertezas taxonômicas e sistemáticas, diante da importância ecológica que o 

grupo apresenta. Logo, o objetivo deste trabalho foi utilizar marcadores de citogenética clássica 

e mapeamento de DNAs repetitivos em três espécies do gênero Boana, alocadas em três grupos 

taxonômicos diferentes, todas provenientes da Mata Atlântica paranaense. Os cariótipos 

estudados apresentaram diferença entre si, sendo que B. faber e B. prasina apresentaram 2n = 

24 cromossomos invariavelmente, e B. albopunctata apresentou 2n = 22 cromossomos com 

eventual presença de cromossomo B. Bandas heterocromáticas foram predominantes 

encontradas em regiões pericentroméricas em todas as espécies, embora bandas C adicionais 

sobre regiões teloméricas e/ou intersticiais se mostraram parcialmente espécie específicas. As 

regiões organizadoras de nucléolo (RONs) se restringiram em apenas um par do complemento, 

padrão este bastante conservado em anuros como um todo. O DNA repetitivo U2 snDNA foi 

localizado in situ em B. albopunctata (pares 3 e 7) e em B. prasina (pares 4 e 10). O 

sequenciamento nucleotídico dos genes do U2 snDNA mostrou uma similaridade de 92% ao 

gene do U2 snDNA de Xenopus laevis. O elemento transponível (TE) Tc1-Mariner apresentou 

marcações dispersas em todos os cromossomos das três espécies estudadas. O cariótipo 2n = 

24 cromossomos é uma característica do gênero Boana, que pode apresentar algumas 

oscilações. Esse número diploide (2n) teria se originado do 2n = 26 cromossomos, a partir de 

fusões cromossômicas, fusões estas, que juntamente com outros tipos de rearranjos, como 

inversões pericêntricas ou ainda reposicionamentos centroméricos, podem vir a explicar a 

variação na localização e na quantidade de marcadores cromossômicos. A estrutura e a origem 

de sequências repetitivas podem explicar a organização atual dos genomas, com a ocorrência 

de uma parcela dos genes em múltiplas cópias. Em eucariotos, os TEs, em sua maioria, são 

resultantes de processos degenerativos, que acumulam mutações e perdem sua identidade 

quando inativados. Vale lembrar que o mapeamento in situ das sequências repetitivas 

apresentadas aqui são inéditas para a família Hylidae, sendo mais uma ferramenta a questionar 

a ideia de cariótipo conservado em anuros, diante das variações aqui apresentadas. 

Palavras chave: Anfíbios; Elementos transponíveis; Evolução cariotípica; FISH  
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ABSTRACT 

 

The anura order, composed of the popularly known frogs, toads and treefrogs, has been 

suffering a strong threat to its conservation, with reports of recent extinctions. Hylidae is the 

most diverse family of the order, composed of three subfamilies: Hylinae, Pelodryadinae and 

Phyllomedusinae. The Cophomantini tribe (one of the tribes of Hylinae) is a diverse clade of 

neotropical anurans composed of five genus, among which, Boana, originally taken from the 

Hyla synonymy and later called Hypsiboas, changes that reflect the intense phylogenetic 

reorganizations undergone by genus. Knowing the wide diversity of the group, studies that 

combine molecular markers along with other characters have been important to understand the 

evolution of the clade looking like this better group them. In addition, cytogenetic studies have 

been widely used to enrich the scenario and to better solve taxonomic and systematic 

uncertainties, given the ecological importance that the group presents. Therefore, the objective 

of this work was to use classical cytogenetic markers and repetitive DNA mapping in three 

species of the genus Boana, located in three different taxonomic groups, all from the Mata 

Atlântica paranaense. The studied karyotypes showed differences between them, B. faber and 

B. prasina presented 2n = 24 chromosomes invariably, and B. albopunctata presented 2n = 22 

chromosomes with possible presence of chromosome B. Heterochromatic bands were 

predominant founds in pericentromeric regions in all species, although additional C bands on 

telomeric and / or interstitial regions showed to be partially species specific. The nucleoli 

organizing regions (NORs) were restricted in only one pair of the complement, a pattern well 

conserved in anurans as a whole. U2 snDNA was located in situ in B. albopunctata (pairs 3 and 

7) and in B. prasina (pairs 4 and 10). Nucleotide sequencing of the U2 snDNA genes showed a 

92% similarity to the U2 snDNA gene of Xenopus laevis. The Tc1- Mariner transposable 

element (TE) showed scattered markers on all chromosomes of the three species studied. The 

karyotype 2n = 24 chromosomes is a characteristic of the genus Boana, which may present 

some oscillations. This diploid number (2n) would have originated from 2n = 26 chromosomes, 

from chromosomal fusions, these fusions, which together with other types of rearrangements, 

like pericentric inversions or even centromeric repositions, may explain the variation in the 

location and quantity of chromosomal markers. The structure and origin of repetitive sequences 

may explain the current organization of genomes, with the occurrence of a portion of the genes 

in multiple copies. In eukaryotes, the TEs are mostly the result of degenerative processes, which 

accumulate mutations and lose their identity when inactivated. It is worth remembering that the 

in situ mapping of the repetitive sequences presented here is unheard of for the Hylidae family, 

being another tool to question the idea of karyotype preserved in anurans, given the variations 

presented here. 

Keywords: Amphibian;Transposable elements; Karyotype evolution; FISH  

 

 

 

 

 

 



9 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Imagem de espécies do genero Boana analisadas no presente estudo. (A) B. 

 albopunctata (Fonte: GRANATO, 2018); (B) B. faber (Fonte: O Autor); (C) B. 

prasina......................................................................................................................................30 

Figura 2. Cariótipos submetidos à coloração convecional com giemsa a 5%. (A) B.  

albopunctata com 2n = 22 cromossomos, com eventual presença de cromossomo B.; (B)  

B. faber com 2n = 24 cromossomos; (C) B. prasina com 2n = 24 cromossomos. Barra = 10 

µm.............................................................................................................................................44 

 

Figura 3. Cariótipos de exemplares de Boana submetidos à técnica de bandamento C, 

demonstrando os padrões de heterocromatina constitutiva e a detecção de RONs (flechas). 

(A) B. albopunctata; (B) B. faber; (C) B. prasina. Barra = 10 µm..........................................44 

 

Figura 4. Cariótipos submetidos à hibridização in situ fluorescente com sonda de genes 

 snDNA U2 (em vermelho). (A) B. albopunctata (2n = 22 cromossomos + cromossomo B)  

e (B) B. prasina (2n = 24 cromossomos). Barra = 10 µm........................................................45 

 

Figura 5. Cariótipos submetidos à hibridização in situ fluorescente com sonda do TE  

Tc1-Mariner (em vermelho). (A) B. albopunctata (2n = 22 cromossomos + cromossomo 

B), (B) B. faber (2n = 24 cromossomos) e (C) B. prasina (2n = 24 cromossomos).  

Barra = 10 µm...........................................................................................................................45 

 

Figura 6. Idiogramas mostrando a distribuição de marcadores clássicos e de duas classes  

de DNA repetitivo: (A) B. albopunctata, (B) B. faber e (C) B. prasina..................................46 

 

Figura 7. Comparação da morfologia dos cromossomos Bs nas populações de Boana 

albopunctata analisadas por (A) GRUBER et al. (2014); (B) Presente estudo; (C) FERRO  

et al. (2012). Barra 10 = µm.....................................................................................................47 

 

Figura 8. Origem hipotética interespecífica do(s) cromossomo(s) B(s) em B. 

 albopunctata........................................................................................................................... 47 

  

 

 



10 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

Ag – Prata 

BLAST – Basic Local Alignment Search Tool 

CEUA – Comissão de Ética do Uso de Animal 

CTAB – Cetyltrimethylammonium Bromide 

DAPI – 4´,6-diamidino-2-phenylindole  

DD – Data Deficient 

DNA - Ácido Desoxirribonucleico 

FISH – Fluorescence in situ Hybridization 

INPE – Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais 

ITS – Interstitial Telomeric Sequences 

IUCN - International Union for Conservation of Nature 

KCl – Cloreto de Potássio 

LINE – Long Interspersed Nuclear Elements 

LTR – Long Terminal Repeats 

M – Metacêntricos 

MITEs -Miniature Transposable Elements 

NCBI – National Center for Biotechnology Information 

NF – Número Fundamental 

PBS – Tampão fosfato-salino 

PCR – Polymerase Chain Reaction 

PLEs – Penelope 

RNA - Ácido Ribonucleico 

RON – Região Organizadora de Nucléolo 

RPM – Rotação Por Minuto 

SINE – Short Interspersed Nuclear Elements 

SM – Submetacêntricos 

ST - Subtelocêntricos 

snDNA – Small Nuclear DNA 

SSC – Citrato de Sódio Salino 

TE – Transposable Element 

TIRs – Terminal Inverted Repeats 

UV-B – Radiação Ultravioleta B 

 

 



11 
 

SUMÁRIO 

 

1 REVISAO BIBLIOGRÁFICA ............................................................................. ....12 

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE OS ANUROS ............................................ 12 

1.2 O BIOMA MATA ATLÂNTICA ............................................................................ 13 

1.3 A FAMÍLIA HYLIDAE: ASPECTOS GERAIS E ESTUDOS  

CROMOSSÔMICOS ............................................................................................................... 14 

1.4 DNAS REPETITIVOS ............................................................................................. 16 

2 OBJETIVOS E METAS ........................................................................................... 19 

2.1 OBJETIVOS ............................................................................................................. 19 

2.2 METAS ..................................................................................................................... 19 

3 MATERIAL E MÉTODOS ...................................................................................... 20 

3.1 MATERIAL BIOLÓGICO....................................................................................... 20 

3.2 PREPARAÇÕES CITOGENÉTICAS E ISOLAMENTO DOS DNAs  

REPETITIVOS ............................................................................................................... 20 

3.3 HIBRIDIZAÇÃO in situ FLUORESCENTE (FISH - fluorescence in situ  

hybridization) ................................................................................................................. 21 

3.4 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS .............................................................................. 22 

4 RESULTADOS .......................................................................................................... 23 

4.1 ESTUDOS CROMOSSÔMICOS EM TRÊS ESPÉCIES DO GÊNERO Boana 

(HYLIDAE, ANURA): MAPEAMENTO FÍSICO DE DNAS REPETITIVOS E 

EVOLUÇÃO CARIOTÍPICA ........................................................................................ 23 

4.1.1 Introdução ........................................................................................................................ 25 

4.1.2 Material e Métodos ......................................................................................................... 26 

4.1.3 Resultados ........................................................................................................................ 28 

4.1.4 Discussão ......................................................................................................................... 31 

4.1.5 Considerações finais ....................................................................................................... 41 

REFERÊNCIAS ........................................................................................................... 46 

ANEXOS ....................................................................................................................... 59 

 



12 
 

1 REVISAO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE OS ANUROS 

 

A ordem Anura, pertencente à classe dos anfíbios, apresenta uma diversidade de 6778 

espécies descritas, alocadas em 55 famílias, distribuídas por quase todos os continentes, exceto 

na Antártida (FROST, 2017). Têm sido constantes as alterações na classificação deste grupo, 

como por exemplo as realizadas por Faivovich et al. (2005), quando baseado em marcadores 

moleculares, algumas espécies do gênero Hyla foram realocadas para o gênero Hypsiboas, 

atualmente chamado de Boana (DUBOIS, 2018). 

No Brasil, é registrada a ocorrência de 1039 espécies de anuros, segundo a lista de 

anfíbios brasileiros divulgada pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH, 2017). Segundo 

Gazoni (2011), estes números vêm aumentando nos últimos anos (15% na última década) e este 

fato, associado a grande similaridade morfológica que os anuros apresentam, faz com que sejam 

necessários mais estudos a fim de se esclarecer a taxonomia e sistemática do grupo. 

Representantes deste grupo são popularmente denominados como sapos, rãs e pererecas, sendo 

em geral diferenciados por meio das especializações morfológicas do seu sistema de locomoção 

(POUGH; JANIS; HEISER, 2008). 

Os anfíbios constituem um grupo animal de alta importância ecológica, seja por sua 

posição central em redes tróficas, por serem caracterizados como um grupo de ligação entre 

sistemas, i. e. aquático e terrestre, ou até mesmo por sua vasta diversidade, abrangendo uma 

ampla gama de microhábitats dulcícolas e terrestres (GARCIA et al., 2009). Apesar disto, os 

anuros vêm enfrentando uma pungente ameaça à sua conservação, já que as populações estão 

sofrendo declínio elevado. É considerado o grupo animal mais ameaçado da atualidade, com 

aproximadamente 40% das espécies ameaçadas de extinção (MONASTERSKY, 2014), 

incluindo diversos relatos de extinções recentes (GRANDINETTI; JACOBI, 2005). 

