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1 - Introdugao
I.1 - Panorama geral dos anfibios

A Classe Amphibia e dividida em tré@s subclasses;
Labyrinthodontia. Lepospondilis e Lissamphibia.

A primeira e a segunda foram pioneiras sobre a terra,
ha cerca de 350 milhoes de anos. e extinguiram-se apos 200 mi-
I hdes de anos.

A terceira subclasse. Lissamphibia apareceu no Ju-
rassico. ha cerca de 150 milhoes de anos. Expandiram-se rapida-
mente e apresentam atualmente cerca de 300U espeécies. distri-
buidas em trés Ordens: Anura (Salientia). Urodela (Caudata) e A-
poda (Caeciliia ou Gymnophiona). Do total de especies vivas 8b5%,
sao Anuros, 10% Urodelos e 5% Apodos.

Us Anfaibios modernos sao encontrados na maioria dos
habitats . apresentando ampia distribuig¢do geografica, sendo en-
contrados em todos 05 continentes. A adaptag¢ac do grupo @ nota-
vel. <conquistando mesmo areas deserticas. onde sobrevivem arma-
zenando agua em seus corpos e em estado de hibernagao dentro de
tocas . que guardam relativa umidade (Blair. 1976).

A ordem Apoda apresenta distribuigdo essencialmente
circuntropical. 0Os Urodelos predominam no Hemisferic Norte. exce-
to pela extensa radiagdo para a America Central e do Sul. Us
Anuros. por sua vez, sdao encontrados em quase toda &area ocupada
pelos Urodelos e Apodas. excluidas as regioes de condigdes hi-
bernais extremas do Hemisferio Norte. Sap o0s wunicos antibios
presentes em regides como o Deste da India. Madagascar, Nova
Guing. Australia. Nova Zeldndia e Ilhas do Oeste e Sudoeste do
racifico (Savage, 1973).

A Ordem Anura, a mais bem sucedida ordem dos anft1-
bios. apresenta 77% de suas familias com centro de distribuigdo
Tropical. 14% em areas Subtropicais do Hemisferio Norte.
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A uniformidade morfoldgica dos Anuros e caracteris-
tica. o0 que explica a facil identificagdao da ordem. Entretanto,
as semelhan¢as exibidas dentro do grupo tornam dificeis as ana-
lises das tendéncias filogeneticas e a disting3o dos caracteres
convergentes dentro da ordem.

Os estudos taxonOmicos comegaram em meados do Secu-
lo XVIII com Laurenti (1768). introdutor do termo Salientia para
denominagdo do grupo. No Seculo XIX. Dumeril (1806.1807), rete-
re-se ao grupo como Ecaudati ou Anoures como nomes equivalentes. A
partir de entdao. wuma serie de consideragbes taxondmicas S ao
realizadas (Wagles., 1830; Dumeril & Bibron., 1841). A revisao de
sriffiths (1963) esclarece que no inicio do seculo XX a maioria
dos caracteres basicos necessarios para determinagao das sub
ordens dos Anuros foram alcangadas. principalmente apos 0s traba-
l hos realizados por Nicholls (1916) sobre a estrutura da coluna
vertebral dos Anuros . Estes estudos levaram Noble (1931) a elabo-
rar uma classificagdo mais abrangente. empregada pela maioria dos
autores da epoca. Na decada de 60. 0 conhecimento e melhor en-
tendimento dos padrtes de distribuigdo Zoogeograftica {Savage,
1973) e melhor avaliag3do dos criterios filogeneticos dentro do
grupo (Griffths. 1963) permitiu melhor classificagac dos Anuros.
Porem, uma classificagaoc ideal e complieta ndao ftoi ainda alcan-
¢ada. E mesmo algumas familias apresentam dificuidades de posi-
cionamento taxon®mico (Bogart. 1971:. Morescalchi. 1968).

ks tudos mais abrangentes e o desenvolvimento de novos

criterios, associando aspectos bioldgicos. ecoldgicos, bioa--
clisticos. citogeneticos. etc. poderao ajudar a contornar estes
probiemas . levando a melhor compreensao da taxonomia e da evo-

lugdo. dentro do grupo.

1.2 - Familia Hylidae

Contendo 32 géneros. os Hylideos apresentam grande
variedade e distribui¢ao geografica. tendo alcangado maior grau
de diferenciagdo na Regiao Neotropical. Griffiths (1963), consi-
dera definitiva a sua evolugdo a partir da Familia Leptodactyli-
dae. embora nao sejam exciuidas a possibilidade de origem poli-
tiletica. de varios ramos de Leptodactilideos.
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1.2.1

namero

(1)
(2)
(3)
{4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)

- Constituig¢do <cariotipica

A tamilia Hylidae apresenta diferenciagdo
mica marcante. sobretudo dentro do geénero
cromossomos & variavel
(Tabela 1) e de estrutura sao

labela 1|

Nimero de cromossomos de 16

Género

Acris
Flectonotus
Hyla
Phyllomedusa
Phrynohyas
Ps eudacris
Anothera
Diaglena (=
Fritziana
Litoria
Nyctimystes
Pternohyla
Ptychohyia
Smiiisca
Gastrotheca

Dos 16 géneros
tros cariotipicos.

generos

restantes nao

da familiia.

Hyla. 0 nlmero

dentro de certos limites. e variacbes

comuns dentro da familia.

Nimero de cromossomos

22
3Oa o) C ad e
187 20. 22. 24. 26.
26%e 52P

24

24

24

24

30

242 26
26

24

24

24

24

26

il
30 e J4g

c
be 30

toram encontrados regis-

Cromosso-

da familia Hylidae *

- () (383 (4).(5).(6) . (7).(8).{12).(13).(14).(15)
puellman & Cole.., 1965.

- (2).(3)2(3)E(15) : Bogart. 1973.

- 3)%(3)%(3)5(9) - Begak. M. L.. 1967. 1968.

- (3)®%. Stephenson & Stephenson. 1970.
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- (4) : Begak & col.. 1970.

- (3)*. Bogart. 1972 e Batistic. 1984.

- (10).: Menzies & lippet. 1976.

- (10)2(10)%. woodrutf. 1972.

- (11).(16) : Duellman. 1967.

- (16) : Bogart. 1972, Schmid. 1983: Batistic. 1979.
- (3P : cole. 1974.

Na regiao Holoartica. todos os Hylidae apresentam 2Zn
= 24 Cromossomos. COm excegao do género Acris que possui 2n =
22 «cromossomos (Bogart. 1970). Estas similaridades <cariotipicas
indicam proximidade entre 0s integrantes do género Acris com os
géneros Hyla e Pseudacris presentes na Regiao Holoartica. 0
elo entre os Hylidae Holoarticos e Neotropicais @ possivelmente
representado por Phrynohyas venulosa e Hyila sordida pre-

sentes . respectivamente. na ColOombia e no Panama.

Us Hylidae Neotropicais apresentam grande variagao no
numero de cromossomos (tabela I). Contudo. entre oS componentes
do genero Hyla encontram-se variagBes comparaveis as apre-
sentadas pelos demais membros da familia Hylidae.

U menor numerc de Cromossomos QCoOrre em Hyla albo-

signata de Boraceia. com 2n = 18 (Bogart. 1973: Batistic, 19Y84)
e em Hyla albosignata de leresopolis. com

2n = 20 (Bogart. 1973). Hyla albopunctata apresenta 2n = 2¢

{Begak. 1968). A maioria das Hyla de tamanho grande e de porte
medio a pequeno. apresenta 2n = 24 (labela IIl) como as Hyla
do grupo rubra. x-signata e catharinae. As Hyla encontra-
das em regives de montanha da Nova Guine., como Hyla arfaguia-

na. Hyla beckie e Hyla darlingtone. apresentam 2n = 26
cromossomos (Stephenson. 1970). As especies de tamanho muito pe-
queno. como Hyla minuta. Hyla microps (Begak. 1Y68. Bo-
gart. 1973) apresentam 2n = 30. e Hyla brunnea com 2n = 34

(Cole. 1974).

Como consequencia da variabilidade do género. Cochran
{1955) e Lutz B. (1973). propuseram reunir as especies do genero
Hyla em varios grupos naturais.

Cochran. na decada de 50. propos a divisao do ge-
nero Hyla em 11 grupos (labela II). Cada grupo foi caracterizado
por afinidades e varia¢des morfoldgicas. recebendo 0 nome da es-
pecie que apresenta as principais caracteristicas do grupo.
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labela I1

Subdivisdes do g&nero Hyla Laurenti segundo Cochran 1955

1 - Grupo venulosa (3 sp)

11 - Grupo faber (4 sp)

1T - Grupo albopunctata (7 sp)
1V - Grupo minuta (9 sp)

v - Grupo rubra (12 sp)

vi - Grupo albomarginata (5 sp})
vIl - Grupo marmorata (2 sp)
vVIII - Grupo geographica (1 sp)

L X - Grupo aurantiaca (2 sp)

X - Grupo anceps (1l sp)

X1 - Grupo goeldii (1 sp)

Lutz, na decada de 70. subdividiu os Hylidae, perten-
centes ao genero Hyla. em 6 grupos mais abrangentes. contendo
um total de 1Y subgrupos (labela III}. Esta ampliagao reestrutu-
rou, de modo mais acurado., as Hylas brasileiras. tornando-se obra
de referéncia para estudos dos Hylidae pertencentes ao género
Hyla.

Tabela III]

Subdivisoes do género  Hyla Laurenti. segundo Lutz 1973.

Grupo 1 - Especies grandes:
- 20 sp distribuidas em 5 subgrupos.
trupo Il - Especies de tamanho médio a pequeno:
- 40 sp distribuidas em 5 subgrupos.
Grupo III - Complexo Hyla rubra - Hyla x-signata
- 20 sp distribuidas em 3 subgrupos.
Grupo IV - Complexo Hyla catharinae:

- 20 sp distribuidas em 3 subgrupos.

Lrupo V - Especies muito pequenas:
- 21 sp colocadas em 1 subgrupo.

Grupo V1 - Especies marginais:
3 sp distribuidas em 2 subgrupos
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Kesta mencionar entretanto que. nesta mesma epoca,
Bogart (1970) analisando citogeneticamente exemplares dos 11 gru-
pos propostos por Cochran. determinou a existencia de dois con-
juntos <cromossomicamente bastante distintos: um com caridtipo
contendo 2n = 24 cromossomos e outro com 2n = 30. Segundo o autor,
estes estudos cromossomicos sugeriam a existencia de dois géne-
ros de pererecas. sob a denominag¢ao de Hyla.

I1.2.2 - Hyla fuscovaria A. Lutz. 1925.

Hyla fuscovaria =**. descrita em 1925, seria obje-
tivo de ateng@do quarenta anos depois por Vizotto (1967) e Rabello
(1969). 0 trabalho realizado por Vizotto contribuiu para o conhe-
cimento das fases do desenvolvimento e biologia dos anfibios Anu-
ros da regido Norte - (Ocidental do Estado de Sao Paulo.

Rabello (1969). em seu estudo cromossomico de algumas
especies da familia Hylidae, descreve o cariotipo da Hyla
trachitorax, sindnimo junior de Hyla fuscovaria, com
Zn = 24 cromossomos.

Hyla fuscovaria @ encontrada predominantemente em
areas abertas e desmatadas. Os adul tos mostram extrema tole-
rancia ambiental. sendo encontrados em areas de cerrados, campos
encharcados ou irrigados e zonas de desmatamento. N30 sao encon-
trados em florestas, apresentando o habito peculiar de entrar em
contacto com habitagdes humanas (Lutz. B., 1973).

rouquette e Delahoussaye (1977) analisando a morfologia
dos espermatozdides da familia Hylidae, propoem mudangas na no-
menclatura do geénero Hyla pertencentes ao grupo rubra, para o
genero Ololygon Fitz. Cardoso e Sazima (1980) levantaram divi-
das nomenclaturais envolvendo o género U0lolygon. sugerido por
Fouquette e Delahoussaye. preferindo situa-1lo como “"nomina du-
bia". Cruz e Peixoto (1982) e outros autores brasileiros (Andrade
& Cardoso. 1983; Cardoso & Haddad. 1982) ndo tem adotado a deno-
minagao Ololygon para especies pertencentes ao geénero Hyla
grupo rubra.
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** Hyla fuscovaria A. Lutz. 1925.
Sinonimia: Hyla megapodia Miranda Ribeiro. (1937).
Hy1a trachytorax L. Muller e Hellmich, {(1936).
Hyla fuscovaria e 0 maior membro do setor
Hyla x-signata (Lutz. 1973). H. fuscovaria pertence ao
complexo Hyla rubra - Hyla x-signata. apresentando como o0s
componentes do compliexo. pernas muito longas e padrao dorsal de
coloragao pardacenta. com caracteres formando desenhos em forma
de W ou V., com aspectos reticulares e emaranhados (Lutz, 1925,
Vizotto. 1967:. Lutz. 1973). coloragao amarelo citrino nos flan-
cos e faces ventral das coxas e pernas. A coloragao pardacenta
dorsal expressa a sua denominagao fuscovaria (Prancha 1)

1.2.3 - Espermatozoides dos anfibios anuros

s espermatozoides maduros formam normalmente um tipo
celular alongado e especialmente modificado para locomogao ativa.
Seu desenvolvimento e maturagaoc realiza-se nos.tlibulos seminy-
teros dos testiculos. '

Us espermatozoides dos anuros apresentam uma capa a-
crossomal longa e afilada na regiao anterior. envolvendo a por-
¢ao dianteira do nicleo. facilitando a penetragao no &vulo. A
cabega do espermatozoide (nlicleo) e lanceolada e contem no seu
interior o lote hapldoide de cromossomos. extremamente condens a-
dos. A pega intermediaria representa a regiao rica em mitocdn-
drias. responsaveis pelo suprimento energético do espermatozoi-
de. 0 filamento caudal & tormado pela disposi¢ao circular de mi-
crofilamentos (microtubulos). cercados por uma pequena quantidade
de citoplasma e envoltos pela membrana celular.

Us espermatozoides dos anfibios anuros apresentam
grande variabilidade morfoldgica na dependéncia da especie ana-
iisada. Ate a década de 30 acreditava-se que 0s espermatozoides
dos urodelos apresentavam uniformidade morfolbgica (Noble, 1931).
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ks tudos posteriores indicaram consideravel diversidade na estru-
tura dos espermatozoides dos urodelos (Brandon & col.. 1974}.

A morfologia dos espermatozoides de varios Hylidae,
pertencentes ao género Hyla. foi analisada por Fouquette e
Dellahoussaye (1977). 0s autores descrevem aspectos comuns quanto
a estrutura dos espermatozoides de individuos pertencentes a0
grupo Hyla rubra. Estes apresentam espermatozoides morfolo-
gicamente semelhantes ao da maioria dos anuros. A regidao anterior
dos espermatozoides das especies do grupo rubra se assemelha a
de outros Hylidae. A diferenga consiste na pFEEEFga de dois fila-
mentos caudais no grupo rubra. enquanto os outros Hylidae pos-
suem apenas um ‘tijamento caudal. A presenga de dois tilamentos
caudais sugere certo grau de primitividade. quando se compara com
0s espermatozoides possuidores de apenas um fiilamento caudal.

U conservadorismo das estruturas dos espermatozoi-
des. e as diferengas morfoldgicas encontradas entre 0s componen-
tes da familia Hylidae foram utilizados pelos autores. como refe-
rencia taxondmica para separar as especies do grupo rubra, do
genero Hyla. criando um novo genero denominado Ololygon
(rougquette & Delahoussaye, 1977). Contudo. a aceitagdao do genero
Uloiygon para denominar as especies de Hyla do grupo rubra,
nao e wuniversal. e problemas de nomenclatura encontrados por
Cardoso e Sazima (1980) levam-nos a questionar a validade de tal
denominagao.

[.3 - Citogenetica dos Hylidae

Ate a decada de 70 acreditava-se que as diversas fa-
milias e a maioria dos géneros de Anuros tivessem Cromossomos
metac&ntricos. e caribotipos similares e tipicos (White, 1973).
Esta suposigdo mostrou-se erronea com o acumulo de intormagdes
sobre diversas especies.

Us Anuros apresentam cromossomos grandes e excepcional
diversidade no teor de DNA por niicleo, o0 que reflete a situagao
da Classe Amphibia (Vide tabela IV).
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valores minimos e maximos de DNA por nilcleo em picograma
( pg / DNA / niicleo ). segundo Goin & Goin (1968).

Tunicata (1) * - 0.3
Agnata (1) - b
thondrichthyes (2) - 5.5 a 6.7
Usteichthyes
Actinopterygii (40) - 0.9 aéb.
Sarcopterygii (1) - 1lu0
Amphibia
Caudata (8) - 20 a 163
Apoda (1) - 7.4
Anura (44) - 2.1 a l7
Reptilia (8) - 2.8 ab5.3
Aves (8) - 1.7 a ¢.9
Mammalia: ‘
Marsupialia (3) -5 a9.y
Placentalia (10) -5 a7.

* 0s valores entre parenteses representam o nlmero de
especies analisadas.

A Famiiia Hylidae demonstra grande variagao na quan-
tidade de DNA por niicleo. apresentando variagdes de 3.01 + 0.06
pg de DNA por nlicleo em. Hyla microps ., ate 27.3%5 + 0.22
pg/DNA/nlicleo, em Phyllomedusa burmeisteri (Soma, 19Y81).

U alto teor de DNA e o grande tamanho d0S Cromossomos,
associado com o desenvolvimento de tecnicas de colquicinizag2o e
choque hipotdnico, tornaram precisa a determinagao do «caridtipo
da tfamilia. O nimero relativamente pequenoc de cromossomos faci-
litou sua obtengdo e analise, dando origem aos trabalhos pionei-
ros na area de citogenetica, na classe Amphibia. Rabello (1969),
em revisao bibliografica, relata os desenvolvimentos tecnicos e
0s principais precursores dos estudos citogeneticos sobre anuros.
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Sac geralmente utilizados os seguintes elementos pa-
ra caracterizar., descrever e comparar os cromossomos metatasicos.

0 nimero basico de cromossomos. A mortologia e a
percentagem que cada par de homdiogos tem, quando
comparados com o comprimento total dos cromossomos.

- A presenga de constrigo®ds secundarias e sateli-
tes; seu numero. tamanho e poSigad0 nNos Cromosso-
mos .

- Heterocromatina e Ltucromatina, suas posigdes,
quantidades e distribuig¢ao. demonstradas por tec-
nicas de bandamento.

- Organizadores Nucleolares. posigao. numero e dis-
tribuigao. demons trados por tecnicas de hibridi-
zagao e bandamento.

As caracteristicas «cariotipicas apresentadas, mesmo
ndo evidenciando o conteUdo genico dos cromossomos. sao de im-
portédncia relevante quando se quer estabelecer comparagdes inter
e intra especificas (White. 1973).

Nos Anuros tem-se acumulado intormagdes nos ultimos
anos . principalmente com relagao a sistemas citogengéticos
Schimd, 1978, 1980. 1981 e 1982; Begak & Begak, 1970, 1974, Begak
& col.. 1967: Ruiz & Begak, 1976; Ruiz & col.. 1980, 1981), cons-
tituindo-se excelente material para estudos evolutivos (Begak &
Begak., 1974; Morescalchi, 1968, 197/7. Bogart, 1973; Bogart & Nel-
son, 1976). '

Comparativamente, & <citogenetica dos Hylideos apre-
senta poucos trabalhados (Duellman, 1963. 1970; Schmid, 1978,
1982; Bogart. 1970, 1973; Rabello. 1970. Batistic & col., 1975).
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1.3.1 - Estudos atuais de citogenetica aplicados a
analise cromossomica dos anf ibios

Us recentes avangos alcan¢ados na citogenética con-
tribuiram para o melhor conhecimento das interrelagdes taxono-
micas nos varios grupos de animais e vegetais. irataremos. a se-
guir, de alguns aspectos conceituais e avangos técnicos realiza-
dos em citogenetica de anfibios.

Alem do propdsite de revisao. esta parte insere o
trabalho aqui elaborado. dentro do contexto das pesquisas em cito-
genetica.

Us avangos na citogenetica animal ocorreram princi-
palmente a partir da déecada de 60. com o emprego de tecnicas de
colquicinizagao, hipotonizag3o, esmagamento de fragmento de te-
cidos e cultura de cglulas (Ohno & <col., 1964, Begak & col.,
1966, 1967).

A evolugdo dos Eucariotos manifestou-se, de modo ge-
ral, por wum aumento na quantidade de DNA (Britten & vavidson,
1968). As varia¢des na quantidade de DNA. representam diferentes
graus de amplificagdo dos genes do genoma. 0 aumento do contelido
de DNA propicia diversidade e consequente evolugao. Us fatores
envolvidos nesta evolugdao estao relacionados com o mecanismo de
mutagbes cromossomicas, variagdes numéricas e estruturais e
duplicag¢des g€nicas (Atchley, 1972; John, 1976).

Nos vertebrados, as duplica¢®es genicas parecem ser
um dos tatores que influenciaram no acrescimo do material gene-
tico (Ohno, 1970), contudo a importancia da poliploidia durante
0s estagios iniciais da evolugdo dos vertebrados e nos vertebra-
dos inferiores, nido deve ser desprezada (Ohno & col., 1968; Begak
& col., 1970). Entretanto a presenga de quantidades de DNA, maio-
res do que o minimo da classe, nao impiica, necessariamente, em
maior complexidade evolutiva para estas especies.



As duplicagOes de determinados genes, aliada ao au-
mento da quantidade de DNA, implicam, provavelmente, em vantagens
a nivel celular para a manuteng3do de fungBes essenciais. Alem
de superar problemas como 05 de mutacBes dos genes n&o essen-
ciais, o DNA sobressalente pode dar prote¢do a outras sequeéncias
vitais de DNA, podendo mesmo formar barreiras de fertilidade, a
nivel de empareihamento cromossdmico, ¢ que evitaria o apareci-
mento de individuos hibridos entre as especies proximas, favo-
recendo a especiagdo (Hsu, 1975).

0O DNA dos Eucariotos pode ser classiticado segundo ca-
racteristicas de repetigao de suas sequéncias de nucleotideos.
Sequéncias unicas, com apenas uma cdpia no genoma hapldide,
conteém oS genes reponsaveis pela produgao de RNA mensageiro
{mRNA). Estas sequéencias de mRNA especificas, codificam protei-
nas, e teriam fungdes outras, ainda na forma de mRNA (Lewin,
1976). Outras sequéncias Ssao0 caracterizadas por maior ou menor
grau de repetigdo. Nestas classes de DNA encontramos genes para
RNA ribossOmico, gque apresentam moderado grau de repetig¢ao, po-
dendo ser denominados como um tipo especial de heterocromatina.

A relagdo entre genes de RNA ribossOmico e hetero-
cromatina @ grande. Mesmo representando entidades distintas, per-
tencem a classe de DNA que apresentam certo grau de repetigado.
0 estudo da heterocromatina e dos genes de RNA ribossomico por
téecnicas de banda C e banda RON, tem auxiliado, junto com outras
analises citogeneticas tradicionais, a compreensao das interre-
lagdes cariotipicas, apresentadas por varios grupos animais
John, 1976; King, 1980, Schmid, 1978).
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1.3.2 - Diferengas cromossomicas durante o desenvolvimento

Sdo0 frequentes as observagbes quanto a diferengas de
tamanho de cromossomos metafasicos, provenientes de tecidos dite-
rentes. Estas observa¢Bes parecem estar relacionadas mais com a
agao de fixadores, nos varios tipos de tecidos, do que <com va-

riagdes intrins ecas (Jackson, 1971). A uniformidade ou atenua-
¢ao destas variag¢des pode ser.conseguida com o emprego da mesma
fixagdo, hidroiise e coloragdo para as preparagdes provenien-

tes de um mesmo tecido, ou de tecidos variados, do mesmo animai.
De fato, observagdes realizadas por Smith (1965), demonstram que
diferengas de penetragdo do fixador podem afetar, junto com o
tratamento pela colquicina, a simetria dos cromossomos metafasi-
cos das espermatogdnias.

Nao ha suficiente investigagdo quanto & constan-
cia morfoldogica dos cromossomos durante o desenvolvimento. Os da-
dos apresentados sdo aparentemente contraditorios (Jackson, 1971
e Stambrook & Flickinger, 1970).

Es tudos, tentando relacionar as variagdes na ativida-
de do genoma durante a embriogénese foram realizados em Cromosso-
mos de cultura de celulas de blastocistos e tibrobiastos de ca-
mundongos adultos (Burkholder & Commings. 1972), n3ao tendo sido
observadas diferengas nos padrbes de Bandas G entre os cromosso-
mos, nestes dois esta&gios de desenvolvimento.

Becak e Begak (1973), estudando cromossomos metafasi-
cos de embrides de mamiferos, repteis e anfibios recem-nasci-
dos, encontraram, apesar das diferengas filogeneticas e do tipo
de desenvolvimento, maior nlimero de constrigdes nos Ccromossomos
denominadas satelites, em nimero normalmente constante e que
sao relacionadas com as RegiGes Organizadoras Nucleolares (RONs)
utilizadas na identificag@o de alguns pares cromossomicos. Estes
organizadores nucleolares apresentam cistrons de DNA que codificam
para RNA ribossomico. A import3ancia destes genes na sintese

proteica @ fundamental, sendo que muitas vezes Sseu numero e
aumentado nos cromossomos por processo de amplificagao genica
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{(Breuer & Pavan, 1955; Miller, 1965), quando ocorre uma intensiti-
cagdo da sintese proteica.

Flickinger e col., (1966), com experimentos de hibri-
dizagdao de RNA-DNA, observaram variagBes nas populagdes de RNA
que se hibridiza com DNA nos varios tecidos embrionarios de
Rana pipiens. Com estes estudos, 0s autores propuseram que as
variagdbes nas populagbes de mRNA representariam o funcionamento
diferenciado dos genes, nos diversos tipos de c&lulas componentes
dos tecidos.