Adicionalmente, é também o grupo com mais espécies sem informação classificados na 

categoria de dados insuficientes ou Data Deficient (DD) na plataforma online da União 

Internacional para Conservação da Natureza (IUCN) (FODEN et al., 2013; IUCN, 2018). 

Vários fatores têm sido apontados como causas para esse declínio, tais como a introdução de 

espécies exóticas, a poluição, a alteração do equilíbrio entre predador e presa, o aumento da 

radiação ultravioleta B (UV-B), a exploração de espécies, as chuvas ácidas e principalmente a 
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perda e fragmentação de hábitats, que ganha lugar de destaque no declínio das populações de 

anfíbios (BLAUSTEIN; KATS, 2003; COLLINS; STORFER, 2003). 

Outro fator alarmante relacionado a esse declínio é a dispersão de doenças infecciosas, 

com destaque para a quitridiomicose (DASZAK et al., 2004), uma doença infecciosa emergente 

causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (BERGER et al., 2005; BECKER; 

ZAMUDIO, 2011). Essa doença vem sendo disseminada pelo mundo dizimando populações, e 

já foi mencionada como “a pior doença infecciosa já documentada entre os vertebrados em 

termos de número de espécies impactadas, e sua propensão em levá-las à extinção” (FISHER; 

GARNER; WALKER, 2009). Atualmente, o fungo Bd encontra-se amplamente distribuído, 

sendo documentado em todos os cinco continentes, tendo sido registrado em no mínimo 71 

países e em 50% das espécies de anfíbios analisadas até 2014 (OLSON; RONNENBERG, 

2014). 

O declínio de anfíbios, associado à quitridiomicose, tem sido essencialmente observado 

em áreas de reserva de florestas primárias ou pouco alteradas, em locais montanhosos da região 

neotropical (LIPS et al., 2008; POUND et al., 2006). 

 

1.2 O BIOMA MATA ATLÂNTICA 

 

Mata Atlântica é o nome popular dado à floresta tropical que ocupa a fachada da costa 

brasileira, banhada pelo oceano Atlântico, e grande parte da bacia do Paraná (PEREIRA, 2009). 

Quando se fala em Mata Atlântica é necessário lembrar que estamos falando de um conjunto 

de formações florestais, além de campos naturais, restingas, manguezais e outros tipos de 

vegetação, formando diversos cenários (BRASIL, 2017). É a segunda maior floresta pluvial 

tropical do continente americano, que originalmente estendia-se de forma homogênea ao longo 

da costa brasileira (TABARELLI et al., 2005). Antigamente, cobria mais de 1,5 milhão de km², 

abrangendo uma porção de 92% no Brasil (FUNDAÇÃO SOS MATA ATLÂNTICA; INPE, 

2002; GALINDO-LEAL; CÂMARA, 2003). A ação antrópica devastou quase que 

completamente este bioma e a Mata Atlântica corresponde a menos de 8% de sua extensão 

original, a qual estende-se desde o Ceará até o Rio Grande do Sul (FUNDAÇÃO SOS MATA 

ATLÂNTICA; INPE, 2002), atualmente esses dados são ainda mais alarmantes. Ela apresenta 

uma variedade de formações florestais, entre elas: Ombrófila mista, ombrófila densa, ombrófila 

aberta, estacional semidecidual, estacional decidual e estepe (BRASIL, 2017). 



14 
 

Atualmente, a Mata Atlântica apresenta a maior diversidade e riqueza de espécies de 

anuros. Abriga cerca de 543 espécies, sendo que 472 são endêmicas, mas devido à alta 

devastação que este bioma vem sofrendo, é considerado como um dos ecossistemas mais 

ameaçados do mundo, caracterizando um hotspot de biodiversidade (DUELLMAN, 1999; 

MORELLATO; HADDAD, 2000). O alto grau de devastação desta floresta pode influenciar na 

riqueza da anurofauna, uma vez que os integrantes do grupo são considerados bons 

bioindicadores de qualidade ambiental e integridade de ecossistemas. As características de 

história de vida dos anuros são influenciadas e associadas ao ambiente e por conta disso 

demonstram sinais de condições adequadas de hábitats. Geralmente, estão relacionados ao meio 

aquático e apresentam alta sensibilidade a variações na qualidade da água (GASCON, 1991), 

além disso, a maioria das espécies se relacionam intensamente com a vegetação das 

proximidades dos corpos d’água, onde a manutenção das populações é dependente da qualidade 

da estrutura da paisagem (PARRIS, 2004). 

O município de União da Vitória (26º13’48”S e 51º05’09”W) está localizado na Mata 

Atlântica sul paranaense, a 237 km da capital Curitiba e possui 731,72 km². O clima é 

subtropical úmido e mesotérmico, sempre com alta umidade relativa do ar, sendo a temperatura 

média anual de 23,3ºC (MAACK, 1981; HORT, 1990). 

 

1.3 A FAMÍLIA HYLIDAE: ASPECTOS GERAIS E ESTUDOS CROMOSSÔMICOS 

 

Hylidae é um grupo monofilético de pererecas com distribuição quase mundial e uma 

das mais diversas famílias da ordem Anura, com 969 espécies reconhecidas (FROST, 2017). 

Seus representantes estão agrupados nas subfamílias Hylinae (composta pelas tribos 

Cophomantini, Dendropsophini, Hylini e Lophyohylini), Pelodryadinae e Phyllomedusinae 

(FAIVOVICH et al., 2005). Estudos filogenéticos em larga escala são bastante compatíveis em 

termos de relações de Hylinae (WIENS et al., 2005; DUELLMAN; MARION; HEDGES, 

2016). A tribo Cophomantini é um clado diverso de anuros neotropicais composto pelos gêneros 

Aplastodiscus, Boana, Bokermannohyla, Hyloscirtus e Myersiohyla. (FERRO et al., 2018). 

Em geral, apresentam cabeça e olhos grandes e frequentemente cintura afinalada, com 

membros alongados, também possuem diversos tamanhos corporais distintos, apresentando 

indivíduos que podem medir apenas 1,7 cm e outros que podem chegar até 14 cm de 

comprimento (OLIVEIRA, 2012). Os hilídeos apresentam diversas outras variáveis, porém não 

muito resolutivas filogeneticamente, entretanto, a presença de discos adesivos arredondados 

nas pontas dos dedos é uma característica comum descrita na maioria das espécies, o que pode, 
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eventualmente, diferenciá-los facilmente das demais famílias (LIMA et al., 2006). Apresentam 

uma grande diversidade de modos reprodutivos, atualmente 12 descritos, sendo que 11 são 

restritos a Mata Atlântica (HADDAD; SAWAYA, 2000). Esta diversidade está relacionada 

com o microhábitat de oviposição, pois os ovos podem ser depositados diretamente na água, 

em ninhos de espuma em câmaras subterrâneas ou sobre rochas, em folhas suspensas na 

vegetação sobre a água, ou mesmo carregados pelo adulto (DUELLMAN; TRUEB, 1994; 

HADDAD; PRADO, 2005; WELLS, 2007). 

A família Hylidae tem passado nos últimos anos por uma progressiva reorganização 

filogenética. Segundo Frost (2017), esta família apresenta 969 espécies já descritas, agrupadas 

em três subfamílias: Phyllomedusinae (61 espécies), Pelodryadinae (211 espécies) e Hylinae 

(697 espécies). Desde a revisão inicial feita por Faivovich et al. (2005), o conhecimento 

taxonômico e as hipóteses filogenéticas disponíveis de gêneros dentro do Cophomantini 

aumentaram bastante. Conforme Faivovich et al. (2005), o gênero Boana contém sete grupos 

de espécies de acordo com dados genéticos, morfológicos, comportamentais e ecológicos: B. 

albopunctata, B. benitezi, B. faber, B. pulchella, B. pellucens, B. punctata e B. semilineata, para 

os quais, 22 novas espécies foram descritas após a análise. As relações desses grupos de 

espécies foram abordadas por amostragem de táxons distintos, com foco no grupo de B. 

pulchella (DUELLMAN; MARION; HEDGES, 2016; FAIVOVICH et al., 2004; KÖHLER et 

al., 2010), no grupo de B. albopunctata (CAMINER; RON, 2014) e no grupo de B. semilineata 

(FOUQUET et al., 2016). 

Considerando todas as mudanças taxonômicas dos últimos anos, o gênero Boana 

compreende 92 espécies (FROST, 2017). De acordo com Ribeiro, Egito e Haddad (2005), o 

gênero abrange as espécies popularmente conhecidas como rãs-gladiadoras, devido às disputas 

corporais que ocorrem quando um macho invade o território de outro. Sabendo que o gênero 

Boana é dividido em sete grupos taxonômicos diferentes, e tais agrupamentos são suportados 

por sinapomorfias morfológicas que são úteis para definir unidades monofiléticas, ainda, há 

algumas espécies que possuem caracteres que dificultam sua alocação em qualquer um dos 

grupos atualmente reconhecidos (FAIVOVICH et al., 2005). 

O táxon é descrito com dois modos reprodutivos conhecidos: desova depositada 

diretamente na água e larvas aquáticas exotróficas e, ovos depositados em bacias naturais ou 

construídas e girinos exotróficos, em ambiente lêntico ou lótico (HADDAD; PRADO 2005). 

No entanto, casais de Boana pardalis já foram observados desovando em bromélias terrestres, 

se assemelhando ao modo reprodutivo no qual ovos são depositados em plantas aéreas 

(MOURA; MOTTA; FEIO, 2011). Este fato demonstra que as espécies de Boana podem exibir 
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modos alternativos, ou até mesmo modos de reprodução ainda não descritos (TOLEDO et al., 

2012). 

Apesar dos esforços contínuos para esclarecer a sistemática de Hylidae, dados 

cariotípicos são limitados quando comparados aos de peixes e mamíferos. Por muitos anos, os 

anfíbios têm sido rotulados como um grupo de vertebrado caracterizado por cariótipos 

altamente conservados. No entanto, com a aplicação de métodos de bandamento cromossômico 

e citogenética molecular, uma notável variabilidade na microestrutura cromossômica tem sido 

revelada, o que permitiu melhor identificar espécies e suas variantes geográficas, servindo 

assim como uma ferramenta confiável para estudos taxonômicos (KASAHARA et al., 2003; 

SIQUEIRA et al., 2004). 

Os dados sobre a citogenética dos hilídeos, com cerca de 340 espécies cariotipadas, 

fazem com que seja um dos grupos mais estudados entre os anuros (CATROLI; KASAHARA, 

2009; PAIVA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2016) Cromossomos sexuais são considerados 

raros em Hylidae, restritos exclusivamente a subfamília Hylinae. Eles foram descritos 

citogeneticamente em Hyla femoralis, H. immaculata (como H. suweonensis), H. japonica, H. 

squirella (YU; LEE, 1990; ANDERSON, 1991), e em Pseudis tocantins (GATTO; BUSIN; 

LOURENÇO, 2016).  

Os cariótipos consistem principalmente de cromossomos com dois braços (KING, 

1990), e variações no número de cromossomos têm sido consideradas como apomorfias 

(CATROLI, 2008). Uma exceção é o gênero Dendropsophus, separado do gênero Boana para 

compor espécies com 30 cromossomos, apesar de seu diagnóstico morfológico incipiente, o que 

mostra a importância da citogenética para a sistemática neste grupo (CHEK et al., 2001). Dentro 

dos Boana, dados citogenéticos foram mostrados para apenas 16% das espécies, a maioria delas 

descritas com base em apenas coloração cromossômica convencional, o que torna 

subexploradas algumas inferências sobre a evolução cromossômica no grupo (RABER et al., 

2004; ANANIAS et al., 2004; GRUBER; HADDAD; KASAHARA, 2007; NUNES; 

FAGUNDES, 2008; CARVALHO et al., 2009). 

 

1.4 DNAS REPETITIVOS 

 

Sequências de DNA de múltiplas cópias, também referidos como “DNAs repetitivos” 

representam grande parte do genoma dos eucariotos (SUMNER, 2003). Estes geralmente são 

divididos em dois principais grupos: i) repetições in tandem; ii) repetições dispersas, compostas 

por elementos transponíveis (TEs) (CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; STEPHAN,1994). 
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As sequências repetidas in tandem podem ser não codificantes (DNA satélite, minissatélite e 

microssatélite), ou codificantes, conhecidas como famílias gênicas (genes de histonas, small 

nuclear ribonucleoprotein particles - snRNPs, RNA ribossômico - RNAr, entre outros) 

(HARDMAN, 1986; SHAPIRO; STERNBERG, 2005; BISCOTTI et al., 2015). 

As sequências repetitivas são também classificadas como dispersas, sendo representadas 

por sequências saltatórias do genoma – os denominados TEs. TEs são classificados de acordo 

com o intermediário utilizado durante o processo de transposição: RNA (classe I ou 

retrotransposon) ou DNA (classe II ou transposon) (WICKER et al., 2007). Os retrotransposons 

movem-se pelo genoma por meio do mecanismo denominado “copia e cola”, onde a cada ciclo 

de transposição é feita uma cópia da sequência original, e esta é inserida em uma nova região 

do genoma, aumentando assim a sua quantidade no genoma hospedeiro. Sua classificação 

abrange cinco ordens: retrotransposons LTR (long terminal repeats), elementos semelhantes a 

DIRS, elementos semelhantes a Penelope (PLEs), LINEs (long interspersed nuclear elements) 

e SINEs (short interspersed nuclear elements) (WICKER et al., 2007). Já os transposons 

movem-se geralmente por meio do mecanismo denominado “corta e cola”, onde a cada ciclo 

de transposição a sequência original é recortada, retirada de seu local originário e inserida em 

outra região do genoma hospedeiro. Desta maneira, o aumento no número de cópias destas 

sequências só ocorre se, durante a duplicação do DNA, o transposon sair de um local onde o 

DNA já foi duplicado e se instalar em uma região à frente da forquilha de replicação. A 

classificação dos transposons envolve primeiramente a divisão em duas subclasses, sendo que 

posteriormente a classificação fica mais extensa, e pode ser conhecida pelo trabalho 

desenvolvido por WICKER et al. (2007). 

As sequências repetitivas dispersas têm sido associados com a reorganização do 

genoma, atuando como uma importante fonte de mudanças evolutivas, por meio da 

recombinação homóloga de regiões após eventos de transposição de elementos repetitivos, 

entre cromátides irmãs ou cromossomos homólogos, como visto em células diploides de 

leveduras (ARGUESO et al., 2008). Ainda, Finnegan (1989) ressaltou que grandes rearranjos 

cromossômicos são estimulados principalmente por TEs, sendo resultado da recombinação 

entre cópias de elementos espalhados pelo genoma. TEs também estão associados com o 

surgimento de sistemas de regulação gênica transcricional e pós-transcricional, servindo como 

uma fonte altamente rica de matéria-prima para a formação de complexas redes regulatórias 

(FESCHOTTE, 2008). 

Diversos táxons apresentam em seu genoma a superfamília Tc1-Mariner, a qual faz 

parte dos TEs de Classe II, estes elementos são classificados por apresentarem repetições 
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terminais invertidas (TIRs – terminal inverted repeats) e uma extensão entre 1000 e 5000 bp 

(PLASTERK; IZSVÁK; IVICS, 1999). Entretanto, podem vir a se tornarem pequenos 

elementos com repetições invertidas e não autônomos, denominados TEs miniaturas ou MITEs 

(miniature transposable elements), isso caso sofram processo de intensa degradação, o que não 

é raro, pois estão descritos em vários grupos taxonômicos e se apresentam em grandes 

quantidades nos genomas (FERNÁNDEZ-MEDINA et al., 2012). 

As famílias multigênicas são um conjunto de genes originados por duplicação e variação 

de algum gene ancestral. A duplicação gênica é considerada um processo essencial na 

diversificação e com potencial para adaptações biológicas (WENDEL, 2000; BENNETZEN, 

2002; KELLIS; BIRREN; LANDER, 2004). A família multigênica U snDNA é composta de 

pequenos genes de RNAs que compõem a maquinaria do spliceosomo e está estreitamente 

envolvida no processo de splicing (SASHITAL et al., 2007). No que se refere ao mapeamento 

da sequência U2 snDNA, embora adequado para utilização como sonda FISH, pouco tem sido 

explorado (QIN et al., 2015). O mapeamento físico das sequências U snDNA em diferentes 

organismos como gafanhotos, crustáceos e peixes, evidenciou que estas sequências podem ser 

ligadas à outras famílias multigênicas (ANJOS et al., 2015; PELLICCIA et al., 2001; 

MANCHADO et al., 2006). Adicionalmente, estes genes podem apresentar padrões distintos 

de organização cromossômica (ÚBEDA-MANZANARO et al., 2010; MERLO et al., 2012; 

BARDELLA; FERNANDES; CABRAL‑DE‑MELLO, 2016), podem estar presentes em 

cromossomos sexuais (UTSUNOMIA et al., 2014) ou em cromossomos supranumerários 

(BUENO; PALACIOS-GIMENEZ; CABRAL-DE-MELLO, 2013). 
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2 OBJETIVOS E METAS 

 

2.1 OBJETIVOS 

 

Embora seja relevante o estudo deste grupo visto sua importância ecológica, como já 

descrito anteriormente, as informações acerca dos aspectos citogenéticos com o uso de 

marcadores cromossômicos ainda são muito escassas, as quais poderiam contribuir para o 

entendimento das relações evolutivas no grupo. Assim, o objetivo principal deste trabalho é 

caracterizar citogeneticamente três espécies do gênero Boana, pertencentes a três grupos 

taxonômicos diferentes. Para isso, os estudos são baseados tanto em marcadores 

cromossômicos clássicos, mas principalmente na análise de DNAs repetitivos, buscando assim 

melhores subsídios para inferências a respeito da evolução cromossômica no grupo. Para tanto, 

foram utilizadas técnicas que permitam a obtenção de classes de DNAs repetitivos, sua 

caracterização e, por fim, o mapeamento cromossômico destas sequências sobre o cariótipo das 

espécies provenientes da Mata Atlântica sul paranaense. 

 

2.2 METAS 

 

1. Coleta dos exemplares na natureza - localidade: União da Vitória – PR (Mata Atlântica 

paranaense); 

2. Caracterização dos cariótipos utilizando-se de marcadores cromossômicos convencionais 

(heterocromatina constitutiva e coloração com nitrato de prata); 

3. Isolamento e caracterização de sequências repetitivas de DNA in tandem (famílias 

multigênicas) e TEs, presentes no genoma de espécies do gênero Boana; 

4. Localização por hibridização fluorescente in situ dos DNAs repetitivos encontrados; 

5. Comparação dos padrões de organização cromossômica dos DNAs repetitivos entre as 

espécies. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

 

Foram estudados 12 exemplares da família Hylidae (gênero Boana), coletados na Mata 

Atlântica paranaense (localidade de União da Vitória – PR): 4 indivíduos de Boana 

albopunctata, 4 indivíduos de Boana faber e 4 indivíduos de Boana prasina. A partir da 

localização visual e/ou auditiva, os indivíduos foram capturados manualmente, ou com auxílio 

de puçás, e armazenados em recipientes adaptados. Em laboratório, os espécimes foram 

submetidos à uma overdose anestésica com Xilocaína 5%. Imediatamente, os espécimes foram 

protocolados com número e procedência, sendo então tombados no acervo do laboratório de 

biologia da Universidade Estadual do Paraná, campus União da Vitória como testemunho. O 

presente estudo é respaldado pela Comissão de Ética do Uso de Animal da Universidade 

Estadual de Ponta Grossa (Processo CEUA 016/2018) (Anexo 1). 

 

3.2 PREPARAÇÕES CITOGENÉTICAS E ISOLAMENTO DOS DNAs REPETITIVOS 

 

Os cromossomos mitóticos foram obtidos a partir de medula óssea, utilizando-se o 

método de Baldissera Jr.; Oliveira e Kasahara (1993) (Anexo 2). O material foi corado com 

giemsa 5% (Anexo 3) e para a detecção da heterocromatina constitutiva foi aplicada a técnica 

de bandeamento C, segundo Sumner (1972) (Anexo 4). A localização das Regiões 

Organizadores de Nucléolo (RONs) foi realizada a partir da impregnação por nitrato de prata, 

de acordo com o protocolo descrito por Howell e Black (1980) (Anexo 5), com modificações. 

As preparações cromossômicas foram analisadas em microscópio óptico comum. As 

contagens cromossômicas e observações mais detalhadas foram fotografadas em microscópio 

de campo claro e epifluorescência Carl Zeiss AxioLab A1 acoplado à câmera CCD Axiocam 

ICc 1 de 1,4 megapixel capturadas através do software ZEN. Os cromossomos provenientes das 

imagens capturadas foram recortados, emparelhados e organizados em ordem decrescente de 

tamanho utilizando-se o software Adobe Photoshop® 7.0. A morfologia cromossômica foi 

determinada de acordo com o critério de relação de braços, segundo Green e Sessions (1991). 

Para cálculo do número fundamental foram considerados como portadores de dois braços os 

cromossomos metacêntricos (m), submetacêntricos (sm) e subtelocêntricos (st). Para a 

determinação da fórmula cariotípica foram analisados tanto os cromossomos submetidos à 

coloração 
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convencional, quanto os submetidos ao tratamento com hidróxido de bário para a 

detecção da heterocromatina. 

Porções de tecido muscular foram armazenadas e utilizadas para extração de DNA 

genômico, utilizando-se o método cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (MURRAY; 

THOMPSON, 1980) (Anexo 6). Após verificada a integridade do DNA por meio da 

eletroforese em gel de agarose 1%, o mesmo foi utilizado como molde para as reações em 

cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), quando foram utilizados 

oligonucleotídeos específicos para amplificação de DNAs repetitivos, tais como snDNA U2 e 

o TE Tc1-Mariner (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Relação de primers e temperatura de anelamento para amplificação das sequências repetitivas isoladas 

neste estudo. 

Classes Primers (5´→3´) Temperatura de 

anelamento (ºC) 

Referência 

snDNA U2 F: ATCGCTTCTCGGCCTTATG 

R: TCCCGGCGGTACTGCAATA 

61 BUENO et al. (2013) 

Tc1-Mariner CACTCACCGGCCACTTTATTA 60 SCHEMBERGER et al. 

(2016) 

 

As reações de amplificação foram realizadas em volume final de 50 uL compostas por 

100 ng de DNA genômico, 2 mM de MgCl2, tampão de reação 1x (200 mM de Tris, pH 8,4, 

500 mM de KCl), 0,2 mM de dNTPs, 0,5 µM dos primers e 1,5 U de Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen). O termociclador (Eppendorf) foi programado da seguinte maneira: 7 min 95 °C; 

35 ciclos: 95 °C 30 s, (temperatura de anelamento variável, de acordo com cada 

oligonucleotídeo – Tabela 1) 45 s, 72 °C 1 min e 20 s; extensão final a 72 °C 5 min.  

Os fragmentos corretamente amplificados foram isolados e ligados em vetores 

plasmidiais comerciais, e, em seguida, transformados em cepas de Escherichia coli DH5α 

CaCl2 competentes. Os clones recombinantes do snDNA U2 foram então submetidos ao 

sequenciamento nucleotídico para caracterização das sequências e, posteriormente, juntamente 

com o TE Tc1-Mariner, utilizados como sondas em hibridização in situ fluorescente. 

 

3.3 HIBRIDIZAÇÃO in situ FLUORESCENTE (FISH - fluorescence in situ hybridization) 

 

As sondas do snDNA U2 foram marcadas por PCR, com as mesmas condições 

respectivas citadas anteriormente. Nas reações de marcação de sondas não foram utilizados o 

mix de dNTPs, mas sim nucleotídeos separados nas concentrações de 0,05 mM de dATP, dCTP 

e dGTP, 0,035 mM de dTTP e 0,03 mM de dUTP, acoplado a molécula repórter de digoxigenina 
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(Roche Applied Science). Já as sondas do TE Tc1-Mariner foram marcadas com o Kit Nick 

Translation System (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante, com a incorporação do 

nucleotídeo digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science). 