Stambrook e Flickinger (1970), estudando os padrodes
de replicagdo do DNA em tecidos embrionarios indiferenciados de
Rana pipiens, observaram que celulas ectodérmicas de gas-
trula apresentavam marca¢ao extensa nos cromossomos 1, 7 e 8, de-
monstrando que estes Ccromossomos, com excegao das regides termi-
nais, apresentavam replica¢do tardia do DNA. Em n@éurulas (ja
determinadas para certos tipos celulares}, 0s pares cromossomicos
1, 7 e 8, ndo apresentavam estas marcagdes generalizadas, indi-
cando que o DNA ndo apresentava replicagldo tardia. Ja nas re-
gites terminais dos cromossomos 1, 7 e 8, as neurulas apresenta-
vam DNA com replicagdo tardia.

Os padrdes de replicaglo tardia do DNA em cromosso-
mos humanos (Ganner & Evans, 1971) e na mosca Samoaia ieonen-
sis (Ellison & Barr, 1972), geralmente refletem padr3es de fluo-
rescencia e de banda G. Estas regitbes, de replicag3o tardia do
DNA, est@o associadas com o es-tado heterocromatico (Lyoen, 1968),
entretanto, a inatividade transcripcional destas regides nao e
permanente, o que alias foi demonstrado tambeém por Stambrook e
Flickinger (1970).

A dificuidade de obteng3do de banda G em cromosscomos
metafasicos de anfibios (Schmid, 1978) torna dificil a compara-
¢ao dos padrdes de replicagao tardia do DNA de Rana pipiens
com a técnica de banda G. Esta tecnica mostra o estado estrutu-
ral ou morfoldgico do DNA que forma a heterocromatina, e nao 0
estado funcional dos genes presentes nas regides. A atividade ou
nao destes genes @ melhor demonstrada, pela tecnica de analise
da replicag3o (tardia) do DNA, com isdtopos radioativos.
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1.3.1 - Genes codificadores de RNA ribossdmicos

Estes genes caracterizam-se pelo grau de repetigdo de
suas bases de nucleotideos, e pela variagd30 no nimero de ¢0-
piss de cada gene no genoma. Estes genes, em nlmero normaimente
superior a uma centena, sao agrupados em determinada regid@o cro-
mosstmica, conhecida como Regido Organizadora do Nucl@éoio
(R2N), por estarem geralmente associadas com o nucléolo, e codi-
fi.arem as moleculas precursoras do RNA ribosstmico (rRNA).

Us genes codificadores de RNA ribossOomicos apresentam
marcante conservadorismo. As sequencias destes genes, ate agora
estudadas, parecem ser quase identicas na maioria dos diferentes
grupos animais. Este fato parece indicar o envolvimento de algum
mecanismo celular para evitar mutagOes ou refletir a inviabili-
dadade do individuo, quando ocorrem altera¢bes destes grupamen-
tos. Em nicleos interfasicos, a presenga e o niimero de nucleéo-
los, revela o niimero provavel de aglomerados de genes ribosso-
micos (Anastossova - Kristeva, 1977). As constrigdes secunda-
rias, por estarem geralmente associadas aos nucleolos, s720 des -
critas como RegiGes Organizadoras Nucleolares e estao presentes,
normaimente, em cada um dos cromossomos homdlogos que 0Ss carrega.

0 fato das constrigdes secundarias serem facilmente
observadas ao microscOpio Optico e de estarem relacionadas com a
organizagao nucleolar, possibilitou o avango da andlise. citoge-
netica (Ohno & col., 1967), apesar de que muitas delas nao apre-
sentam evidéncias de formagao de nucleolo (Gall & Pardue,
1969).

[.3.3.1 - Teécnicas demonstrativas dos genes codificadores
de RNA ribossOmico

As sequencias repetidas de DNA podem ser demonstradas
de varias maneiras. Pode-se, por tecnica bioquimica, proceder a
desnaturagdao e sedimentag3oc do DNA em gradiente de densidade de
CsCl, possibilitando a separagao do DNA em frag¢bes leves e pesa-
das, dependendo da proporg¢ao de pirimidinas e purinas presentes
no DNA.
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rode-se, citologicamente, fazer a demonstragao da lo-
calizagao das RONs em preparagaoc de laminas por tecnicas de
Hibridizag¢ao "in situ" entre o DNA da preparagzo com TrRNA ou
rDNA marcados radioativamente. Nesta técnica adaptada por John e
col. (1969) e Gall e Pardue (1969), a partir da tecnica de hibri-
dizagdo "in filtro" de Ritossa e Spiegelman (1965), o DNA da pre-
paragao citoldgica apresenta-se organizado e com sua estrutura
inalterada. Esta técnica denominada hibridizagao “in situ", con-
siste resumidamente, em desnaturar o DNA da preparagao com solu-
¢des basicas ou por calor. O DNA com este tratamento passa de
tita dupla a fita simples. A seguir, as prepara¢des s2ao 1incuba-
das com rRNA ou rDNA marcados com precursores radivativos. Com a
diminuigao lenta de temperatura, o rDNA ou rRNA radioativo reas-
socia-se com as regides complementares do DNA, formando novamente
fita dupla de rRNA ou rDNA marcados. com o rDNA da preparagao. As
preparagdes sao recobertas com emulsao fotografica e poste-
riormente reveladas.

Qutras tecnicas foram desenvolvidas para visualiza-
¢ao das RUNs, utilizando Nitrato de Prata, evidenciando os produ-
tos da atividade das RONs com o emprego da impregnagdo argenti-
ca.

A impregnagio argéntica realiza-se pela deposigao
de prata em varias estruturas celulares. E uma tecnica conheci-
dissima, contudo, a sua utilizagao para visualizagao das RONs
toi desenvolvida por Goodpasture e Bloom (1975), que empregaram
Nitrato de Prata Amoniacal, 1uz ou calor para acelerar a reagdo e
solugao de Formaldeido, para fixagao do complexo proteina-pra-
ta das estruturas, presentes nos cromossomos. Esta tecnica foi
aperfeigoada por Bloom e Goodpasture (1976) e simplificada por
Howell (1977). A impregnagdo pela prata se da principalmente nas
proteinas nucleolares acidas (Goodpasture & Bloom, 1975; Taylor
& Martin-Deleon, 1980), delimitando de forma rapida e exata as
RONs que estiveram ativas no ciclo celular precedente.
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Matsui e Sasaki (1973) desenvolveram outra tecnica
para coloragao diferencial dos organizadores nucieolares. Esta
toi denominada banda N, e emprega extragao acida do DNA, RNA e
histonas, como preé-tratamento. Apds a extrag3o acida, as pre-
paracbes sao coradas com Giemsa. Funaki e col. (19Y75) modifica-
ram-na, utilizando fosfato monobasico de sdbdio, em substituigao
ao acido tricloroacético e acido <cloridrico, para extragao
dos acidos nucli&icos e histonas, resultando em melhor preserva-
¢cao dos cromossomos. A teécnica de banda N determina a localiza-
¢éo dos cistrons ribossoficos. abrangendo os genes de RNA 18S,
285 e b5S.

Taylor e Martin-Deleon (1980), comparando a sensibili-
dade da tecnica de banda N com Giemsa e da banda RON com nitrato
de prata, demonstraram a sensibilidade reduzida na localizagao
das RONs, com a tecnica de banda N.

A analise através da Microscopia Eletrdnica mostra
que a subst3dncia impregnada pela prata esta Jlocalizada por fora
da RON ou a sua volta, mas ndao no proprio cromossomo. A tec-
nica naoc demonstra o rRNA nem o rDNA, mas sim o material protei-
co produzido, ftruto especifico da atividade da RUON. 0 material
impregnado pela prata (Ag-positivo) esta presente em maior quan-
tidade nos nicleos metafasicos ou anafasicos da mitose. No fi-
nali da teldfase, o material volta a crescer em quantidade. As me-
tatases I e 1l meidticas sao Ag-negativas, sendo que as RONs
sao positivas somente ateé o paquiteno, indicando que o material
acumulado ao redor da RON ativa, € uma proteina ribonucléica,
que durante a mitose permanece na RON. Na vigéncia da meiose a
proteina ribonucl®ica @ removida antes da diacinese (Schwarza-
cher & col., 1978).



1.3.4 - Heterocromatina

0 nicleo interfasico apresenta grande parte do seu
material genetico descondensado e disperso em forma de fibras e-
maranhadas compostas de longas cadeias polinucleotidicas associa-
das a proteinas, denominada cromatina. 0Os cromossomos, nesta fa-
se, nao apresentam sua forma peculiar e comegam a Se condensar
sgmente quando se preparam para a divisdo celular. A individuali-
zagao dos fios de cromatina, que compbem ©s cromossomos, e 4gra-
dual e alcanga o maximo de condensagdao, durante a metatase. A
descondensagao do material genetico comega logo apds a teldfa-
se, voltando a cromatina a apresentar-se dispersa, como no nlicleo
interfasico.

Durante o <c¢iclo <celular a cromatina, que sofre con-
tinuos processos de condensagao e descondensagdo, e denominada
eucromatina. As regides cromossomicas que permanecem condens adas
durante a interfase, descondensando tardiamente para replicagao
do DNA no ciclo celular, s30o denominadas heterocromatina.

A heterocromatina foi primeiramente observada e anali-
sada por Heitz (1928, 1932 e 1933) e apresenta-se como regiao nu-
¢lear que exibe cromatina condensada, durante a interfase, demons-
trando nesta fase a capacidade de corar-se densamente., com coran-
tes basicos,

A heterocromatina esta presente nos cromossomos de
todos os organismos, até agora analisados (Brown, 1966. Britten &
Kohne, 1968) e @ classificada em heterocromatina tacultativa e
heterocromatina constitutiva.
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I1.3.4.1 - Heterocromatina facultativa

-

A  heterocromatina facultativa @ aquela que ocorre em
apenas um dos cromossomos homdlogos e ndo no outro, tornando-o
total ou parcialmente heterocromatico. A heterocromatina faculta-
tiva desempenha fungdo <caracteristica, inativando completamente
0s genes presentes nas regides sob sua agdo. Este tipo especial
de heterocromatina representa mais um estado funcional ou fisio-
logico do cromossomo do que da entidade morfoldgica permanente,
e est3da presente em circunstancias especificas, ndo aparecendo
em todas as fases do processo de desenvolvimento celular (Brown,
1966; Lyon, 1961, 1962, 1968 e 1974).

Um exemplo bem estudado de inativagao cromossomica
ocorre com o cromossomo X de fémeas de mamiferos, que permanece
condens ado durante a interfase, em estado heterocromatico, for-
mando a cromatina sexual Ou corplisculo de Barr (Lewin, 1976}. En-
quanto isso, 0 outro cromossomo X &8 ativo e permanece eucromati-
co.

A inativagdo do cromossomo X humano comega por volta
do 16 dia de embriogénese. Anteriormente a este periodo o0s cro-
mossomos X $a0 eucromaticos e a inativagdo de um destes cromos-
somos ocorre ao acaso (Migeon & col., 1968). Na vigencia da
ovogenese, novamente 0SS cromossomos X apresentam-se eucromati-
cos, contirmando que 0 estado nao @ permanente (Ohno & col.,
1961).

0 estado heterocromatico de um dos cromossomos X as-
segura que as femeas (XX) e os machos (XY) tenham o mesmo nlmero
de genes funcionando no genoma. A inativagio de um dos cromossomo
X representa uma compensagao de dosagem dentro das celulas dos
mamiferos, balanceando, assim, a quantidade de genes funcionantes
pelo heteromorfismo cromossomico.

Qutro caso digno de nota de heterocromatiza¢do ocorre
em machos do pulgao Planococcus citri, onde todo o lote cro-
mossOmico paterno se torna heterocromatico nas primeiras fases
do desenvolvimento. Entretanto, em alguns tecidos este estado @
ainda reversivel (Brown & Nur, 1964).
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1.3.4.2 - Heterocromatina constitutiva

A  heterocromatina constitutiva ocorre em regiao de-
terminada dos dois cromossomos homdlogos e ndap & transcrita em
RNA com fung¢do conhecida (Flamm., 1969, 1972; Frenster, 1965; Sie-
ger & c¢ol,, 1970), e normalmente apresenta replicagao tardia do
DNA (Lee & Yunis, 1970, 1971). As regides heterocromaticas cons-
titutivas apresentam DNA altamente repetido, formando um tipo es-
pecifico de cromatina (Yasmineh & Yunis, 1969, 1970, 1971, Arri-
ghi & Hsu, 1970; Yunis & coi., 1971).

1.3.4.2.1 - Evoiugao nas tecnicas de visualizagao da heterocro-
matina constitutiva.