As lâminas contendo preparações cromossômicas foram submetidas à técnica de FISH, 

de acordo com o procedimento geral descrito por Pinkel, Straume e Gray (1986) (Anexo 7), 

com modificações. Para a detecção das sondas foi utilizado o anticorpo anti-digoxigenina 

conjugada com rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos foram contracorados com 

DAPI (4´,6-diamidino-2-phenylindole – 0,2 μg/mL) em meio de montagem Vectashield 

(Vector), e analisados utilizando-se o software ZEN de captura digital de imagens acoplado ao 

microscópio Carl Zeiss AxioLab A1. 

 

3.4 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS 

 

As sequências nucleotídicas obtidas foram analisadas e editadas com o auxílio do 

software Geneious 8.1.9 (KEARSE et al., 2012) e, posteriormente submetidas a uma análise de 

identidade utilizando os bancos de dados Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), 

presente no National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 
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4 RESULTADOS 

 

 Os resultados estão organizados em um capítulo correspondente ao artigo científico. 

 

4.1 ESTUDO CROMOSSÔMICO EM TRÊS ESPÉCIES DO GÊNERO Boana (HYLIDAE, 

ANURA): MAPEAMENTO FÍSICO DE DNAS REPETITIVOS E EVOLUÇÃO 

CARIOTÍPICA 

 

Resumo 

 

A família Hylidae, que detém a mais ampla distribuição e o maior número de espécies dentro 

da ordem Anura, tem passado por diversas reorganizações filogenéticas. Espécies do gênero 

Boana têm sido organizadas em sete grupos taxonômicos, sendo que a maioria das espécies não 

possui informações citogenéticas e, quando presentes, grande parte das descrições é baseada 

em marcadores cromossômicos clássicos. No presente estudo, foram realizadas análises 

citogenéticas convencionais (Bandas C e Ag-RONs) e moleculares, como a hibridização 

fluorescente in situ (FISH), quando foram prospectadas duas classes de DNAs repetitivos, nas 

espécies B. albopunctata, B. faber e B. prasina, provenientes da Mata Atlântica paranaense. O 

objetivo foi buscar marcadores cromossômicos capazes de distinguir as espécies dos grupos 

taxonômicos discutindo-os sob o enfoque evolutivo. As espécies B. faber e B. prasina 

apresentaram 2n = 24 cromossomos, número diploide mais frequente no gênero, enquanto que 

B. albopunctata apresentou 2n = 22 cromossomos, com eventual presença de um cromossomo 

B. No geral, o bandamento C evidenciou heterocromatinas pericentroméricas nos cromossomos 

de todas as espécies, com bandas C adicionais sobre regiões teloméricas em B. albopunctata e 

intersticiais em B. prasina. As RONs se mostraram nos menores pares do complemento, padrão 

este frequente no gênero. A sonda de U2 small nuclear RNA (U2 snRNA) foi localizada nos 

pares 3 e 7 de B. albopunctata, assim como nos pares 4 e 10 de B. prasina. O TE Tc1- Mariner 

apresentou marcações dispersas em praticamente todos os pares cromossômicos das três 

espécies analisadas. O cariótipo 2n = 24 cromossomos é uma característica do gênero Boana, 

que pode apresentar algumas oscilações e teria se originado do 2n = 26 cromossomos, a partir 

de fusões cromossômicas, que juntamente com outros tipos de rearranjos como inversões 

pericêntricas ou ainda reposicionamentos centroméricos, podem vir a explicar a variação na 

localização e na quantidade de marcadores cromossômicos. O mapeamento cromossômico 



24 
 

destas classes de DNAs repetitivos é inédito na família Hylidae e vem ser mais uma ferramenta 

a questionar a ideia de organização cariotípica conservada em anuros. 

 

Palavras chave: Cromossomos de anfíbios, transposon, snRNA, evolução cariotípica. 

 

Abstract 

 

The Hylidae family, which has the widest distribution and largest number of species within the 

order Anura, has undergone several phylogenetic reorganizations. Species of the genus Boana 

have been organized into seven taxonomic groups, and most species do not have cytogenetic 

information and, when present, most of the descriptions are based on classical chromosomal 

markers. In the present study, conventional cytogenetic analyzes (Bands C and Ag-NORs) and 

molecular were performed, such as fluorescence in situ hybridization (FISH), were carried out 

when two classes of repetitive DNA were investigated in B. albopunctata, B. faber and B. 

prasina, from the Mata Atlântica Paranaense. The objective was to search for chromosomal 

markers capable of distinguishing species from taxonomic groups by discussing them under the 

evolutionary approach. The B. faber and B. prasina species presented 2n = 24 chromosomes, 

the most frequent diploid number in the genus, whereas B. albopunctata presented 2n = 22 

chromosomes, with the possible presence of a B chromosome.  

In general, band C showed pericentromeric heterochromatin in chromosomes of all species, 

with additional C bands on telomeric regions in B. albopunctata and interstitial in B. prasina. 

The RONs were shown in the smallest pairs of the complement, the pattern being frequent in 

the genus. The U2 small nuclear RNA probe (U2 snRNA) was located in pairs 3 and 7 of B. 

albopunctata, as well as pairs 4 and 10 of B. prasina. The TE Tc1- Mariner presented scattered 

markers on practically all the chromosomal pairs of the three species analyzed. The karyotype 

2n = 24 chromosomes is a characteristic of the genus Boana, which may present some 

oscillations and would have originated from 2n = 26 chromosomes, from chromosomal fusions, 

which together with other types of rearrangements such as pericentric inversions or even 

centromeric repositions may to explain the variation in the location and amount of chromosomal 

markers. The chromosomal mapping of these classes of repetitive DNA is unheard of in the 

Hylidae family and is yet another tool to question the idea of karyotype organization preserved 

in anurans. 

 

Keywords: amphibian chromosomes, transposon, snRNA, karyotype evolution. 
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4.1.1 Introdução 
 

A família Hylidae tem passado nos últimos 10 anos por uma progressiva reorganização 

filogenética sendo dividida em três subfamílias: Phyllomedusinae, Pelodryadinae e Hylinae 

(FROST, 2017). Apesar dos esforços contínuos para esclarecer as relações sistemáticas em 

Hylidae, poucos relatos cariotípicos estão disponíveis. Dados citogenéticos estão disponíveis 

para 230 espécies de Hylinae, seguido por 80 de Pelodryadinae e 26 de Phyllomedusinae, que 

representam 33%, 38% e 43% das espécies em cada clado, respectivamente. A maioria das 

pelodryadines e phyllomedusines compartilham o número básico de 2n = 26 cromossomos, 

enquanto que em hilinos, cariótipos com 2n = 24 são frequentemente observados 

(DUELLMAN, 2001; FAIVOVICH et al., 2005). A posição filogenética de Hylinae, clado 

irmão do composto por Pelodryadinae e Phyllomedusinae sugere uma possível sinapomorfia 

do 2n = 24 cromossomos para a subfamília, mas como mencionado por Faivovich et al. (2005) 

a distribuição deste caráter nas linhagens mais divergentes das tribos de Hylinae requer estudo. 

Em eucariotos, uma considerável porção do genoma é constituída por segmentos que se 

mantêm condensados durante todo o ciclo celular, denominados de heterocromatina 

constitutiva (JOHN, 1988; CHAVES et al., 2004), sequências essas que são consideradas 

extremamente dinâmicas e repetitivas, com característica de se replicar mais lentamente na fase 

S e quando submetidas a determinados tratamentos apresentam uma tendência a corar 

diferencialmente (PIECZARKA; MATTEVI, 1998; PONS; GILLESPIE, 2003; KANTEK et 

al., 2009). 

As unidades de repetições in tandem são um tipo de sequências repetitivas geralmente 

organizadas em clusters, localizadas frequentemente em regiões teloméricas ou 

pericentroméricas, presentes em um ou em vários pares cromossômicos. Tais sequências podem 

ser não transcritas (DNA satélite, minissatélite e microssatélite), ou transcritas, conhecidas 

como famílias gênicas (genes de histonas, small nuclear ribonucleoprotein particles – snRNPs, 

RNA ribossômico - RNAr, entre outras) (HARDMAN, 1986; SHAPIRO; STERNBERG, 2005; 

BISCOTTI et al., 2015). O processo de acúmulo de genes duplicados (especialmente via erro 

de recombinação homóloga e duplicações genômicas) e a divergência evolutiva entre as cópias 

podem vir a explicar a origem de famílias multigênicas (WENDEL, 2000; BENNETZEN, 2002; 

KELLIS et al., 2004). Estas sequências podem estar em clusters e localizados em um único 

cromossomo ou situados em inúmeros sítios no conjunto cariotípico (EIRÍN-LÓPEZ et al., 

2004). 
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Cada vez mais frequente tem sido a utilização de marcadores de caráter molecular para 

reconhecimento de sítios cromossômicos, como os pequenos DNAs nucleares, também 

conhecidos como small nuclear DNA (snDNA) (UTSUNOMIA et al., 2014; ANJOS et al., 

2015; BARDELLA; FERNANDES; CABRAL‑DE‑MELLO, 2016). Em eucariotos, a família 

multigênica U snDNA é intrinsicamente relativa ao processo denominado splicing (SASHITAL 

et al., 2007), composta por genes abundantes em uridina (GREEN, 1989; RIO, 1992; WEST, 

2012). Spliceossomo é a denominação dada ao complexo macromolecular que é responsavel 

pelo processo de splicing, este complexo é formado pelos snRNAs (U1, U2, U4, U5 e U6), 

juntamente com mais de trezentas proteínas associadas (VALADKHAN, 2005; WEST, 2012). 

Os TEs são sequências repetitivas dispersas, que são capazes de se transportar para 

diferentes locais do genoma. Estes elementos podem ser identificados de acordo com sua 

organização estrutural e seu mecanismo de transposição, constituindo a principal fonte de 

mutação no genoma (BÖHNE, 2008). 

Já que constantes reorganizações filogenéticas são realizadas na família Hylidae 

(FROST, 2017), abordagens envolvendo espécies de hilídeos e o mapeamento de DNAs 

repetitivos darão subsídios para construir um cenário mais rico na evolução cromossômica do 

grupo. Assim, a utilização de marcadores cromossômicos é uma ferramenta promissora, 

permitindo dar coesão às interpretações sobre a evolução cromossômica e estabelecer 

claramente hipóteses sobre a mesma. Desta forma, tendo em vista os poucos estudos de 

citogenética molecular no grupo, o objetivo deste trabalho é compreender a distribuição 

cromossômica de duas classes de DNAs repetitivos a partir da localização in situ em três 

espécies do gênero Boana. 

 

4.1.2 Material e Métodos 

 

Preparações citogenéticas e obtenção de DNA genômico 

 

Foram analisados quatro indivíduos adultos de cada uma das seguintes espécies do 

gênero Boana: B. albopuctata (Figura 1A), B. faber (Figura 1B) e B. prasina (Figura 1C), 

coletados no município de União da Vitória, Paraná, Brasil (26º13’48”S e 51º05’09”W). Os 

procedimentos utilizados no estudo foram aprovados pela Comissão de Ética do Uso de Animal 

da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Processo CEUA 016/2018).  

 Os cromossomos mitóticos foram obtidos a partir de medula óssea, utilizando-se o 

método de Baldissera Jr., Oliveira e Kasahara (1993). O bandeamento C foi realizado como 
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descrito por Sumner (1972) e impregnação por nitrato de prata conforme Howell e Black 

(1980). A extração de DNA genômico foi realizada a partir de porções de tecido muscular, 

utilizando-se o método cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (MURRAY; THOMPSON, 

1980). 

 

Figura 1. Imagem de espécies do genero Boana analisadas no presente estudo. (A) B. albopunctata (Fonte: 

GRANATO, 2018); (B) B. faber (Fonte: O Autor); (C) B. prasina 

 

 (Fonte: O Autor). 

 

Isolamento e caracterização das sequências nucleotídicas 

 

O DNA genômico extraído das espécies foi utilizado como molde em reações de PCR, 

utilizando-se oligonucleotídeos específicos para a amplificação dos DNAs repetitivos snDNA 

U2 (BUENO et al., 2013) e TE Tc1-Mariner (SCHEMBERGER et al., 2016). As reações de 

amplificação foram realizadas em volume final de 50 uL compostas por 100 ng de DNA 

genômico, 2 mM de MgCl2, tampão de reação 1x (200 mM de Tris, pH 8,4, 500mM de KCl), 

0,2 mM de dNTPs, 0,5 µM dos primers e 1,5 U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen). O 

termociclador (Eppendorf) foi programado da seguinte maneira: 7 min 95 °C; 35 ciclos: 95 °C 

30 s, (temperatura de anelamento variável, de acordo com cada oligonucleotídeo) 45 s, 72 °C 1 

min e 20 s; extensão final a 72 °C 5 min. O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose 

1%. 

Os fragmentos corretamente amplificados foram isolados e ligados em vetores 

plasmidiais comerciais, e, em seguida, transformados em cepas de Escherichia coli DH5α 

CaCl2 competentes. Os clones recombinantes do snDNA U2 foram então submetidos ao 

sequenciamento nucleotídico para caracterização das sequências e, posteriormente, juntamente 

com o TE Tc1-Mariner, utilizados como sondas em hibridização in situ fluorescente. 
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Localização cromossômica in situ 

 

 As sondas snDNA U2 foram marcadas por PCR com concentrações adequadas de 

dNTPs e um dNTP acoplado a uma molécula repórter, a digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied 

Science). As sondas Tc1-Mariner foram marcadas utilizando-se o Kit Nick Translation System 

(Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante, com a incorporação do nucleotídeo 

digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science). 

 A hibridização in situ fluorescente (FISH) foi realizada em condições de estringência 

próxima a 77%, de acordo com o método descrito por Pinkel, Straume e Gray (1986), com 

modificações. Para o reconhecimento do sinal de fluorescência para as sondas marcadas foi 

utilizado o composto anti digoxigenina rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos 

então foram contracorados com 0,2 μg/mL de 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), em meio 

de montagem Vectashield (Vector), e analisados utilizando-se o software ZEN de captura 

digital de imagens acoplado ao microscópio Carl Zeiss AxioLab A1. 

 

4.1.3 Resultados 

 

Marcadores de citogenética clássica 

 

O usual cariótipo dos hilídeos com 2n = 24 cromossomos, foi encontrado em duas das 

três espécies estudadas. Para a espécie B. albopunctata estudada aqui, ao todo foram analisadas 

63 metáfases mitóticas onde foram encontrados dois citótipos distintos, apresentando variação 

inter e intraindividual, com metáfases com 2n = 22 cromossomos e com 2n = 22+1B (Figura 

2A), sendo caracterizados com cinco pares metacêntricos (1, 2, 8, 9 e 11) e os demais 

submetacêntricos (3, 4, 5, 6, 7 e 10), apresentando NF = 44 (46 se B é presente). O cromossomo 

B quando presente se mostrou como um metacêntrico de tamanho pequeno. O bandeamento C 

evidenciou bandas heterocromáticas nos centrômeros, telômeros (pares 1 e 2), intersticiais, 

além de blocos conspícuos em regiões proximais (Figura 3A). O cromossomo Bse mostrou 

quase que totalmente heterocromático, com uma aparente amplificação da heterocromatina em 

um dos braços, cujo padrão não se observou em nenhum dos cromossomos do complemento A. 

Quanto às RONs, estas também se mostraram heterocromáticas elocalizadas pela coloração 

com prata na região terminal do braço curto do par 8 (Figura 3A – setas). 

Em B. faber, o cariótipo é composto por cinco pares de cromossomos metacêntricos 

(pares 1, 2, 8, 10 e 12), cinco pares submetacêntricos (3, 4, 5, 9 e 11), e dois pares de 
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cromossomos subtelocêntricos (6 e 7), apresentando NF = 48 (Figura 2B). O bandeamento C 

evidenciou além de centrômeros, grandes blocos pericentroméricos sobre os pares 3, 4, 5 e 7, 

além de bandas intersticiais no braço longo dos pares 2 e 3 (Figura 3B). As RONs também se 

mostraram heterocromáticas coincidindo em localização com constrições secundárias em 

posição subterminal no braço longo do par 10 (Figura 3B – setas). 

Boana prasina se mostrou composto por dois pares metacêntricos de tamanho grande 

(1 e 2), cinco pares metacêntricos de tamanho pequeno (8, 9, 10, 11 e 12), quatro pares 

submetacêntricos de tamanho médio (3, 5, 6 e 7) e o par 4 subtelocêntrico, apresentando NF = 

48 (Figura 2C). A técnica de detecção da heterocromatina constitutiva evidenciou bandas 

heterocromáticas em todos os centrômeros, além de sutis marcações intersticiais nos pares 1, 3, 

4 e 5 e bandas teloméricas presentes nos pares 1, 3, 5 e 11. Uma quantidade maior de 

heterocromatina que se estende do centrômero ao braço longo foi observada nos pares 4, 7, 10 

e 11 (Figura 3C). As RONs. Também heterocromáticas, foram encontradas na região terminal 

do braço longo do par cromossômico 12 (Figura 3C – setas). Um idiograma mostrando a 

distribuição dos marcadores de citogenética clássica em todas as espécies é mostrado na Figura 

6. 

Quanto à frequência do cromossomo B na espécie B. albopunctata, a análise 

interindividual apresentou o citótipo 2n = 22 cromossomos com 25% de frequência, onde 

apenas um espécime era portador desta constituição. O citótipo 2n = 22+1B apareceu em 75% 

dos indivíduos analisados. Nas análises de frequência intraindividual, os Bs também mostraram 

alta incidência, atingindo uma frequência superior à 68% em três dos quatro indivíduos estudos 

aqui (espécimes nº 40, 44, 45 e 47). Apenas um indivíduo apresentou exclusivamente o 2n = 22 

cromossomos (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Frequência de B nas metáfases mitóticas dos quatro espécimes de B. albopunctata analisadas no 

presente estudo. 

Espécime Nº de metáfases mitóticas analisadas Frequência de B 

40 22 68% 

44 21 91% 

45 8 87,5% 

47 12 0% 

 Total = 63 Média = 61,625% 
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Mapeamento cromossômico de DNAs repetitivos 

 

U2 snDNA 

 

Em B. albopunctata, a localização in situ do gene U2 snDNA foi detectada na região 

pericentromérica do par 3 e intersticialmente no braço curto do par 8 (Figura 4A). Já em B. 

prasina, sítios de U2 snDNA foram encontrados na região pericentromérica do par 4, além de 

um grande cluster no braço longo do par 10 (Figura 4B). Tais marcações em ambas as espécies 

se mostraram co-localizadas com heterocromatina constitutiva. (Figura 6). O mapeamento 

dessa classe de DNA repetitivo em B. faber está em vias de ser obtido, em virtude de insucessos 

em hibridizações anteriores. 

 

Tc-1 Mariner 

 

A FISH utilizando-se a sonda do TE Tc1-Mariner evidenciou marcações dispersas pelos 

cromossomos nas 3 espécies de Boana analisadas neste estudo. Em B. albopunctata as 

marcações se apresentaram quantitativamente similares em todos os cromossomos, entretanto, 

os pares 1, 3, 4 e 6 juntamente com o cromossomo supranumerário ou B se destacaram por 

possuírem quantidade superior de sinais (Figura 5A). Na espécie B. faber, as marcações foram 

menos intensas, mas também distribuídas em todos os cromossomos, com quantidades mais 

significativas no par 1 e mais sutis no par 12 (Figura 5B). Em B. prasina, manteve-se o padrão 

disperso em todos os cromossomos como visto nas outras espécies, apresentando marcações 

mais acentuadas no par 6 e mais fracas, quase imperceptíveis, nos pares 5, 7 e 11 (Figura 5C). 

Igualmente como observado para U2 snDNA, em algumas regiões o Tc1-Mariner se mostrou 

co-localizado com certas regiões de heterocromatina constitutiva. (Figura 6). 

 

Sequenciamento nucleotídico 

 

O sequenciamento nucleotídico do U2 snDNA de B. faber retornou com 186 pb e com 

similaridade de 92% ao gene U2 snDNA de Xenopus laevis (acession number X00093.1). 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/X00093.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=PGZ1EX69014
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4.1.4 Discussão 
 

Sabe-se que estudos cariotípicos associados às informações de sequenciamento de 

DNA, têm subsidiado melhores inferências para a construção de filogenias mais robustas de 

certos grupos da anurofauna brasileira (AGUIAR JR. et al., 2007; LOURENÇO et al., 2008; 

TARGUETA et al., 2010). Visto que a família Hylidae tem passado por constantes 

reorganizações filogenéticas (FROST, 2017), como por exemplo espécies do gênero Hyla, 

realocadas para Hypsiboas e, atualmente renomeadas Boana, estudos citogenéticos vêm 

contribuir na elaboração de cenários mais ricos da evolução cromossômica em anuros. 

 

Número Diploide e RONs 

 

As espécies da família Hylidae apresentam uma variação de 18 a 30 cromossomos em 

seu número diploide. Espécies do gênero Aplastodiscus possuem de 18 - 24 cromossomos 

(CARVALHO et al., 2009), espécies do gênero Dendropsophus possuem 30 cromossomos 

(MEDEIROS; ROSSA-FERES; RECCO-PIMENTEL, 2003; GRUBER; HADDAD; 

KASAHARA, 2005), e as espécies do gênero Boana apresentam em sua grande maioria, um 

2n = 24 cromossomos (BEÇAK, 1968; RABER et al., 2004; GRUBER; HADDAD; 

KASAHARA, 2007; CARVALHO et al., 2008; NUNES; FAGUNDES, 2008; OLIVEIRA et 

al., 2010). Esse cariótipo de 2n = 24 predominante no gênero Boana, seria uma condição 

derivada de um ancestral com 2n = 26 cromossomos que sofrera redução em seu 2n a partir de 

uma fusão. Boana albopunctatus (BOGART, 1973; GRUBER et al. 2007; OLIVEIRA et al. 

2010) e B. lanciformis (MATTOS, 2013), ambas do grupo B. albopunctatus, as quais 

apresentam 2n = 22 cromossomos, possivelmente teriam sofrido uma fusão cromossômica 

subsequente. 

Em relação à redução do 2n no cariótipo de B. albopunctata, tal constituição cariotípica 

tem sido muito discutida, embora seja consenso a ocorrência de eventos de fusão na redução do 

2n e uma provável origem interespecífica do cromossomo B (GRUBER et al., 2014). A redução 

do usual 2n = 24 para 22 cromossomos é invariavelmente baseada em fusões cromossômicas, 

porém, estas parecem não ter sido cêntricas, mas sim in tandem envolvendo os dois menores 

pares (11 e 12). Gruber et al. (2014) também argumentam que a ocorrência de um cromossomo 

supranumerário relatado nesta espécie, poderia ser indicativa da presença anterior de 24 

cromossomos em B. albopunctata. Esta hipótese é atrativa diante da ausência do 12º par no 

cariótipo de B. albopunctata. Guber, Haddad e Kasahara (2007) encontraram padrões de bandas 



32 
 

de replicação bastante parecidos comparando os maiores e médios pares de B. prasina e B. 

raniceps, enquanto que os menores pares do complemento se mostraram divergentes quanto a 

este marcador. Tais resultados fortalecem a ideia do rearranjo envolver os menores pares, 

possivelmente o 11º par portador das RONs, alterando a posição desse marcador para o par 8 

no cariótipo com 2n = 22 cromossomos (B. albopunctata) (GRUBER; HADDAD; 

KASAHARA, 2007; MATTOS, 2013; presente estudo). 

De acordo com a hipótese de fusão cromossômica, era esperado que haveria sítios 

teloméricos intersticiais (ITS) nos cromossomos, pois são indicativos de rearranjos 

cromossômicos numéricos, como fusões. Entretanto, trabalhos mostram que muitas espécies do 

gênero Boana não apresentam ITS consideráveis (MATTOS, 2013). Tal fato não é suficiente 

para refutar a hipótese de fusão cromossômica, já que cromossomos que sofrem rearranjos 

muito cedo, podem sofrer redução na quantidade de repetições teloméricas intersticiais durante 

um processo denominado erosão molecular, o qual deleta sequências repetitivas de DNA ativas 

promovendo uma maior compactação do genoma, ocasionando perda ou diminuição destas 

sequências, impossibilitando a detecção por hibridização (MANDRIOLI et al., 1999). 

O cariótipo com 2n = 24 cromossomos representa uma das principais sinapomorfias 

dentro da subfamília Hylinae (irmã do clado composto por Pelodryadinae e Phyllomedusinae), 

visto que gêneros distintos dentro do táxon apresentam cariótipos muito similares 

(DUELLMAN, 2001; FAIVOVICH et al., 2005). Segundo Faivovich et al. (2005), a 

distribuição do caráter de n = 12 cromossomos nas linhagens mais divergentes das tribos de 

Hylinae, requer estudos mais aprofundados. 