A constituigdo quimica das regides heterocromati-
cas permaneceu desconhecida, até a decada de 60. Foi 0 desenvol-
vimento das tecnicas de ultra-centrifugagao em gradiente de den-
sidade de CsCl, que tornaram possiveis 0s primeiros estudos bio-
quimicos do DNA, Quando o DNA total & submetido & wultra-centri-
fugagao em CsC1 neutro, esse fraciona-se em componentes com den-
sidade diferente do pico principal, sendo este denominado DNA sa-
telite.

ks tudos bioquimicos de DNA sateélite isolado, reali-
zados por Walker & McCliaren (1965), demonstraram que 0s fios Ccom-
plementares do DNA satelite de camundongos reassociavam-se rapi-
damente apbs denaturag¢@o por calor, sugerindo que o0 DNA sateli-
te seria constituido de sequencias polinucleotidicas curtas e
repetidas. A relag@o entre taxa de reassociagdao e a repetigao
encontrada, foi examinada por Britten & Kohne (1968), em varios
organismos. Os autores determinaram neste trabalho, que o DNA sa-
teiite pode representar de 20 a 80% do genoma, podendo estar di-
vidido em duas classes: uma, de sequéncias alternadas altamente
repetidas (ate 1 milh3dao de vezes), denominada de DNA satelite,
e da qual faz parte, por exemplo, a heterocromatina centromerica.
E outra classe, de sequencias de repetigao moderada {de 100
a 100,000 vezes), representada, por exemplo, pelas sequencias de
rDNA presentes nas RONs.
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Em 1967, Gall e Pardue desenvolveram o metodo que
possibilitou a localizagao das sequéncias nucleotidicas espe-
cificas, atraves da hibridizagdo "in situ" do DNA da prepara-
¢a0, com 0 DNA ou RNA radioativo, que permitia sua detecgdao por
auto-radiografia. Este avango tornou possivel a determinagdo
da distribui¢do das sequencias nucleotidicas altamente repeti-
das no genoma. Posteriormente, estas auto-radiograftias, coradas
com Giemsa, determinavam zonas mais coradas na regiao centromé-
rica, as quais eram coincidentes com a localizag¢ao dos graos de
auto-radiografia, que representavam regites de DNA sateélite. Mo-
difica¢gbes na tecnica de hibridizagao "in situ", omitindo-se os
passos da hibridizagdo «com o acido nucléico radioativo, assim
como da auto-radiografia, determinaram apdos hidrdlise e colora-
¢80 com Giemsa, a exist&ncia das chamadas bandas €, nas regioes
cromossdmicas, onde se iocalizava o DNA satelite (Gall & Pardue,
1970}.

Modificacdes, alterando ou omitindo diversos passos
da tecnica original, foram colocados em pratica por Arrighi e
Hsu (1971). Sumner (1972) realizou importante alterag3oc no meto-
do, utilizando hidrdxido de bario para hidrolise, em substitui-
¢ao ao hidrdoxido de sddio, wutilizado na tecnica original, per-
mitindo melhor preservagao da estrutura cromossomica.

Commings e col. (1973) sugeriram que a banda C fosse
resultado da resisténcia relativamente maior das regides centro-
métricas ao rompimento causado tanto pela retirada do DNA, como
pela extracao proteica ou degradagdo das proteinas.

U fato dos centromeros corarem-se geralmente mais in-
tensamente pelo Giemsa do que os telOmeros, e de algumas bandas
intersticiais tambem se evidenciarem mais que outras, sugere que
a heterocromatina seja uma entidade qualitativamente heterogénea.
0 argumento de que isto representa apenas variagdes quantitativas
locais, parece ser descartado pela demonstragao destas bandas por
Schmid (1978). 0 autor, determinando diversos tipos de DNA sate-
lite, localizados em posigles distintas no caridtipo, veio re-
torgar a hipdtese da heterogeneidade qualitativa constitucional
da heterocromatina.
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U autor, utilizando de técnicas de banda C e banda Q para anali-
se de cromossomos de anfibios anuros. determinou 3 classes de he-
terocromatina constitutiva, na dependeéncia do tipo de fluores-
ceéencia com a quinacrina, e 0 aparecimento ou ndo da banda C. Os
tipos de heterocromatina constitutiva dos cromossomos, seriam os
sequintes: banda C - positiva e fluoresceéncia torte; banda C -
positiva e fluorescéncia mais fraca do que a apresentada pela eu-~
cromatina; e banda C - fraca sem fluorescéncia presente nas re-
gioes telomericas. Estes fatos. vem reforgar a hipotese de he-
terogeneidade qualitativa constitucional da heterocromatina.

U avango nos estudos evolutivos e filogeneticos em
varios organismos, observados na decada de 70, ocorreu princi-
palmente, gragas a localizagao destas regides de heterocromati-
na constitutiva (banda C) e outros tipos de DNA (banda Q, G, R).
As tecnicas de bandamento cromossomico. ailem de facilitarem a
1dentificagao dos cromossomos homOGlogos do caridotipo, permiti-
ram um grande desenvoivimento na a@area de citogenetica por inter-
medio do emprego de técnicas de hibridizagdo "in situ" de tra-

¢bes cada vez mais elaboradas de acidos nucl@icos. Demons trou-
-se por exemplo a localizagdo dos cistrons produtores das histo-
nas, atraves da hibridizagdao "“in situ” com o seu mRNA (Pardue &

Birnstiel, 1972, Gall & col., 1981).

1.3.4.2.2 - Distribuigao da heterocromatina constitutiva
em varios grupos

A distribuigio da heterocromatina constitutiva evi-
denciada pela tecnica da banda C, mostra que na maioria dos ani-
mais e vegetais estudados, as regides centromericas, bem como em
menor intensidade as regibes teloméricas, sQo ricas em hetero-
cromatina constitutiva. As regides intermediarias dos cCcromosso-
mos podem tambem apresentar heterocromatina constitutiva, rece-
bendo o nome de banda C intercalar ou intersticial (Arrighi & Hsu,
1971).

A presenga de sequéncias de DNA satélite e outros
DNAs altamente repetidos, tem sido demonstrada como tendo ocor-
réncia geral, pela tecnica de banda C (John & Miklos, 1479).
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U método de banda C nao representa contudo, um meca-
nismo simples de coloragdo (Commings & col., 1973, 1977; Commin-
gs, 1978), pois no processamento desta tecnica, realiza-se a re-
mog¢ao diferencial do DNA cromossdmico. As regites heterocroma-
ticas apresentam maior resisténcia a esta remog¢ao, possivelmente
por apresentarem forgas de interagdo DNA-proteinas nucleares
diferentes das interagbes entre o restante do DNA e protefnas.
Outros fatores, que possivelmente influenciariam nesta coloragao
diferencial, seriam a exist@ncia de uma compactagdo desigual de
determinadas regides do DNA ou uma taxa de renaturagdo mais
rapida do que as encontradas nas regides eucromaticas.

E preciso registrar que a banda C pode ocorrer em re-
gides cromossdmicas que nao possuem DNA sateiite ou DNA alta-
mente repetido, como no cromossomo Y de Drosophila hydei ou
nos cromossomos sexuais do hamster Cricetulus griesus({ Henning,
1973).

Os mecanismos envolvidos no processo de banda C, rela-
cionande os aspectos moleculares com a estrutura cromossdmica,
ainda n3o estdo complietamente esclarecidos. Contudo, ampla dis-
tribuigdo da heterocromatina constitutiva tem sido observada em
diversos grupos. Citamos alguns exemplos, onde a distribuigao de
banda C tem sido extensivamente estudada: em insetos, como dipte-
ros {(Ullerich, 1976; Hsu, 1971), ortdpteros (King & John, 1980,
1982; Drets & Stall, 1974; Santos & Giraldez, 1982; Jonh & King,
1977, 1982), e em mamiferos roedores (Baverstock & col., 1982,
Patton & Scherwood, 1982; Pathak & col., 1973; Patton, 1977).
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1.3.4.2.3 Distribuigdo da heterocromatina constitutiva
nos anfibios

Esta distribuig¢ao tem sido analisada em varios com-
ponentes do grupo. Na salamandra Plethodon cinereus, a locali-
zagao da heterocromatina constitutiva, na maioria dos cromosso-
mos, esta restrita as regides centroméricas (Mcgregor & Kezer,
1971; Mcgregor & col., 1973); 0o mesmo ndo ocontece com outra es-

pécie, o Triturus cristatus carnifex, c¢cuja heterocromati-
na constitutiva localiza-se nas regites centromericas e tambem
ao longo dos homologos (Mcgregor, 1979) . Em outras especies
de Triturus, Triturus alpestris e Triturus vulgaris,

toi observado alem do padrao de heterocromatina constitutiva
centromérica e intercalar, heterocromatina constitutiva determi-~
nando heteromorfismo de um par de cromossomos homdiogos, relacio-
nados com a determinagao sexual (Schmid, 1979).

Parece ser norma entre os anfibios que a banda C,
mesmo variando de posigao nos cromossomos, de acordo com a espe-
cie analisada, apresente distribui¢do centromérica, telomerica
e intersticial., Esta variabilidade atinge mesmo especies cripti-
cas, pois em Odontophrynus americanhus 2n e 4 n de 530 Paulo,
Ruiz e Begak (1976) determinaram padrdoes de banda C diferencia-
dos. Em 0. americanus, & banda C presente nos centrOmeros e
telOmeros, diferenciava-se na especie dipldide por apresentar
banda € na <constrig2oc secundaria do cromossomo 4, enquanto na
especie tetrapldide esta banda aparecia no cromossomo 11,

Schmid {1978, 1980, 1982) realizou extenso levantamen-
to sobre bandamento em anfibios anuros, determinando o0 padrao de
banda C nas familias Pipidae (2 especies), Discoglossidae
(1 sp), Pelobatidae (3 sp}, Phrynomeridae (1 sp), Dendrobatidae
(1 sp), Rhacophoridae (3 sp), Atelobatidae (1 sp), Microhylidae (1
sp), Hylidae (5 sp), Ranidae (10 sp) e Bufonidae (1Y sp). Do total
de 48 especies analisadas, a maioria dos cromossomos tambéem
apresentou heterocromatina constitutiva centromerica, telomérica
e intersticial.
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Aleém das tecnicas de banda C e banda RON, Schmid es-
tudou o padrao de fluorescéncia com quinacrina (banda (), deter-
minado assim as regides cromossomicas ricas em nucleotideos AT
{Adenina-Timina), classificando a heterocromatina em 3 tipos.:

1 - Regides de banda C e banda Q positivas (C+ e Q+)
2 - Regides de banda C positiva e banda Q negativa (C+ e Q-)

3 - Regites de banda C e banda Q negativas ((C- e Q-)

schmid (1980), wutilizando fluorocromos especificos
para nucleotideos G (Guanina), como os antibioticos mitracina e
cromomicina A3, demonstrou heterccromatina constitutiva do tipo
C+Q- e C-Q-, bem como RONs ricas em GC (Guanina-Citosina). Pro-
pondo a existéncia de um 4 tipo de heterocromatina €C+ (~, mas ne-
gative para os fluorocromos, sendo possivel que neste caso as se-
queéncias AT e GC estejam dispersas no cromossomo, nac determi-
nando fluorescéncia diferencial. Em todas as especies analisadas
pelo autor, as RONs s@do ricas em GC, assim como as regides cen-
tromericas.

1.3.4.2.4 - FungBes da heterocromatina

A fungao exercida pela heterocromatina constitutiva
permanece dificil de se entender e varias propostas tem sido
aventadas, reconhecendo o caracter estrutural regulatdorio ou
evolutivo, ndo sendo contudo, mutuamente exclusivos. A heterocro-
matina constitutiva esta presente ao redor de areas vitais dos
cromossomos , tais como centrdmeros e constrigdes secundarias,
diminuindo assim a frequéncia de “"crossing-over" em cistrons de
DNA ribossomico durante a meiose e tambem absorvendo primaria-
mente os efeitos de agentes mutagénicos. £Esta heterocromatina
constitutiva poderia ainda facilitar o alinhamento 1inicial dos
cromossomos, antes da ocorréncia da sinapse, possibilitando a fi-
Xxagao de rearranjos cromossomicos importantes na especiagao,
constituindo barreiras contra a forma¢do de hibridos. A hetero-
cromatina constitutiva poderia ainda servir para dividir o genoma
em porgdes funcionais, como @ observado no nucleolo, centrome-
ro e em pontos de iniciagdo para replicagdo do DNA (Yunis & Yas-
mineh, 1971}.
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M - Materiais e Metodos

M.l - Hyla fuscovaria: «coleta, manutengdao e tases do
desenvolvimento

roram empregados, no estudo, especimens adultos, lar-
vas, girinos e ovos de Hyla fuscovaria. U numero de animais
empregados foi diverso para cada item do estudo. Os valores serao
explicados nas respectivas descrigbes abaixo. Os exemplares adul-
tos, coletados nas proximidades do campus da Cidade Universitaria
de Campinas (UNICAMP), foram identificados por l. Sazima e A. Car-
doso, do Departamento de Zoologia do Instituto de Biologia da UNI-
CAMP.

Para classificagao taxondOmica dos especimens anali-
sados, utilizaram-se os caracteres definidos por Nicholis (1916);
Miranda Ribeiro (1926) e Noble (1931). 0 reconhecimento do g&nero
e especie foi determinado segundo os caracteres descritos por
Lutz, A. (1925), Cochran (1955} e Lutz, B. (1973).

Procederam-se duas coletas anuais, durante os perio-
dos reprodutivos (Setembro-Margo), nos anos de 1979 a 1982, Desde
que nao se verificassem variagbes dignas de nota nos exemplares
coletados ao longo do estudo, devolvia-se, aos locais de origem,
metade da amostra, conservando-se 0s demais aprisionados.

s especimens adultos foram mantidos no laboratdrio
em terrarios umidos e alimentados varias vezes por semana, com
moscas e grilos. Os girinos e porg¢des de desovas, provenientes de
coletas diurnas, foram mantidos em aquarios e caixas dagua de
cimento amianto, aerados constantemente. Estas coletas tambem fto-
ram realizadas duas vezes por ano durante o mesmo perjodo acima.