Além da diferença na região de detecção das RONs, dois números diploides e distintas 

fórmulas cariotípicas foram visualizados nas espécies do presente estudo. O grupo taxonômico 

B. albopunctata é composto por nove espécies (FAIVOVICH et al., 2005), sendo que destas, 

apenas B. alfaroi (2n = 22), B. leucocheila e B. albopunctata (2n = 22 + 1B) apresentam número 

diploide diferente das outras espécies do grupo, as quais apresentam 2n = 24, portanto, a 

redução para 2n = 22 não é uma característica geral do respectivo grupo (BOGART; BOGART, 

1971; BOGART, 1973; GRUBER; HADDAD; KASAHARA, 2007; FERRO et al., 2018). 

Entretanto, Ferro et al. (2018), inferem que B. lanciformis (também integrante do grupo B. 

albopunctata) possui 2n = 24 cromossomos, o que diverge do resultado apresentado por Mattos 

(2013), na qual considera que B. lanciformis detêm a característica de 2n = 22 cromossomos. 

Este fato pode estar relacionado à nomeação errônea adotada por alguns autores para diferentes 

táxons, implicando em informações de números diploides discrepantes, podendo indicar que o 

grupo abriga complexos de espécies (DE SÁ, 1996). 
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Um fato interessante relacionado a B. lanciformis e B. albopunctata (ambas citadas com 

2n = 22 cromossomos) (Presente estudo; MATTOS, 2013), é que estas espécies são geralmente 

encontradas em áreas de bordas florestais, áreas fragmentadas e em áreas perturbadas, ou seja, 

estariam mais susceptíveis a ações antrópicas, as quais poderiam ter favorecido alguns 

rearranjos cromossômicos numéricos (LIMA et al., 2006; MORAES et al., 2007; MENIN; 

WALDEZ; LIMA, 2008; TOVAR-RODRÍGUEZ; CHACÓN-ORTIZ; DURÁN, 2009). Isso se 

faz mais consistente quando falamos de B. albopunctata, já que além de apresentar 2n = 22 

cromossomos ainda apresenta indivíduos com cromossomos supranumerários, os quais a 

origem, por vezes, é atribuída a uma duplicação completa ou parcial do cromossomo do par 8, 

havendo uma degeneração e perda do homólogo e eliminação da RON (GRUBER; HADDAD; 

KASAHARA, 2007). Carvalho et al. (2008) inferiram que apenas dois anos de fragmentação 

florestal provocadas por ação humana e/ou catástrofes naturais, podem ocasionar diferenças 

cromossômicas numéricas e estruturais em anuros. 

Adicionalmente, diante da uniformidade do número diploide (2n = 24), variações na 

morfologia dos cromossomos são observadas entre espécies e populações, e podem ser 

atribuídas a qualidade da preparação cromossômica analisada, ao padrão de compactação do 

DNA, a erros na medida dos braços cromossômicos que geram divergência na interpretação do 

cariótipo, às inversões pericêntricas, ou ainda reposicionamento centromérico. O 

reposicionamento centromérico trata-se de um tipo de rearranjo cromossômico capaz de mudar 

a posição do centrômero sem perturbar os grupos de ligação (ROCCHI et al. 2012). Portanto, 

todas essas possibilidades podem explicar a variabilidade de morfologia cromossômica 

observada frequentemente em anuros, responsáveis por modelar os cariótipos sem alterar o 2n 

(MATTOS, 2013; WINKELMANN; NOLETO, 2015). Esta pode ser parte da explicação para 

a existência de diferentes fórmulas cariotípicas relatadas para indivíduos da mesma espécie, 

porém de diferentes localidades, frente a ampla distribuição geográfica do gênero (ANANIAS, 

1996; ANANIAS; GARCIA; RECCO-PIMENTEL, 2004; RABER et al., 2004; VIEIRA, 2004; 

NUNES; FAGUNDES, 2008; BARAQUET; SALAS; MARTINO, 2013; FROST, 2006). 

Foram detectados rDNA 45S (RONs) em diferentes pares entre as três espécies de 

Boana citadas aqui. Estes representam um marcador citotaxonômico para melhor identificar as 

respectivas populações das espécies do presente estudo. As RONs foram localizadas em apenas 

um par do cariótipo de cada espécie, o que vem de encontro com os resultados já obtidos para 

a maioria dos anuros, sendo esta uma característica primitiva para o táxon (SCHMID, 1982; 

KING; CONTRERAS; HONEUCUTT, 1990). Schmid et al. (1995) descrevem esta 

característica como válida tanto para anuros mais basais quanto para espécies mais derivadas. 
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King, Contreras e Honeucutt (1990), em uma abordagem mais geral, inferem que a presença de 

um só par de RONs nos cariótipos diploides pode ser vista como uma condição ancestral em 

vertebrata, e que múltiplos pares cromossômicos portadores de RONs são caracterizados como 

condições derivadas. 

No gênero Boana, o par 11 é encontrado com a maior frequência como portador de 

RONs, localizadas nos braços longos dos cromossomos. Mas também são encontradas RONs 

nos braços longos dos pares 1, 7, 10 e 12 e nos braços curtos dos pares 2 e 8 (MATTOS, 2013). 

Em uma análise da espécie B. raniceps foram encontradas RONs múltiplas, além do par 11, 

também, de forma mais sutil e próxima ao centrômero, em um dos cromossomos do par 1, 

padrão este também encontrado em B. lanciformis (CARVALHO et al, 2009). 

Em B. prasina, as RONs foram encontradas na região terminal do braço longo do par 

cromossômico 12. Este padrão foi o mesmo encontrado por Ananias (1996), e semelhante a 

Baldissera Jr., Oliveira e Kasahara, (1993) que indica a presença de RONs nos pares 9 e 12, 

para esta espécie. Para algumas espécies do grupo B. pulchella (grupo taxonômico o qual B. 

prasina está inserido), segundo dados descritos anteriormente na literatura, a RON foi 

localizada no par cromossômico 12 em B. pulchella; B. semiguttata (ANANIAS, 1996); B. 

polytaenia (NUNES; FAGUNDES, 2008); no par 10 em B. bischoffi; B. guentheri (RABER et 

al., 2004); B. marginatta (ANANIAS; GARCIA; RECCO-PIMENTEL, 2004); B. polytaenia 

(VIEIRA, 2004); no par 7 em B. caingua (ANANIAS, 1996) e no par 1 em B. joaquini 

(ANANIAS, 1996); B. semiguttata (ANANIAS et al., 2004). 

Segundo Schmid (1978, 1982), as RONs em grande parte das espécies do mesmo grupo, 

ou em grupos de espécies relacionadas, ocorrem na mesma localização cromossômica nos 

cariótipos, desde que não haja rearranjos. Em B. prasina, a localização no par 12 é considerada 

plesiomórfica, de modo que a variação deste padrão (adicional no par 9) seria a condição 

derivada, como mencionado anteriormente. O caráter dinâmico destas sequências pode ser 

resultado de alguns mecanismos envolvidos na distribuição das RONs no genoma de anuros, 

que podem incluir rearranjos inter-cromossômicos, i.e. inversões e translocações envolvendo 

segmentos cromossômicos contendo RONs, transposições por TEs e erros de reinserção durante 

as amplificações (KAISER et al., 1996; LOURENÇO; GARCIA; RECCO-PIMENTEL, 2000). 

Em geral, a detecção de RONs é um marcador citogenético útil em anfíbios, e o número 

e a localização desses locais permanecem constantes na maioria das espécies de anuros 

(LOURENÇO et al., 1998). Por outro lado, as RONs em espécies e populações de Boana são 

variáveis, embora a maioria das espécies apresente RONs únicas localizadas intersticialmente 

em braços longos de cromossomos com tamanho médio a pequenos (pares 7, 10 e 11) 
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(ANANIAS; GARCIA; RECCO-PIMENTEL, 2004; GRUBER; HADDAD; KASAHARA, 

2007; FERRO et al., 2008; NUNES; FAGUNDES, 2008; presente estudo). Além da variação 

interespecífica, as populações de B. crepitans (FERRO et al., 2018; GRUBER; HADDAD; 

KASAHARA, 2007) também diferiram em relação ao par em que as RONs se encontram. Estes 

dados indicam que as RONs não são marcadores cromossômicos consistentes para identificação 

de espécies do gênero Boana, pelo menos quando utilizadas separadamente de outras técnicas, 

alternativamente, podem indicar a presença de espécies crípticas. No entanto, RONs localizadas 

nos maiores cromossomos (pares 1 e 2) foram restritas a determinados grupos, servindo como 

marcadores específicos de espécie, como em B. albomarginatus e B. semiguttatus (ANANIAS; 

GARCIA; RECCO-PIMENTEL, 2004; NUNES; FAGUNDES 2008). 

Não foi detectada a presença de cromossomos sexuais nos cariótipos das espécies 

analisadas. Cromossomos sexuais são considerados raros em Hylidae, restritos exclusivamente 

à subfamília Hylinae e descritos citogeneticamente em poucas espécies, como B. femoralis, B. 

immaculata, B. japonica, B. squirella (YU; LEE, 1990; ANDERSON, 1991), e em Pseudis 

tocantins (GATTO; BUSIN; LOURENÇO, 2016). 

 

Heterocromatina Constitutiva e Mapeamento Cromossômico 

 

De acordo com Schmid et al. (1990), as regiões centroméricas são os locais preferenciais 

da heterocromatina constitutiva. A técnica do bandeamento C é considerada um marcador 

interessante para estudos de citogenética comparativa, tanto que comparações interespecíficas 

de padrões de heterocromatina constitutiva são de importância substancial para estudos 

citotaxonômicos, como citado anteriormente (SCHMID, 1978; SCHMID et al., 1990; 

BALDISSERA; OLIVEIRA; KASAHARA, 1993). As espécies estudadas aqui demostraram 

um padrão considerado conservado de heterocromatina em regiões centroméricas e/ou 

pericentroméricas em quase todos os pares cromossômicos, além de bandas teloméricas 

intersticiais e associadas às RONs, características bastante conservadas para anuros hilídeos 

(MEDEIROS; ROSSA-FERES; RECCO-PIMENTEL, 2003; ANANIAS; GARCIA; RECCO-

PIMENTEL, 2004; CAMPOS et al. 2008). Em hilídeos, o caráter de grande diversidade na 

distribuição de heterocromatina, como observado no cariótipo de B. prasina, é considerado um 

caráter derivado. Noleto et al. (2011) notaram que os padrões de distribuição de 

heterocromatina são um excelente marcador de linhagem para o gênero Cycloramphus, de 

modo que também para o gênero Boana, pode representar uma boa ferramenta citotaxonômica. 
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O padrão heterocromático em B. prasina pode ser considerado o mais rico do gênero, 

pela presença de bandas intersticiais e teloméricas, uma vez que a maioria das espécies 

cariotipadas até então, tem este componente genômico restrito aos centrômeros (MATTOS et 

al., 2014). Ainda que muitos anfíbios compartilhem uma similaridade na morfologia e no 

número de cromossomos, pode ocorrer diferença na quantidade e na localização de 

heterocromatina (SCHMID, 1978; SCHMID et al., 1990). 

Em B. albopunctata, o cromossomo B se mostrou com uma relevante quantidade de 

heterocromatina, inclusive aparentando um possível acúmulo progressivo no braço longo 

(Figura 3A). No sentido de neutralizar a dispersão de parasitas genômicos, a 

heterocromatinização em cromossomos B possivelmente co-evoluiu como um mecanismo de 

defesa do genoma hospedeiro, uma vez que a metilação do DNA nestas regiões pode identificar 

e manter o estado heterocromático, assim permitindo um aumento na taxa mutacional 

(degradação) de sequências parasitas (YODER; WALSH; BESTOS, 1997). 

O snDNA U2 faz parte de uma família multigênica denominada U snDNA. Essa família 

multigênica pode ter surgido a partir de duplicação e variação de algum gene ancestral 

(WENDEL, 2000; BENNETZEN, 2002; KELLIS; BIRREN; LANDER, 2004). Este processo 

evolutivo explica, pelo menos em parte, a organização atual dos genomas eucarióticos com a 

ocorrência de uma parcela dos genes em múltiplas cópias (LESPINET et al., 2002; LYNCH, 

2002). As regiões de hibridização da sonda do U2 snDNA em B. albopuctata e B. prasina são 

coincidentes com heterocromatina, a qual representa uma grande parte do genoma dos 

eucariotos e que na maioria das vezes é composta por DNA satélite (JOHN, 1988; CHAVES; 

SANTOS; GUEDES-PINTO, 2004). Essas sequências podem ser usadas como marcadores em 

estudos de diversificação genômica e relações filogenéticas. Considerando a evolução 

extremamente dinâmica destas sequências, elas podem fornecer informações úteis tanto para 

estudos microevolutivos como este ou no caso de DNA satélite espécies-específico ou 

cromossomo-específico (UGARKOVIC; PLOHL, 2002), como em abordagens filogenéticas 

(DNA satélite compartilhado por espécies em um determinado grupo) (KANTEK et al., 2009; 

PONS; GILLESPIE, 2003). 

Alguns TEs já foram encontrados em anfíbios anuros. Um retrotransposon do tipo SINE 

(short interspersed nucleotide elements) foi descrito em Rana por Bucci et al. (1999). Plötner 

et al. (2009) encontraram um elemento do tipo LINE (long interspersed nucleotide elements) 

chamado CR-1 em espécies de Rana e Xenopus. Ainda, no gênero Xenopus foram identificados 

elementos do tipo Tc-1 (LAM et al., 1996; SINZELLE et al., 2005). A mesma família de 

transposon foi observada para o gênero Rana por Pontecorvo et al. (2000) e Tc1-Mariner foi 
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caracterizado em Rana pipiens por Miskey et al. (2003). Ainda que assimilemos uma correlação 

entre a diversidade de TEs e o tamanho do genoma (FRESCHOTTE; PRITHAM, 2007), a 

abundância e a distribuição de transposons em eucariotos são ainda pouco esclarecidas 

(PRITHAM, 2009). Porém, algumas observações fornecem dados que nos permitem constatar 

que há diferença na atividade e na diversidade dessas sequências nos vertebrados. Tal diferença 

parece decorrer de mecanismos variados de defesa dos hospedeiros em resistência à atividade 

dos TEs sobre esses genomas (ABRUSANE; KROMBERK, 2006). 

Em eucariotos, a maioria dos TEs (i.e. Tc1-Mariner) se apresentam como cópias não 

autônomas resultantes do processo de degeneração, uma vez que quando inativados passam a 

acumular mutações e acabam perdendo identidade. Sabe-se que o desenvolvimento, a 

manutenção e a propagação de um TE se dá pela invasão do genoma do hospedeiro, aumento 

do seu número de cópias, sua inativação e, finalmente, sua eliminação (KIDWELL, 2001), o 

que pode vir a corroborar para os padrões dispersos observados nas metáfases de B. 

albopunctata, B. faber e B. prasina. Além disso, alguns TEs mutados podem passar a fazer 

parte do genoma de maneira atuante, adquirindo funções genômicas a favor do hospedeiro, a 

partir de um processo evolutivo denominado domesticação molecular (SINZELLE; IZSVAK; 

IVICS, 2009), passando a, por exemplo, agir na tradução ou na regulação gênica a nível 

transcricional (geração de sítios de ligação a fatores de transcrição) e pós-transcricional 

(atuação na tradução ou edição de RNAs) (FESCHOTTE, 2008). 

Mesmo que os TEs estejam frequentemente silenciados, a manutenção destas seqüências 

está estreitamente vinculada à manutenção da variabilidade genética (MANSOUR, 2007), logo, 

devido à posição polimórfica dos TEs, eles acabam gerando uma maior variabilidade genética 

e fenotípica entre indivíduos, podendo ocasionar fenômenos conhecidos como variegação e 

mosaicismo. Os TEs são regularmente encontrados em vários mecanismos epigenéticos e, os 

papéis cromossômicos correlacionados à regulação epigenética da expressão genética, sugere 

que esse tipo de regulação tem como alvo principal os próprios TEs (SLOTKIN; 

MARTIENSSEN 2007). De fato, ao longo de toda história evolutiva dos organismos, os TEs 

chegaram à um equilíbrio dinâmico entre efeitos negativos a nível individual e efeitos positivos 

a nível de genoma (KAZAZIAN JR., 2007). 

Os TEs têm uma organização diferente entre as espécies e estão dispersos pelo genoma, 

podendo ocupar várias regiões eucromáticas, como já observado em humanos e insetos 

(VOLFF et al, 2003), sendo que o padrão disperso também foi observado no presente estudo. 

Lippman et al. (2004) inferem que os TEs aparentemente utilizam a heterocromatina como 

abrigo, já que a pressão seletiva é menor nestas regiões. 
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Sabendo disso, a localização destes TEs em regiões coincidentes de eucromatina pode 

ter sido importante na evolução genômica das espécies, uma vez que quando inseridas em 

regiões eucromáticas (ricas em genes), podem gerar mutações, afetam os níveis de padrões de 

recombinação e expressão genética e interferem na organização da arquitetura genômica 

(KIDWELL; LISCH 2000; HUA-VAN et al., 2005). 

Os TEs apresentam uma dinâmica evolutiva distinta nos diferentes grupos de espécies. 

Os genomas de mamíferos, por exemplo, possuem grande variedade de tipos de linhagens de 

TEs, enquanto peixes e Drosophila mostram cepas desses elementos genômicos tipicamente 

menos abundantes, mas aparentemente mais deletérias. Nestes dois últimos grupos, famílias de 

diferentes cepas de TEs, com um número consideravelmente baixo de cópias, permaneceram 

ativas por um bom período de tempo (VOLFF et al, 2003; EICKBUSH; FURANO, 2002). O 

que causa essa variação na atividade e diversidade destas sequencias entre genomas distintos é 

a diferença dos mecanismos de defesa do genoma do hospedeiro, em oposição às atividades dos 

TEs. 

Adicionalmente, além desse tipo de sequência poder colaborar para o desenvolvimento 

de genes novos e alguns RNAs que não transcrevem (LONG et al., 2003), também pode servir 

como provedor de novas combinações de splicing (MARINO-RAMIREZ et al., 2005). 

Vale lembrar que o presente estudo apresenta a primeira descrição de mapeamento in 

situ do snDNA U2 e do TE Tc1-Mariner na família Hylidae. 

 

Cromossomo B em B. albopunctata 

 

Em B. albopunctata, embora o número diploide seja de 22 cromossomos, algumas 

populações do sudeste do Brasil (GRUBER; HADDAD; KASAHARA, 2007; GRUBER et al., 

2014), bem como a do presente estudo, apresentam um elemento adicional, o qual mostra 

características de um cromossomo supranumerário. 

Variações nos números básicos de cromossomos foram relatados para Hylidae, como 

condições derivadas, o que pode explicar a redução para 2n = 22 cromossomos e a presença de 

cromossomos supranumerários ou B, como observado em B. albopunctata, e já descritos em 

outras 6 espécies de hilinos (RABELLO, 1970; HERNÁNDEZ-GUZMÁN; ARIAS-

RODRIGUEZ; INDY, 2011; SUÁREZ, 2013). Cromossomos supranumerários não seguem as 

leis mendelianas da herança, e B. albopunctata faz parte das aproximadamente 1685 espécies 

descritas com este elemento até 2017, mais comumente observado em plantas, sendo que apenas 

32% desse total são correspondentes de grupos animais (JONES, 2017).  
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Adicionalmente, os cromossomos Bs são considerados dispensáveis já que sua presença 

é documentada em apenas alguns indivíduos e estes ainda variam na sua frequência tanto intra 

como interindividual, apresentam comportamento irregular durante a divisão celular e possuem 

natureza majoritariamente heterocromática, apresentando configuração diferente do 

complemento A (CAMACHO et al., 2000). Quando esses elementos se encontram presentes 

em números baixos, geralmente têm pouca ou nenhuma influência nos genomas hospedeiros. 

Contudo, em grandes números, Bs causam diferenças fenotípicas e podem reduzir a fertilidade 

(BOUGOURD; JONES, 1997; JONES; HOUBEN, 2003). 

Na maioria das espécies que possuem como característica a presença do cromossomo 

B, a transmissão mitótica de Bs durante o crescimento e desenvolvimento é considerado regular, 

logo, todas as células carregam o mesmo número de Bs dentro do indivíduo. Porém, existem 

exceções nas quais os Bs estão presentes em números variáveis, devido à instabilidade mitótica, 

algumas vezes sua presença é restrita à tecidos e/ou órgãos diferentes e específicos. Um 

exemplo é o encontrado por Mendelson e Zohary (1972) e Ohta (1996), que relatam que nas 

gramíneas Aegilops speltoides e Aegilops mutica, Bs são ausentes nas raízes e se encontram 

presentes em órgãos aéreos. No presente estudo, foi documentada a variação na presença de B 

em metáfases do mesmo tecido do indivíduo, isso pode estar relacionado ao fato de que foram 

analisadas metáfases obtidas a partir da medula óssea do fêmur, células caracterizadas pela sua 

função de diferenciação entre os tecidos. Em gafanhotos, foi observado que também há variação 

na presença Bs, e que isso ocorre especificamente entre os folículos do testículo (NUR, 1969), 

podendo estar associado com a não disjunção das cromátides irmãs do cromossomo B durante 

a anáfase da mitose, o que resulta na ausência de B em uma célula filha e acúmulo na outra. 

Em relação à origem do cromossomo B em B. albopunctata, ainda existem hipóteses 

procurando explicá-la. A primeira hipótese propõe uma origem intraespecífica (CABRERO et 

al. 1999; CAMACHO; SHARBEL; BEUKBOOM, 2000), onde os cromossomos Bs surgiram 

do complemento padrão A, porém seguiram um caminho evolutivo independente. A segunda 

hipótese, propõe uma origem interespecífica (CAMACHO; SHARBEL; BEUKBOOM, 2000; 

PERFECTTI & WERREN, 2001), onde os cromossomos B surgiram a partir de acasalamentos 

interespecíficos pelo processo de hibridização. 

Gruber, Haddad e Kasahara (2007) sugerem que este cromossomo extra teria se 

originado da duplicação parcial ou completa do par 8 do complemento A, subsequentemente 

degenerando, e perdendo a homologia com seu precursor, atestando assim a hipótese da origem 

intraespecífica. Esta hipótese é plausível, mas as evidências atuais são insuficientes para 

especular sobre esta origem particular dos cromossomos Bs (FERRO et al., 2012). 
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Adicionalmente, a falta de homologia molecular entre cromossomos A e B sugere uma origem 

interespecífica nesta espécie. A ausência de homologia também é confirmada pelas análises 

meióticas em B. albopunctata, mostrando o cromossomo B como um univalente, o que 

corrobora com a origem interespecífica. Gruber et. al (2014), com microdissecção do 

cromossomo B de B. albopunctata e posterior hibridização fluorescente in situ (FISH), não 

encontraram homologia entre o B e algum cromossomo do complemento A da espécie. Por 

outro lado, a mesma hibridização, porém nos cromossomos de B. raniceps, exibiu um padrão 

disperso, com marcações em todos os cromossomos, a qual possui 2n = 24 e ausência de 

cromossomo B. Curiosamente, a hibridização reversa do genoma de B. raniceps sobre os 

cromossomos de B. albopunctata não pinta o cromossomo supranumerário em toda sua 

extensão. É sabido da simpatria e sintopia entre B. raniceps e B. albopunctata, e isto vêm a 

favor da hipótese de uma origem interespecífica, frente a possível hibridização entre estas 

espécies. 

Comparando os resultados de Gruber et al. (2014) e Ferro et al. (2012), é notável uma 

ligeira diferenciação de tamanho dos Bs, o que também pode ser visualizado no presente estudo, 

já que quanto mais ao sul da América do sul os indivíduos são coletados, se torna mais notável 

uma diminuição no tamanho de tais cromossomos. Também é possível verificar a presença de 

mais de um cromossomo B nas populações analisadas (FERRO et al. 2012) (Figura 7). 