As desovas coletadas foram cuidadosamente separadas,
realizando-se a contagem do nUmero de ovos. Parte destes ovos to-
ram fixados em formol 10%, para posterior estudo morfometrico.



e mr e Em o e Hr e R MR A e AR WA MR i AN R MR MR W ME MR M N Er v e e e M bk MR MR Ar Mn B e B AR M R W N MR MR MR AR ar R A W e Gl Mmoo e e

A distingao entre ovos fecundados e naoc fecundados
era tambem facilitada pela maior embebi¢do que sotrem as camadas
gelatinosas superficiais dos primeiros {(Prancha 1I). Esta camada
mais externa de gelatina fixava os ovos & vegetagdao. A gelatina
aderia com facilidade numerosos fragmentos e restos de vegetais
presentes na agua. A localizagao dos ovos ocorreu, principaimen-
te, nas raizes e folhas submersas de Eichhornia crassipes
(Aguape) e Salvina Sp.

Amos tras para analise citoldgica e bioldgica foram
retiradas @ medida que os animais se desenvolviam. Devido ao
problema de n3o se poder reconhecer a espécie apenas atraves da
desova e dos primeiros estagios larvais, varios exemplares de
cada lote de girinos e desovas foram mantidos vivos ate completa-
rem a metamorfose, confirmando, deste modo, a especie estudada. A
alimentagao dos girinos constituiu-se basicamente de folhas de
alface e de elodia ., sendo suplementada frequentemente COm
ragdo comercial para peixes.

M.2 - Descrigdo dos padrbes de manchas

Para analise dos padrdes de manchas dorsais em
Hyla fuscovaria, 30 animais (metade machos e metade femeas)
toram colocados em dois tipos de ambientes. Um dos ambientes foi
iluminado com 1luz fluorescente, e o animal ai colocado sobre uma
folha mida de papel de filtro branca. 0 outro ambiente foi cria-
do, utilizando-se uma caixa de papeldao vedada & 1luz e umedecida
como noe caso . anterior. Os mesmos animais analisados quanto ao
padrido de manchas escuras e pontos brancos dorsais permaneceram
cerca de 30 minutos em cada um destes ambientes. 0 sexo dos ani-
mais foi determinado ap0s sacrificio, e os orgdaos de interesse
para estudos <citoldgicos foram retirados, sendo o animal fixado
em formol 10%.
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M.3 - Metodo de obten¢3o dos espermatozoides de Hyla
fuscovaria

Cinco machos adultos de Hyla tuscovaria, coletados
em abrigos diurnos durante a estagdo reprodutiva (Setembro - Mar-
¢o), foram eterizados e abertos longitudinalmente. Procedeu-se a
retirada dos testiculos. Os espermatozoides toram obtidos dila-
cerando-se delicadamente, com o auxilio de pinga fina e bisturi,
a capsula que reveste os tibulos seminiferos.

Os espermatozdides liberados apos a maceragdao dos
testiculos, foram diluidos em solugdo Hank * para anfibios a
10% em agua destilada. Os espermatozoides permaneceram na solu-
¢&o0 cerca de 15 minutos, ate completarem sua ativagao. Em se-
guida, uma gota da solugdo contendo oOs espermatozoides foi colo-
cada sobre 1amina e recoberta com laminuia. Procedeu-se uma pri-
meira analise, determinando a concentragdo, estagio de matura-
¢ao e mobilidade dos espermatozoides.

A imobilizagdo dos espermatozoides opara fotogratia
do material ainda vivo, foi conseguida adicionando-se algumas go-
tas de solugdo ** de gelatina 4% (Merck),a 25°C, sobre a 1lamina.
ksta gelatina foi espalhada sobre a lamina, e uma gota de solu-
¢30 contendo os espermatozdides, foi colocada sobre a gelatina,
recobrindo-se o material com laminula. A l1@mina foi restriada a
4 C cerca de 2 minutos para endurecimento da gelatina e imobiliza-
¢ao completa dos espermatozdides.

Parte dos espermatozoides em solugdo Hank 10%, foi
tixada adicionando-se igual volume de solugd3o Formol 10% em tam-
pao fosfato.

0 material foi analisado e fotografado em Fotomicros-
copio Zeiss de Contraste de Fase, n3o sendo realizada coloragao
diferencial para estruturas componentes dos espermatozoides.
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Rs medidas do comprimento da regiao anterior e cauda

dos espermatozbides foram realizadas em 10 ampliagBes fotogra-
ficas, escolhidas ao acaso, de cada um dos 3 individuos analisa-
dos.

* tolugao de Hank (vide Humanson, 1972, pag.534)

** Entenda-se por solugdo aquosa em agua destilada todas as men-
coes de solugdo empregadas no texto, exceto guando houver in-
dicagdo em contrario.

M.4 - PreparagGes citoldgicas para obtengdo de Cromossomos
de adultos e girinos

A obtencdo de cromossomos mitoticos e meidticos toi
realizada, utilizando-se tecnicas de esmagamento de fragmentos de
tecido (Ohno e col., 1964) e de espalhamento de monocamadas celu-
lares (Baimai, 1977).

Para analise citoldgica, 20 especimens adultos fo-
ram injetados com solugao Colquicina 1% (Serva - Feinbiochemica)
na dosagem de 0,02 ml por grama de peso animal, cerca de 2 horas
antes de serem sacrificados. Este tratamento foi suficiente para
impedir a formagdo dos fusos mitbticos, resultando em aumento do
nimero de celulias em metafase. Para analise morfom@trica fo-
ram aproveitados 9 individuos, selecionando-se 5 metafases para
cada um deles.

Apbs tratamento por colquicina e sob narcose por e-
ter, os animais eram abertos longitudinalmente e fragmentos do in-
testino, estdmago, figado, bago e testiculos eram retirados.

Estes fragmentos eram submetidos & ag3o hipotonica da agua
destilada gelada, por 20 minutos. Seguia-se a fixagao em Carnoy
(6: 3: 1) * por 15 minutos. Depois de fixado, o material era
transferido para a solugdo acido acético 50%, por mais 15 minu-
tos. Apbds este tratamento, os fragmentos eram tranferidos para
Iamina e esmagados com um bastdao de vidro. Retirados os exces-
$0s, cobria-se o material com laminula e continuava o processo de
esmagamento pressionando-se a laminula.
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Apds o resfriamento da preparagao em Nitrogénio 1liquido, reti-
rava-se a laminula com o auxilio de uma lamina de barbear, e
deixava-se a lamina secar & temperatura ambiente.

Quarenta girinos (estagio 23 - Taylor & Kollros, 1946)
toram mergul hados em solugdo Colquicina 0,25%, cerca de 3 horas,
sendo utilizados fragmentos de cauda, intestino, figado e cabega.
Na preparagao deste material procedeu-se do mesmo modo acima des-
crito. Para analise morfometrica foram aproveitados 11 indivi-
duos, seiecionando-se 5 metafases de cada um destes.

Uutra tecnica wutilizada para obtengao de cromossomos
metafasicos para analise de tecidos de anfibios, empregada por
Baimai (1977) para estudo de cromossomos de Drosophila, foi 1i-
geiramente modificada. Consiste em administrar colquicina 1%, pro-
ceder o tratamento hipotonico dos fragmentos de tecidos com agua
destilada gelada 20 minutos, apds o que efetua-se a fixagao dos
fragmentos em Carnoy, por 15 minutos. Depois da fixagao, o0 mate-
rial @ transferido para solugao de acido acético 50%, por 15
minutos. Ainda dentro da solug¢do, com o0 auxilic de uma pipeta
Pas teur, dissocia-se o fragmento de tecido, agitando-se com cuida-
do ate obten¢3do de uma suspensao celuiar. Para obtengao de uma
monocamada de celulas espalhadas, colocam-se algumas gotas da
SUsSpensao celular sobre uma l@mina 1limpa, previamente aquecida
em bico de Bunsen ou placa aquecida a 50°C. t aconselhavel re-
tirar com & pipeta Pasteur a maior parte de liquido gotejado
sobre a lamina deixando-a secar ao ar, Esta tecnica permite me-
lhor espalhamento das celulas. e a visualizagao dos cromossomos
metafasicos & superior em qualidade, sendo & teécnica wutilizada,
principalmente, para bandamento cromossomico. A tecnica tem o
inconveniente de necessitar de grande nimero de céluias em divi-
sd0, bloqueadas pela colquicina, para serem observadas na 13amina
ja preparada.

* Fixador de Carnoy (6:3:1) 6 partes de alcool etilico, 3 de
Clorofdrmio e 1 de acido acetico (Humason 1972 pag. 18).
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M.5 - Cariotipagem e analise morfometrica dos Cromossomos
de adultos e de girinos

-

Para estes estudos utilizou-se principaimente a téc-
nica de esmagamento. Fragmentos de figado, bago, intestino e es-
tomago dos adultos e de cauda, figado, intestino e cabega de gi-
rinos foram esmagados junto com uma gota de corante orceina lac-
to-acetica*>, sendo as laminas seladas com esmalte de unha para
posterior analise. OQutras preparagbes nao coradas com Orceina
apos 0 esmagamento, foram tratadas com acido <cloridrico 1N por
10 minutos & 60 C. A reag3o foi bloqueada com agua destilada ge-
lfada e apdbs lavagem em agua corrente foram coradas em Giemsa***,
diluido a 2% em tampao fosfato (SGrensen) ****_  pH 6.8, por 7
minutos. Depois de secagem ao ar, as iaminas foram montadas em
resina sintética {(Permount).

As prepara¢bes foram analisadas e fotogratadas em fo-
tomicroscopio Zeiss, empregando-se objetiva de imersao 100X, u-
tilizando-se filme Agfa Copex Pan (100 ASA) para as fotografias.

0 estudo do caridotipo foi realizado por intermedio
do emparl hamento dos homdlogos, que toram recortados e dispostos
em ordem decrescente de tamanho., Para a analise mortometrica, as
medidas foram realizadas em fotografias ampliadas utilizando-se 5
metafases de cada individuo., Metafases meidticas (MI e MIIL)
roram fotografadas para determinagdo do niimero hapldide de cro-
mossomos da especie.

A classificagao dos cromossomos em metacentricos
(m), submetacéntricos (sm) e acrocéntricos (a) seguiu a conven-
¢ao adotada por Begak, M. L. (1967). Esta classificagao e de-
terminada pela Relagao de Bragos (RB), que @ a razao do compri-
mento dos bragos maiores do cromossomo pelos bragos menores, sendo
tambem wutilizado o Indice Centromerico (1), determinado pela
razao do comprimento do brago menor pelo comprimento total do
Cromossomo.
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Segundo a autora, estabeleceu-se a classificagao dos Cromossomos
seguindo-se as relagdes descritas na tabela V abaixo citada:

Tabela V

Classificagdo dos cromossomos utilizando a Relagdo dos
Bragos (RB) e o Indice Centromérico (IC).

RB=1,5 e IC = 0,4 : Cromossomos Metacéntricos
4=RB=1,5 e 0,4= IC= 0,2 : Cromossomos Submetacéntricos
RB = 4 e IC= 0,2 : Cromossomos Acrocéntricos

** {rceina Lacto Acetica (vide Humason, 1972, pag.466 )

*** Giemsa - lg de Giemsa em pd (Merck) 54 ml de Giicerina e
84 ml de Metanol.

*x** Tampao Fosfato Sorensen (vide Humason, 1972, pag. 543).



M.6 - Técnica de Banda C

De varios individuos adultos e girinos foram sele-
cionadas 15 metafases de tecidos de adultos e 15 metatases de
tecidos de girinos, para o estudo da banda C. ~

Empregou-se a tecnica de Sumner (1972), levemente mo-

dificada, para evidenciar a heterccromatina constitutiva associada
a banda €. Esta consiste em:

- Incubag¢ao em HC1 0,2 N, a temperatura ambiente por
15 minutos.

- Lavar em agua desionizada, a temperatura ambiente.

-~ Incubagdo em hidrdoxido de bario 5% a 50°C por 5 a
10 minutos (Esta solugdo saturada @ preparada e u-
sada no mesmo dia).

- Lavagem rapida em HCY} 0,2 N a temperatura ambiente.

- Lavagem rapida em agua desionizada a temperatura
ambiente.

- Incubagdo em 2x SSC* por 2 horas & temperatura de
65 C.

- Lavagem em agua desionizada a temperatura ambiente.
- Coloragao em Giemsa 2% recem diluida em tampao
tosfato (Sorensen) pH 6,8, por 2 horas e meia, a

temperatura ambiente.

- Secagem ao ar e montagem em resina sintetica (Per-
mount}).

* 2X SSC "Solugdo Salina-Citrato": Cloreto de S6dio 0,3 M +
Citrato Trissddico 0,03 M.
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M.7 - Niucleos interfasicos e metafasicos analisados com o
emprego da tecnica de Banda RON

De varios individuos adultos e girinos foram sele-
cionados o$s mesmos tecidos ja anteriormente citados e destes es-
cothidas 1% metafases.

Foram observadas preparagoes de bago, testiculo,
tigado e intestino de animais adultos e figado, 1intestino e cau-
da de girinos. ApOGs a realizagdo da tecnica demonstrativa de
banda RON (descrigdo abaixo} niicleos interfasicos foram anali-
sados, quanto ao volume total, volume nucleolar e nimero de nu-
cleolos; nimero e posi¢ao da banda RON.