Os dados do presente trabalho apoiam a hipótese de origem interespecífica em virtude 

da exclusividade do padrão heterocromático presente no cromossomo B de B. albopunctata, 

proveniente do sul do estado do Paraná. Concordamos que a hibridização entre espécies seja o 

estopim da origem desse cromossomo extra por falta de homologia entre determinados pares 

entre as duas espécies. As diferenças de tamanho e padrões heterocromáticos dos cromossomos 

Bs de diferentes populações de B. albopunctata já estudadas, nos levam a crer que os pares 

envolvidos sejam os menores dos cariótipos, 8 à 12 no caso de B. raniceps e 8 à 11 para B. 

albopunctata. Depois de ocorrida a hibridização, a falta de homologia entre determinados pares 

das espécies parentais ocasiona a origem de cromossomo(s) B(s), diante da eliminação ou não 

de cromossomos envolvidos na não homologia (Figura 8). Este cenário é observado em 

populações brasileiras com apenas um cromossomo B (eliminação de um dos não homólogos) 

e em populações argentinas, quando da ocorrência de um a três cromossomos Bs (mais de um 

par envolvido e manutenção de cromossomos sem homologia = Bs). Posteriormente à origem 

do cromossomo B, ele segue um caminho evolutivo independente acumulando ou não classes 

de DNAs repetitivos. No presente estudo, o padrão heterocromático do cromossomo B sugere 

um avanço da heterocromatina centromérica em direção ao braço longo. 
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4.1.5 Considerações finais 
 

Vários estudos têm demonstrado que diferentes espécies, mesmo que próximas 

filogeneticamente, podem apresentar grande variabilidade cromossômica, permitindo análises 

entre os distintos cariótipos, pela identificação de diferentes fórmulas cariotípicas e/ou números 

diploides e padrões de distribuição de heterocromatina constitutiva. 

De acordo com os marcadores cromossômicos apresentados, as espécies de anuros 

analisadas no presente estudo apresentaram variação, contrariando o conceito de cariótipo 

conservado em anuros. Assim, apesar de compartilhar um padrão cariotípico semelhante, a 

microestrutura cromossômica dentro de Boana é altamente variável e pode ser usada para 

diferenciar espécies e suas variantes geográficas. 

Os estudos em hilídeos ainda são escassos quando comparados a de outros grupos 

animais e, portanto, representam um promissor objeto de estudo para o entendimento das forças 

que modelaram seus respectivos cariótipos. O mapeamento in situ das sequências repetitivas 

apresentadas aqui são inéditas para a família Hylidae e pode fornecer subsídios para melhor 

compreender a evolução genômica no grupo. Além disso, outros estudos acerca dos anuros se 

fazem de suma importância, visto o grande número de espécies ainda não estudadas e a 

pungente ameaça que o grupo vem sofrendo. 

O gênero Boana oferece um rico cenário no qual muitas questões ainda não foram 

pesquisadas. Novos padrões citogenéticos tendem a emergir, principalmente quando 

envolvendo diferentes localidades e populações, trazendo evidências para interpretações 

inéditas a respeito da evolução do grupo. Assim, abordagens complementares envolvendo um 

maior número de espécies e/ou populações e o mapeamento de outras classes de DNAs 

repetitivos, representam novas frentes de pesquisa e darão subsídios para construir cenários 

mais consistentes da evolução cromossômica neste grupo. 
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Figuras 
 

Figura 2. Cariótipos submetidos à coloração convecional com giemsa a 5%. (A) B. albopunctata com 2n = 22 

cromossomos, com eventual presença de cromossomo B.; (B) B. faber com 2n = 24 cromossomos; (C) B. prasina 

com 2n = 24 cromossomos. Barra = 10 µm. 

 

 
 
 

Figura 3. Cariótipos de exemplares de Boana submetidos à técnica de bandamento C, demonstrando os padrões 

de heterocromatina constitutiva e a detecção de RONs (flechas). (A) B. albopunctata; (B) B. faber; (C) B. prasina. 

Barra = 10 µm. 
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Figura 4. Cariótipos submetidos à hibridização in situ fluorescente com sonda de genes snDNA U2 (em vermelho). 

(A) B. albopunctata (2n = 22 cromossomos + cromossomo B) e (B) B. prasina (2n = 24 cromossomos). Barra = 

10 µm. 

 

 

 

Figura 5. Cariótipos submetidos à hibridização in situ fluorescente com sonda do TE Tc1-Mariner (em vermelho). 

(A) B. albopunctata (2n = 22 cromossomos + cromossomo B), (B) B. faber (2n = 24 cromossomos) e (C) B. 

prasina (2n = 24 cromossomos). Barra = 10 µm. 
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Figura 6. Idiogramas mostrando a distribuição de marcadores clássicos e de duas classes de DNA repetitivo: (A) 

B. albopunctata, (B) B. faber e (C) B. prasina. 
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Figura 7. Imagem de espécies do genero Boana analisadas no presente estudo. (A) B. albopunctata (Fonte: 

GRANATO, 2018); (B) B. faber (Fonte: O Autor); (C) B. prasina  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 8. Origem hipotética interespecífica do(s) cromossomo(s) B(s) em B. albopunctata. 
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ANEXO A: CARTA DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA DO USO DE 

ANIMAL.  
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ANEXO B: OBTENÇÃO DE METÁFASES MITÓTICAS, SEGUNDO BALDISSERA, 

OLIVEIRA E KASAHARA (1993), COM ADAPTAÇÕES. 

• Injeção abdominal intraperitoneal de solução aquosa de fermento biológico e dextrose na 

proporção 1:2; 

• Após 48 h, injeção abdominal intraperitoneal de solução de colchicina 0,1 % (0,1 mL / 10g de 

massa corporal); 

• Após 4 h, anestesiar o espécime com lidocaína 5 % e extrair a medula óssea; 

• Tratar com solução hipotônica de cloreto de potássio (KCl) 0,075 M; 

• Desagregar o tecido até a obtenção de uma solução homogênea e deixar descansar por 40 min 

na solução de KCl a 37ºC; 

• Pingar três gotas de fixador (metanol e ácido acético na proporção 3:1) e deixar em descanso 

por 10 min; 

• Centrifugar por 10 min à 6000 rpm (rotações por minuto) e descartar o sobrenadante; 

• Completar com solução de fixador, re-suspender o material; 

• Centrifugar por 10 min a 6000 rpm, descartar o sobrenadante  

• Completar com solução de fixador, re-suspender o material; 

• Repetir esse processo mais duas vezes e armazenar 2 mL do material no congelador. 

 

 

  



62 
 

ANEXO C: COLORAÇÃO CONVENCIONAL COM GIEMSA. 

• Pingar duas gotas da solução em lâmina limpa sobre vapor de banho-maria a 50ºC, aguardando 

até a completa secagem do material; 

• Corar com solução de Giemsa 5 % em tampão fosfato com pH 6,8, durante 10 min; 

• Retirar o excesso de corante com água destilada e aguardar a completa secagem antes de 

analisar. 
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ANEXO D: TÉCNICA DE BANDAMENTO C PARA DETECÇÃO DE 

HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA, DESCRITA POR SUMNER (1972), COM 

MODIFICAÇÕES. 

• Após a montagem as lâminas envelheceram por 1 dia à 45ºC e então foram mergulhadas em de 

solução 0,2 M de ácido clorídrico (HCl) durante 15 min à 25ºC e depois lavadas com água 

destilada; 

• Em seguida, as lâminas foram mergulhadas em solução de hidróxido de bário Ba(OH)2 5 % 

à 25ºC, permanecendo por 3 min e 10 s; 

• Após esse tempo o material foi lavado em solução de HCl 1 M e em seguida em água destilada; 

• As lâminas seguiram então para mergulho em solução salina 2 x SSC à 50ºC, durante 25 min; 

• Finalmente foram então lavadas com água destilada e coradas com Giemsa 5 % por 10 min para 

posterior análise. 
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ANEXO E: DETECÇÃO DE REGIÃO ORGANIZADORA DE NUCLÉOLO POR Ag-

RON, DESCRITA POR HOWELL E BLACK (1980), COM MODIFICAÇÕES. 

• Após o preparo das lâminas, pingar uma gota solução de gelatina incolor e duas gotas de nitrato 

de prata (AgNO3) à 50 %; 

• Cobrir cuidadosamente com lamínula e levar para incubar em câmara úmida à 60 ºC por 3 min 

ou até a solução adquirir coloração castanho-dourado; 

• Lavar com água destilada e deixar secar naturalmente. 
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ANEXO F: EXTRAÇÃO DE DNA SEGUNDO O MÉTODO CTAB, DESCRITO POR 

MURRAY E THOMPSON (1980), COM MODIFICAÇÕES. 

• Adicionar em um tubo de 1,5 mL ~ 0,2 g de tecido muscular juntamente com 240 μl de tampão 

CTAB (concentração final: 5 % de CTAB; 5 M de NaCl; 0,5 M EDTA; 1 M TrisHCl pH8), 13 

μl de proteinase K (10 mg/mL) e 5 μl de β-mercaptoetanol; 

• Incubar à 60 ºC em banho-maria, 16 h ou até o tecido ser totalmente digerido; 

• Em seguida adicionar 600 μl de clorofórmio e homogeneizar suavemente durante 5 min; 

• Centrifugar por 5 min à 8000 rpm, retirar o sobrenadante e transferir para um tubo novo; 

• Adicionar 600 μL de etanol absoluto e deixar a -20 ºC por 1 h; 

• Centrifugar a 14000 rpm por 15 min e descartar o sobrenadante; 

• Lavar o pellet com 500 μl de etanol 70 % e centrifugar novamente a 14000 rpm por 2 min, 

retirar o sobrenadante e deixar o tubo com o DNA secando na estufa a 37 °C; 

• Resuspender o pellet com 15μL de H2O, adicionar 5 μL de RNAse e deixar 2 h à 37 ºC; 

• Por fim, deixar 15 min à 65ºC. 
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ANEXO G: HIBRIDAÇÃO IN SITU FLUORESCENTE (FISH) DESCRITO POR 

PINKEL, STRAUME E GRAY (1986), COM MODIFICAÇÕES. 

Preparação das Lâminas e Hibridação 

• Lavar as lâminas em tampão PBS 1x durante 5 min., em temperatura ambiente; 

• Desidratar as lâminas em série alcoólica 70, 85 e 100%, 5 min cada; 

• Incubar as lâminas em 100 µl de RNAse (O,4 % RNAse/2xSSC) a 37ºC por 1 h em câmara 

úmida com água milli-Q; 

• Lavar 3 x por 5 min em 2xSSC; 

• Lavar durante 5 min em PBS 1x; 

• Incubar as lâminas por 10 min em solução de pepsina 0,005% (em 10 mM HCl), a 37ºC ; 

• Lavar em PBS 1x durante 5 min (shaker) em temperatura ambiente; 

• Fixar em paraformaldeido 4% durante 10 min em temperatura ambiente; 

• Lavar em PBS 1x por 5 min; 

• Desidratar as lâminas em série alcoólicas (70,85, 100 %) por 5 min cada, voltar cada álcool em 

seu frasco; 

• Simultaneamente a desidratação em série alcoólica, desnaturar a solução de hibridação à 100ºC 

por um período de 10 min e passá-la imediatamente ao gelo; 

• Desnaturar o DNA cromossômico com formamida 70% em 2xSSC, a 70ºC por 4 min; 

• Desidratar o material em série alcoólica 70, 85 e 100% durante 5 min cada; 

• Preparar a câmara úmida a 37ºC ; 

• Montar cada lâmina com 40 µl de solução de hibridação, cobrir com lamínula e deixar overnight 

a 37ºC; 

Lavagens 

• Lavar 4 vezes em formamida 15 %/0,2xSSC pH 7.0 à 42 ºC durante 5 min cada; 

• Lavar durante 5 min em solução de Tween 0,5%/4xSSC, temperatura ambiente; 
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Detecção e amplificação do Sinal 

• Incubar as lâminas em tampão 5% NFDM/4xSSC por 15 min; 

• Lavar 2 x 5 min com Tween 0,5%/4xSSC, em temperatura ambiente; 

• Incubar as lâminas com 90 µl de FITC (0,1 µl FITC/100 µl NFDM) durante 30 min em câmara 

úmida e escura, em temperatura ambiente; 

• Lavar 3 x 5 min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente; 

• Incubar com 90 µl de antidigoxigenina conjugada com rodamina (0,5 µl /100 µl de NFDM) 

durante 1 h em câmara úmida e escura, em temperatura ambiente; 

• Lavar 3 x 5 min com Tween 0,5%/4xSSC em temperatura ambiente; 

• Desidratar em álcool 70 (descartar), 85 e 100%, 5 min. cada; 

Montagem da Lâmina 

• Misturar 200 µl de antifading mais1 µl de DAPI - 4’-6 diamidino - 2 - phenilindole (50 µg/ml); 

• Colocar a solução e cobrir com lamínula;  

• Guardar no escuro. 

 