As regides organizadoras nucleolares foram evidencia-
das pela téecnica de Howell e Black (1980), empregada sem modifi-
cagbes e preparada a partir das solugdes:

Solugao A - Solugao coloidal reveladora: 1g de
gelatina (Merck) dissolvida em 50 mi de
agua desionizada, acrescida de 0,5 ml
de acido formico.

Solugao B - Solugdo de nitrato de prata: lg de
AgNO3 dissolvido em 2 ml de agua deio-
nizada.

Pingar diretamente sobre a preparagdaoc 1 gota de solu-
¢a0 A e duas gotas de solug@o B, misturar, cobrir com laminula
e levar para estufa a 65°C. Deixar ate a mistura tornar-se mar-
rom-dourada (cerca de 5 a 7 minutos). Lavar a 13amina com jato de
agua desionizada, com a ajuda de uma pisseta, retirando-se assim
a laminula e 0s reagentes. Secar ao ar e montar em resina sinte-
tica (utilizaram-se luvas de borracha para o trabalho com o nitra-
to de prata).

As laminas foram analisadas, e as metafases fotogra-
tadas no mesmo dia, uma vez que a impregnagdo pela prata pode
tornar-se insatisfatdria apods certo tempo.
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toram utilizados tecidos provenientes da cauda, figa-
do e intestino para os girinos e de figado e intestino para os a-
dultos. 0s tecidos foram preparados utilizando-se a tecnica ja
descrita de obteng®o de material para preparag0es citoldgicas.

-~

Us nitcleos interfasicos foram analisados e fotogra-
t ados apds o tratamento para obtengdc de banda RON. A determina-
¢ac do volume dos niucleos foi realizada, assumindo-se sua forma
como esferdide. 0 volume foi obtido utilizando-se a sequinte
tormula: v = (4/3).M . a. b. ¢, onde "a" & o raio maior, "b" o
raio menor e "c" a média entre o raio maior e menor. As medidas
de a e b foram obtidas medindo-se o diametro dos nucleos em am-

pliagdes fotograficas (Wentworth & Roberts, 1979).

Us nucleolos, que tambem apresentam estrutura esfe-
rica, foram medidos, utilizando-se a mesma teécnica descrita aci-
ma. As celulias com mais de dois nucléolos tiveram cada um de
seus nucleolos medidos e 0s volumes obtidos foram somados para
determinagao do volume nucleolar total.

0 volume do niicleo e do nucléolo foram determinados
para celulas de adultos e girinos.
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R - Resul tados

-

-

R.1 - Dados referentes a criagao de Hyla fuscovaria

A manutengdo do animal foi bem sucedida, a especie
demonstra-se resistente a variagdes de umidade do terrario, nao
tendo ocorrido doengas ou mortes. Com relagdao a dieta oferecida,
as pererecas naoc demonstraram preferéencias aiimentares em cati-
veiro. Quanto aos girinos, o desenvolvimento normal dependeu do
nimero de individuos por volume de agua, verificando-se adequa-
da, em média, a relagao de um individuo por litro de agua ae-
rada.

Aquarios superpovoados demonstraram selegdo de in-
dividuos cujo desenvolvimento, ate a metamortose, completava-se
durante trés meses, enquanto outros permaneceram ate oito meses
em estado larval.

U tempo de desenvolvimento dependeu tambem da dieta
adequada. Os animais que tiveram alimentag3c complementada com
ragao comercial de peixes desenvolveram-se em menor tempo.

Apbs a eclosao das patas dianteiras, Hyla fus -
covaria completava a metamorfose em trés dias.
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R.2 - Padrao de manchas e morfometria de ovos

A especie estudada apresentou variagbes quanto ao
padrio de manchas, coloragdc e presenga de pequenos pontos cla-
ros na regiao dorsal.

Com relagao aos machos, 54% apresentaram manchas dor-
sais claras e ausencia de pontos brancos. Us restantes, mostraram
manchas mais escuras, e 0os pontos brancos na regiao dorsal eram
bem evidentes (Prancha I, fig. 4}.

Com relag¢do as femeas, 70% apresentaram manchas
claras, sem pontos brancos evidentes, e as temeas restantes apre-
sentaram manchas de coloragdo mais escura, com pontos brancos.

A  experiencia de <coloragdo de machos e femeas em
ambiente alternadamente claro e escuro revelou que 0SS animais
clareavam e escureciam como era o esperado, mas o0 importante da
questdao & que aqueles que naop exibiam pontos claros em ambien-
tes claros, nao o possuiam tambem em ambiente escuro.

kstas variagdes quanto aos padrdes de manchas e pon-
tos em Hyla fuscovaria, ndo estdao relacionados com diferen-
¢as ao nivel <cromossomico, nas amostras analisadas.

As desovas de Hyla tuscovaria seguiram o padrao
do género, apresentando ovos pequenos, geralmente numerosos e
mos trande um p&lo escuro e outro mais claro, como ja foi escla-
recido no capitulo anterior. As desovas de Hyla tfuscovaria,
foram obtidas em coletas matinais. As fecundagBes destas desovas
ocorreram durante & noite. Pela manha, a maioria dos ovos, ja
t ecundados, apresentavam o levantamento da membrana de fertiiiza-
¢ao (Prancha II) e, portanto, orientados com o polo animal para

cima, prosseguiam a fase de segmentacgao.
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Du as postUras analisadas apresentaram cerca de 320 o-
vos (312 e 335). 0 didmetro meédio dos ovos foi de 1.27 + 0.0047
mm, sendo estes envolvidos por duas capsulas visiveis de gelati-
na transparente. A capsula interna, mais prdoxima do ovo, apre-
sentou 1.56 + 0.062 mm, e a capsula externa 1.79 + (0.16 mm de
diametro. Estes valores s7ao relativos a medidas do diametro,
realizadas em 28 ovos, com aproximadamente 15 horas de postura e
tecundagao.

R.3 - Espermatozbides de Hyla fuscovaria

A especie apresentou espermatozoides com dois fila-
metos caudais. Na maioria dos casos observados apenas um dos fila-
mentos caudais apresentou batimento do tipo ondulatdrio. A movi-
menta¢ao da cauda realizava-se como um todo, parecendo formar uma
pega iinica, ndo ocorrendo, normalmente, movimentagao indepen-

dente e concomitante dos dois filamentos caudais (fig. 6, Prancha
I1}.

A analise morfoldgica dos espermatozoides demons -
trou a ocorréncia de variagbes no comprimento da cauda e da re-
giao anterior dos espermatozoides maduros (tabela X). A regiao
anterior do espermatozdide exibiu pequenas variagdes no compri-
mento, apresentando em média, 31.51 + 2.62 um. O comprimento dos
tilamentos caudais apresentou maiores variagGes, com media de
61.21 + 11.23 um. O comprimento total dos espermatozoides toi de
Yy2.79 + 12.91 um.
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labela VI

Comparagao entre o comprimento * dos espermatozoides de 3 indi-
viduos adultos de Hyla fuscovaria ** provenientes das proxi-
midades do “campus" da Cidade Universitaria de Campinas (UNICAMP)

variagbes X + D.P.

! Regidao anterior:

] |
! Especimen I ! 29.47 - 35,206 ! 31.31 ¢ 3.81 !
! ! ! !
! Il ! 21.05 - 34.74 ! 31.95 %+ 1.55 ¢
[ ] ] 1
¢ ITT ! 25.26 - 33.68 f 31.26 + 2.51 !
! ! | |
! ! ! total : 31.51 + 2.62 }
R T LT R T [P !
! Cauda: ! ! !
! Especimen 1 ! 36.84 - 73.16 ! 58.58 £+ 11.88 !
! ! | !
! I1 I 35.79 - 72.11 b63.496 + 10.37 !
! ! | !
t 111 37.37 - 72.63 I 61.31 + 11.45 !

|

1

b h— g ae— w

! Comprimento total:

i Especimen I 66.31 - 103.68 ! 89.89

I+
[
F -9
L]

N
L |

! 11 56.84 - 104.68

b— bwr e Bem dmm P

! II1 62.63 - 105.79

w
[
on
oc
o+
(o)
w
L3
H
o

* 0 comprimento médio (X) e o desvio padrdo (D.P.) sdao dados
em um {micrometro).

** Medidas realizadas em 10 espermatozoides de cada especimen
analisado. Estes dados incluem os espermatozoides considera-
dos anodomalos.
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.4 - Caridtipo

Determinou-se a constituigdo cromossdmica de Hyla
fuscovaria. 0 complemento dipldide da especie @ 24 <Ccromosso-
mos {2n=24). As variag¢bBes do nilmero de Cromossomos serao comen-
tadas oportunamente. (O complemento hapldide e 12 cromossomos
(n=12) e foi determinado através da contagem dos cromossomos de
celulas da Tinhagem germinativa dos machos (Prancha IIl). Utili-
zando-se tecnicas de banda C, banda RON e tecnicas convencionais
de analise, ndao foi observado dimorfismo sexual cromossomico
nos 20 especimens adultos analisados.

U material genetico de Hyla fuscovaria encontra-se
distribuido em cromossomos maiores e menores, podendo ser dividi-.
dos em um grupo composto de seis pares maiores e um segundo gru-
po, de seis pares restantes. 0s pares cromossomicos Sa0 apresen-
tados em ordem decrescente de tamanho (Pranchas IV e V).

A caracterizagdo morfoldgica dos cromossomos mostrou
predominancia de cromossomos submetacentricos e auseéncia de
cromossomos acrocéntricos (labela VII e Prancha XI ).

Os pares cromossomicos 1 e 10 sao metacéntricos, e
os pares 7 e B sa0 submetacéntricos, quase metacéentricos, e os
pares 2, 3, 4, 5, 6, 9, 11 e 12 sao submetacentricos Pran-
cha XI). Os pares foram identificados pelo comprimento relativo e
pela localizagao do centromero, wutilizando-se a tabela V para
ctassificagao dos cromossomos. As medidas utilizadas constam na
tabela VII. 0 nlmero basico de bragos cromossomicos, Numero
fundamental (N.F.) & 48.

Para comparagao dos cromossomos mitoticos de girinos
e de adultos, foram determinadas as principais <caracteristicas
cromossomicas, tais como:

Comprimento Relativo
Relagdo de bragos
Indice Centromerico
Nimero fundamental
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tstas medidas est@o presentes nas tabelas VIII e IX.

Nao foram observadas diferengas morfoldgicas signi-
ficativas nas caracteristicas <c¢romossomicas analisadas.

Us idiogramas foram determinados a partir das medidas
presentes na tabela VII. Estas medidas foram obtidas em cerca de 5
metafases, provenientes do mesmo individuo, englobando um total
de 11 girinos e 9 individuos adultos.

Us cromossomos analisados nas celulas germinativas a-
presentaram na metafase |1 da meiose 12 bivalentes e na metafase
1] 12 diades (Prancha 111, fig.l e 2). A diacinese e a metafase
1 apresentam bivalentes com formas anelares e dois quiasmas termi-
nais.

As medidas realizadas nos cromossomos, de nove indi-
viduos adultos (cinco machos e quatro fémeas, Tabela VIII) e on-
ze girinos (Tabela IX), em média nao mos traram heteromorfismo
cromossomico entre adultos machos e femeas.

tstatisticamente, as medidas de comprimento dos doze
pares cromossomicos (variaveis - brago curto e brago longo), de
girinos e adultos, apos analise de variancig ,multivariada, nao
apresentaram diferengas significativascgza”ﬂQS% das amos tras
(p 0,05). A tabela VII reune as caracteristicas quantitativas dos
cromossomos de girinos e adultos.
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labela VII

Caracteristicas quantitativas dos cromossomos * de individuos
adultos e girinos de Hyla fuscovaria

Media dos Adultos

NPC(1) CR(2) RB(3) 1IC(4) PC(5)
1 14.9 + 0.84 1.15 + 0.056 0.46 + 0.022 m
2 12.3 + 0.88 1.61 + 0.16 0.38 + 0.023 sm
3 11.3 + 0.61 2.54 + (.48 0.28 + 0.032 sm
4 10.3 + 0.56 2.22 + 0.52 0.32 + 0.036 sm
5 8.8 + 0.81 2.39 + 0.29 0.29 + 0.034 sm
6 7.7 + 0.43 2.47 + 0.30 0.29 + 0.01Y sm
/ 6.9 + 0.25 1.59 + 0.0796 0.36 + 0.02Y sm
8 6.4 + 0.22 1.62 + 0.12 0.35 + 0.059 sm
Y 6.0 + 0.30 1.56 + 0.13 0.35 ¢+ 0.033 sm

10 5.5 + 0.45 o 1.19 = 0.11 0.46 + 0.021 m

i1 5.2 + 0.33 1.63 + 0.15 0.36 + 0.021 sm

12 4.6 + 0.30 1.87 + 0.21 0.32 = 0.022 sm

Média dos Girinos

NPC(1} CR(2) RB(3) IC(4) PC(5)
1 15.6 + 0.80 1.12 + 0.052 0.47 + 0.019 m
r4 12.4 + 0.73 1.68 + 0.23 0.37 + 0.037 sm
3 11.4 + 0.78 3.04 + 0.37 0.25 + 0.023 sm
4 10.3 + 0.43 2.14 t+ 0.52 0.33 + 0.019 sm
b 8.7 + 0.45 2.73 + 0.60 0.28 + 0.050 sm
b 7.7 + 0.38 2.49 + 0.43 0.29 + 0.035 sm
/ 6.9 + 0.54 1.57 + 0.12 0.35 + 0.023 sm
8 6.4 + 0.65 1.55 + 0.11 0.36 + 0.030 sm
9 5.7 + 0.25 1.54 + 0.037 0.35 + 0.027 Sm
10 5.3 + 0.25 1.14 + 0.094 0.47 + 0.022 m
11 5.0 + 0.57 1.70 + 0.26 0.36 + 0.029 sm
12 4.5 + 0.52 1.98 + 0.27 0.33 + 0.029 Sm
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* Médias + Desvio padrao de todos 0S animais analisados

{1) NPC = Nimero do Par Cromossomico.

(2) CR = Comprimento Relativo = comprimento do cromossomo
somatoria dos cromossomos

(3) RB = Razao dos Bragos = comprimento braco longo
comprimento brago curto

{(4) IC = Indice Centromerico= comprimento brago curto * 100
comprimento total do cromossomo

(5) PC = Posigao do Lentrdomero, de acordo com Begak, 1967.
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tabela VIII

Caracteristicas quantitativas dos cromossomos(*)
de individuos adultos de Hyla fuscovaria.

Individuo 1 - macho

NPC (1) CR(2) RB(3) 1C(4) PC(5)
1 15.3 + 0.74 1.08 + 0.12 .48 + 0.039 m

Z 12.4 + 0.34 1.54 + 0.20 0.41 + 0.031 sm
3 12.2 + 0.68 2.98 + 0.33 0.25 + 0.029 sm
4 i0.8 + 0.83 2.95 + 0.46 0.33 + 0.021 Sm
5 10.7 + 0.36 2.56 + (.48 0.27 + 0.04Y sm
b 7.9 + 0.47 2.61 + 0.27 0.32 + 0.022 S
/ 6.6 + 0.44 1.63 + 0.39 0.42 + 0.021 sm
8 6.4 + 0.38 1.53 + 0.31 0.45 + 0.052 s
9 5.9 + 0.29 1.41 + 0.36 0.39 + 0.031 m**
10 5.3 + 0.45 1.19 + 0.33 0.45 + 0.061 m
Ll 4.5 + 0.41 1.49 + 0.38 0.38 + 0.02¢6 Sm
12 4.3 + 0.37 1.93 + 0,17 0.33 + 0.018 sm

individuo 2 - macho

NPC{1) CR(2) RB(3) I1C(4) PC(5)
1 14.2 + 0.69 1.19 + 0.33 g.46 + 0,014 m
Z 12.3 + 0.42 1.52 + 0.36 0.40 + U.017 sm
3 11.3 + 0.49 1.98 + 0.41 0.34 + 0.039 sm
4 10.2 + (.65 2.28 + 0.37 0.31 + 0.041 sm
) 8.5 + 0.25 2.23 + 0.36 0.31 + 0.037 sm
b 7.1 + 0.17 2.63 + 0.44 0.27 + 0.026 sm
/ 6.9 + 0.29 1.58 + 0.43 0.39 + 0.039 sm
B 6.5 + 0.41 1.61 + 0.32 0.38 + 0D.054 sm
Yy 6.5 + 0.37 1.53 + 0.27 0.32 + 0.025 sm

10 6.1 + .42 1.08 + 0.32 0.48 + 0.021 m

11 5.3 + 0.24 1.567 + 0,33 0.39 + 0.021 Sm

12 5.3 + 0.29 1.92 + 0.15 0.34 + 0.025 sm
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individuo 3 - macho

NPC(1) CR(2) RB(3) 1C(4) PC(5)
1 16.1 + 0.48 1.10 + 0.10 0.48 + 0.022 m
2 12.4 + 0,54 1.59 + 0.31 0.40 + 0.027 sm
3 11.1 + 0.60 2.74 + 0.42 0.27 + 0.028 sm
4 9./ + 0.48 1.88 + 0.44 0.34 + 0.019 Sm
L) 8.5 + 0.38 2.47 + 0.17 0.29 + 0.023 sm
b 7.7 + 0.26 2.71 + 0.42 0.29 + 0.033 sm
/ 7.0 + 0.32 1.49 + 0.46 0.41 + 0.032 m**
8 6.3 + 0.33 1.63 + 0.42 0.40 + 0.044 sm
9 5.9 + 0.14 1.45 + 0.32 0.40 + 0.039 m* *
10 5.5 + 0.21 1.14 + 0.22 0.44 + 0.031 m
11 5.1 + 0.27 1.88 + 0.29 0.35 + 0.033 sm
12 4.8 + 0.35 2.04 + 0.31 0.33 + 0.021 sm
Individuo 4 - feémea
NPC(1) CR(2) RB(3) 1C(4) PC(5)
1 13.8 + 0.45 1.16 + 0.37 0.42 + 0.031 fm
2 14.3 + 0.31 2.03 + 0.36 0.33 + 0.041 sm
3 10.7 + 0.43 3.03 + 0.48 0.25 + 0.032 sm
4 9.5 + 0.46 3.21 + 0.47 0.24 + 0.045 sm
b 8.6 + 0.35 2.71 + 0.26 0.28 + 0.034 sm
b 8.3 + 0.19 2,53 + 0,39 0.29 + 0.026 sm
/ 6.9 + 0.28 1.55 + 0.32 0.39 + 0.041 sm
8 6.6 + 0.40 1.59 + 0.29 0.40 + 0.026 sm
9 6.0 + 0.38 1.40 + 0.23 0.33 + 0.041 Sm**
10 5.7 + 0,35 1.35 + 0,31 0.46 + 0.025 m
11 5.0 + 0,49 1.78 + 0.27 0.36 + 0.019 sm
12 4.4 + 0,33 2.18 + 0.23 0.31 + 0.032 sm
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individuo 5 - feémea

NPC(1) CR(2) RB{3) IC(4) PC(5)
1 16.3 + 0.32 1.27 + 0.14 0.44 + 0.016 m

4 12.0 + 0.48 1.57 + 0.32 0.36 + 0.044 sm
3 11.6 + 0.36 1.73 + 0.61 0.31 + 0.026 sm
4 11.3 + 0.43 2.27 + 0.61 0.35 + 0.034 sm
b 9.1 + 0.30 2.25 + 0,34 0.32 + 0.041} sm
b 7.3 + 0.34 1.87 + 0.36 0.28 + 0.035 sm
/ 6.7 + 0.31 1.49 + 0.41 0.39 + 0.042 m**
o] 6.1 + Q.47 1.43 + 0.33 0.32 + 0.034 m**
Y 5.4 + 0,22 1.53 + 0.21 0.35 + G.023 sm
10 4.9 + 0.12 1.24 + (.19 0.45 + 0,021 m
11 4.9 + 0.29 1.80 + 0.30 0.36 + 0.023 sm
12 4.4 + 0.26 1.95 + 0.33 0.34 + 0,017 S

Individuo 6 - t@émea

NPC(1) CR(2) RB{3) 1C(4) PC(5)
1 14.9 + 0.27 1.16 + (.14 0.48 + 0.023 m

2 12.2 + (.30 1.98 + 0.44 0.38 + 0.032 sm
3 10.7 + 0.41 2.82 + 0.%5 0.26 + 0,019 sm
4 10.6 + 0.36 1.74 + 0.52 0.36 + 0.023 sm
b 8.8 + 0.44 2.09 + 0,35 0.32 + 0.038 sm
b 7.8 + 0.28 2.15 + 0.48 0.31 + 0.034 sm
/ 6.5 + 0.45 1.69 + 0.34 0.36 + 06.036 sm
8 6.4 + 0.37 1.86 + 0.28 0.33 + 0.025 s
9 6.2 + 0.29 1.71 + 0,32 0.37 + 0.029 sm
10 5.7 + 0.44 1.05 + 0.23 0.42 + 0.041 m
11 5.4 + 0.28 1.43 + 0,24 0.36 + 0.048 m**
12 4.5 + 0.35 1.70 + 0,29 0.32 + 0.034 sm
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Individuo 7 - fémea
NPC(1) CR{2) RB{3) IC(4) PC(5)
1 15.1 + 0.22 1.13 + 0.13 0.49 + 0.042 m
Z 12.6 + 0.35 1.55 + 0.25 0.40 + 0.034 sm
3 11.5 + 0.44 2.37 + 0.47 0.29 + 0.027 Sm
4 10.4 + 0,33 1.94 + 0.18 .34 + 0.027 sm
5 7.9 + 0.28 2.39 + 0.49 0.30 + 0.034 sm
b 7.5 + 0.33 2.66 + 0.32 0.27 + 0.042 sm
/ 7.1 + 0.45 1.69 + 0.42 0.36 + 0.042 Sm
8 6.3 + 0.26 1.57 + 0.28 0.29 + 0.023 sm
y 6.1 + 0.38 1.63 + 0.26 0.33 + 0.034 sm
10 5.5 + 0.47 1.12 + 0.31 0.49 + 0.023 ]
b1 5.4 + (.39 1.56 + 0.32 0.32 + 0.033 sm
12 4,6 + 0.25 1.64 + 0.35 0.27 + 0.021 sm
Individuo 8 - macho
NPC(1) CR(2) RB(3) 1C(4) PC(5)
1 14.3 + 0.41 1.12 + 0.13 0.47 + 0.035 m
Z 11.2 + 0.27 1.57 + 0.25 0.39 + 0.047 sm
3 11.0 + 0.38 2.23 + 0.47 0.30 + 0.024 sm
4 10.0 + 0.094 1.2 + 0.18 0.34 + 0.038 sm
5 9.4 + 0.43 1.96 + 0.49 0.21 + 0.051 sm
b 8.0 + 0.16 2.41 + 0,32 0.31 + 0.029 sm
/ 7.2 + 0.40 1.59 + 0.42 0.33 + 0.037 sm
8 6.3 + 0.44 1.64 + 0.28 0.33 + 0.041 sm
Y 6.3 + 0.12 1.74 + 0.26 0.30 + 0.01® sm
10 6.1 + 0.48 1.23 + 0.31 0.45 + 0.02¢6 m
11 5.4 + (.34 1.61 + 0.32 0.35 + 0.029 sm
12 4.8 + (.26 1.97 + 0.356 0.34 + 0,019 sm
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Individuo 9 - macho

NPC(1) CR{2) RB(3) [C{4) PC(5)
1 14.6 + 0.44 1.14 + 0.14 0.47 + 0.036 m
2 11.6 + 0.17 1.54 + 0.15 0.38 + 0.041 Sm
3 11.4 + 0.21 3.01 + 0.23 0.25 + 0.030 sm
4 10.6 + 0,36 1.82 + 0.42 0.35 + 0.045 sm
5 8.7 + 0.43 2.84 + 0.24 0.30 + 0.041 Sm
) 7.6 + 0.20 2.68 + 0.33 0.31 + 0.028 sm
/o 7.2 + 0.25 1.65 + 0.21 0.37 + 0.038 sm
8 6.9 + 0.11 1./7/3 + 0.37 0.27 + 0.032 sm
Yy 6.2 + 0.189 1.65 + 0.34 0.35 + 0.027 sm

10 5.3 + 0.32 1.34 + 0.17 0.47 + 0.019 m

11 5.2 + 0.34 1.54 + 0.22 0.38 + 0.030 sm

12 4.5 + 0.27 1.51 + 0.27 0.32 + 0.02¢6 sSm

* Valores médios + Desvio Padrao de 5 metafases mitdticas

(1Y , (2) 5, (3) , (4) e {(5) - Vide Tabela VII.
m** - Cromossomo metacentricoe no animal analisado.

sm** - Cromossomo submetac&ntrico. quase metacéntrico.
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labela IX

CaracterSticas quantitativas dos cromossomos (*)
de indivduos girinos de Hyla fuscovaria.

Individuo 1

NPC(1) CR{2) RB{3) IC{4) PC{5)
1 16.0 + 0.43 1.19 + 0.41 0.46 + 0.022 m
2 12.1 + 0,30 1.50 + 0.27 0.40 + 0,021 sm**
3 11.7 + 0.42 2.49 + 0.39 0.29 + 0.025 sm
4 10.7 + (.35 1.72 + 0.42 0.36 + 0.032 sm
b B.7 + 0.25 2.07 + 0.31 0.33 + 0.023 sm
b 7.7 + 0.19 2.18 + 0.23 0.31 + 0.020 sm
/ 6.7 + Q.27 1.53 + 0.25 0.32 + 0.017 sm
8 6.4 + 0.23 1.54 + 0.27 0.36 + 0.021 sm
9 5.5 + 0.12 1.52 + 0,17 .33 + 0.023 sm

10 5.3 + 0.25 1.21 + 0,14 0.45 + 0.01Y m

11 4,8 + 0.23 1.53 + 0.21 0.38 + 0.022 sm

12 4.4 + (.49 1.49 + 0,22 0.40 + 0.031 sm

Individuo 2

NPC(1) CR(2) RB(3) IC(4) PC(5)
1 15.8 + 0.54 1.04 + 0.36 0.49 + 0.027 sm

Z 11.5 + 0.38 1.68 + 0.43 0.37 + 0.01Y sm

3 10.7 + 0.49 2./3 + 0.49 0.27 + 0.033 sm

8 10.2 + 0.29 1.91 + 0.51 0.34 + 0.026 s

b 8.7 + 0.16 2.03 + 0,29 0.33 + 0.019 sm

6 7.9 + 0.20 2.14 + 0.27 0.32 + 0.021 sm

/ 7.3 + 0.15 1.63 + 0.22 0.34 + 0.022 sm

8 6.5 + 0.29 1.49 + 0.23 0.37 + 0.018 smx=*
9 6.0 + 0.27 1.57 + 0.19 0.32 + 0.022 sm
10 5.2 + 0.29 1.05 + 0.17 0.49 + 0.019 m
11 5.2 + 0.38 1.48 + 0.22 0.40 + 0.020 sm
12 4.7 + 0.27 1.54 + 0.23 0.35 + 0.014 sm
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Individuo 3

NPC(1) CR(2} RB(3) 1C(4) PC(5)
1 15.3 + 0.44 1.11 + Q.45 0.47 + 0.018 m
2 12.2 + 0.54 1.63 + 0.28 0.38 + 0.026 sm
3 12.1 + 0.29 2.65 + 0.43 0.27 + 0.023 sm
4 10.1 + 0.41 2.02 + 0.45 0.33 + 0.037 sm
5 8.1 + 0.22 2.52 + 0.26 0.28 + 0.021 sm
b 7.5 + 0.11 2.37 + 0.31 0.35 + 0.026 sm
/ 7.3 + 0.12 1.48 + 0.15 0.39 + 0.025 sSm**
Y 6.7 + 0.26 1.43 + 0,31 0.35 + 0.019 sm
Y 5.7 + 0.28 1.50 + 0.25 0.35 + 0.026 sm

10 5.3 + 0.33 1.31 + 0.18 0.42 + 0.021 m

i1 5.1 + 0.24 1.54 + 0.20 0.40 + 0.019 sm

12 4.6 + 0.26 2.00 + 0.22 0.33 + 0.025 sm

individuo 4

NPC(1) CR(2) RB(3) 1C(4) PC(5)
] 15.8 + (.35 1.13 + 0.34 0.47 + 0.030 m
2 12.3 + 0.42 1.54 + 0,31 0.27 + 0.031 sm
3 10.3 + 0.46 2.97 + 0.32 0.25 + 0.016 sm

-4 10.0 + 0.48 1.69 + 0.48 0.34 + 0.033 sm
b 8.9 + 0.15 1.94 + 0.24 0.37 + 0.023 Sm
b 8.2 + 0.24 2.27 + 0.35 0.31 + 0.019 sm
/ 6.5 + 0.16 1.49 + 0.12 0.33 + 0.016 sm
8 6.0 + 0.34 l1./4 + 0.29 0.36 + 0.021 sm
Y 5.7 + 0.34 1.49 + 0.22 0.35 + 0.017 sm

10 5.7 + 0.27 1.21 + 0.23 0.45 + 0.022 m

11 5.5 + 0.49 1.93 + 0.19 0.34 + 0.026 sm

12 5.0 + 0.34 1.73 + 0.20 0.37 + 0.018 sm
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Individuo 5

NPC(1) CR(2) RB(3) 1C(4) PC(5)
1 13.9 + 1.03 1.16 + 0.29 0.46 + 0.019 m
4 10.9 + 0.58 1.84 + 0.25 0.36 + 0.022 sm
3 10.9 + 0.45 2.99 + 0.33 0.25 + 0.023 sm
4 10.9 + 0.28 2.07 + 0.43 0.31 + 0.032 sm
5 8.1 + 0.29 3.48 + 0.41 0.22 + 0.016 sm
b 7.9 + 0.44 2.49 + 0.26 0.29 + 0.014 sm
/ 7.5 + 0.48 1.46 + 0.19 0.34 + 0.019 sm
8 7.0 + 0.45 1.49 + 0.34 0.34 + 0.016 sm
9 6.3 + 0,35 1.49 + 0.23 0.33 + 0.019 s

10 5.7 + 0.29 1.04 + 0.22 0.49 + 0.022 m

il 5.7 + 0.42 1.73 + 0.17 0.37 + 0.015 sm

12 5.3 + 0.47 2.23 + 0.19 0.31 + 0.026 sm

individuo 6

NPC(1) CR(2) RB{3) IC(4) PC(5)
1 16.9 + 0.48 1.12 + 0,19 0.45 + 0.021 m

Z 12.5 + 0.36 1.73 + 0.38 0.34 + 0.023 Sm

3 11.6 + 0.32 3.19 + 0.34 0.24 + 0.021 sm

4 9.8 + 0.42 2.13 + 0.47 0.34 + 0.031 sm

) 9.5 + 0.20 2./71 + 0.32 0.27 + 0.014 sm

b 6.8 + 0.24 1.86 + 0.21 0.35 + 0.021 sm

/ 6.7 + 0.39 1.75 + 0.31 0.36 + 0.017 sm

8 6.3 + 0.25 1.47 + 0.26 0.40 + 0.019 Sm**
Y 5.9 + 0.42 1.56 + 0.19 0.34 + 0.022 sSm
10 5.4 + 0.37 1.11 + 0.17 0.47 + 0.019 m
11 4.3 + 0.27 1.46 + 0.23 0.39 + 0.017 Sm**
12 4,2 + 0.39 2.19 + 0,21 0.31 + 0.021 sm
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individuo 7

NPC(1) CR{2) RB(3) IC(4) PC(5)
1 16.3 + 0.39 1.15 + 0.47 0.47 + 0.027 m

2 13.2 + 0.43 1.49 + 0,26 0.39 + 0.012 sm**
3 12.0 + 0.386 3.55 + 0.29 0.22 + 0,019 sm

4 9.9 + 0.28 2.08 + 0.49 0.33 + 0.0206 sm

5 9,2 + 0.29 2.66 + 0,32 0.27 + 0.016 Sm

b 7.7 + 0.34 2.92 + 0.20 0.25 + 0.019 sm

/ 6.5 + 0.42 1.78 + 0.31 0.38 + 0.022 sm

B 6.4 + 0.37 1.54 + 0.30 0.41 + 0.021 sSm**
9 5.8 + 0.39 1.57 + 0.28 0.33 + 0.024 sm
10 5.2 + 0.39 1.07 + 0.31 0.48 + 0.021 m
11 4.1 + 1.45 0.45 + 0.19 0.39 + 0.021 sm**
12 3.6 + 0.36 2.22 + 0.17 0.31 + 0.02b sm

individuo &8

NPC(1) CR(2) RB(3) 1C(4) PC(5)
1 15.4 + 0.27 1.18 + 0.39 0.52 + 0.33y m

Z 12.6 + 0.53 1.81 + 0.23 0.38 + 0.026 sm**
3 12.3 + 0.48 3./3 + 0.42 0.21 + 0.022 sm

4 10.7 + 0.36 2.24 + 0.33 0.31 + 0.025 sm

5 8.1 + 0.24 3.43 + 0.31 0.23 + 0.020 sm

b 7.8 + 0.41 3.40 + 0.31 0.23 + 0.020 sm

/ 7.7 + 0.44 1.48 + 0.16 0.32 + 0.021 Sm**
8 5.5 + 0,38 1.53 + 0.31 0.39 + 0.019 sm**
9 5.3 + 0.34 1.24 + 0.23 0.38 + 0.022 m
10 5.2 + 0,27 2.14 + 0.22 0.45 + 0.020 sm
11 4.7 + 0.24 2.19 + 0.26 0.32 + 0.017 sm
12 4.6 + 0.29 1.57 + 0.28 0.31 + 0.025 sm**
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individuo 9

NPC(1) CR{2) RB(3) iICi4) PC(5)
1 14.8 + 0.48 1.09 + 0.41 0.48 + 0.0386 m
Z 13.0 + 0,33 1.52 + 0.29 0.40 + 0.019 SmM**
3 10.3 + 0.42 3.03 + (.26 0.25 + 0.031 sm
4 10.0 + 0.28 3.63 + 0.41 0.29 + 0.019 sm
L) 8.6 + 0.42 3./3 + 0.25 0.21 + 0.020 sm
b 7.8 + 0.24 2./9 + 0.29 0.26 + 0.014 Sm
/ 7.1 + 0.38 1.48 + 0.14 0.35 + 0.030 S
8 6.9 + 0.44 1.51 + 0.17 0.31 + 0.022 sm
9 5.9 + 0.48 1.58 + 0,31 0.34 + 0.024 sm

10 5.5 + 0,37 1.11 + 0.19 0.47 + 0.019 m

11 5.2 + 0.4Y 1.99 + 0.21 0.33 + 0.021 sm

12 4.9 + 0.36 2.07 + 0.31 0.33 + 0.017 Sm

Individuo 10

NPC(1) CR{2) RB(3) IC(4) PC(5)
1 16.0 + 0.25 1.13 + 0.31 0.49 + 0.031 m
Z 13.2 + 0.43 2.25 + 0.36 0.39 + 0.021 - sm
3 11.7 + 0.23 2.94 + 0.46 0.25 + 0.019 Sm
4 10.9 + 0.34 1.93 + 0.35 0.32 + 0.027 Sm
b 8.9 + 0.25 2.82 + 0.34 0.26 + 0.021 sm
b 8.0 + 0.39 2.31 + 0.23 0.30 + 0.016 sm
/ 6.6 + 0.44 1.69 + 0.23 0.37 + 0.024 sm
8 6.6 + 0.41 1.54 + 0.21 0.33 + 0.020 sm
y 5.2 + 0.48 1.55 + (.33 0.39 + 0.022 Sm**

10 4.7 + 0.36 1.12 + 0.17 0.47 + 0.017 m

11 4.4 + 0.54 1.50 + 0.24 0.36 + 0.019 sm

12 3.8 + 0.37 2.05 + 0.22 0.32 + 0.025 sm
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Individuo 11

NPC(1) CR(2) RB(3) IC(4) PC(5)
1 15.2 + 0.42 1.03 + 0.27 0.47 + 0.029 m
2 13.1 + 0.39 1.49 + 0.41 0.37 + 0.016 sm
3 12.0 + 0,31 3.16 + 0.34 0.24 + 0.025 sm
4 9.8 + 0.43 2.16 + 0.29 0.32 + 0.031 sm
b 8.8 + 0.27 2.67 + (.33 0.27 + 0.023 sm
6 7.8 + 0.40 2.69 + 0.26 0.27 + 0.019 sm
/ 6.4 + 0.24 1.50 + 0.17 0.34 + 0.015 sm
8 6.4 + 0.36 1.77 + 0.19 0.36 + 0.017 sm
y 5.6 + 0,44 1.58 + 0.24 0.33 + 0.019 sm

10 5.3 + 0.46 1.02 + 0.21 0.49 + 0.021 m

11 4.7 + 0.27 1.94 + 0.21 0.34 + 0.026 sm

12 4.8 + 0.31 2.05 + 0.19 0.34 + 0.024 sm

* Valores Medios + desvio padrao.
(1), (2), (3), (4) e (5) - vide tabela VII.

m** - Cromossomo metaceéntrico no animal analisado.

sm** - Cromossomo submetac@ntrico, quase metaceéntrico.
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R.5 - Banda C

A tecnica empregada evidenciou que tanto girinos co-
mo adultos apresentam o mesmo padrao de bandas (Prancha V]I e
vIil).

lodos o0s cromossomos apresentaram bandamento centro-
merico. O0s pares 1, 2 e 11 apresentaram heterocromatina constitu-
tiva centromerica, geralmente mais corada do que o restante dos
cromossomos (Prancha VI e VII), Os pares 1, 2, 3, 4, 8, 9 e 12 a-
presentaram bandamento teloméerico, 1ligeiramente mais evidente do
que o0 restante dos cromossomos. 0 par 5 apresentou bandamento te-
lomérico menos evidente. 0 par 7 apresentou bandamento telomeri-
co menos evidente nos bragos curtos dos cromossomos, enquanto os
bragos 1longos ndo apresentaram bandamento conspicuo. 0Os pares 6
e 10 tambem n30o apresentaram bandamento telomerico. Os pares 11
e 12, cujo bandamento esta no brago longo, ndao apresentaram ban-
damento telomérico nos bragos curtos.

Alguns nilcleos interfasicos (fig.3, Prancha I11) a-
presentaram 8 blocos de heterocromatina constitutiva, 3 relativa-
mente maiores do que o restante, corados pela tecnica de Banda C.

U0 cromossomo 11 apresentou bandamento intercalar (ou
intersticial) (fig.4, Prancha 1IIl), e esta relacionado com Re-
giao Organizadora Nucleolar (Prancha VIII), ndo sendo conspicua
a presenga de constrigdes secundarias.

R.6 -~ Banda RON : Estudo de niicleos interfasicos e metafasicos

Us resultados das analises morfometricas de nucieos
e nucleolos 1interfasicos, efetuados em adultos e girinos, estao
apresentados nas tabela X, IX, XII e XI1II. A analise dos ni-
cleos interfasicos revelou a presen¢a de mais de dois nucleolos,
em 1.2% das celulas dos girinos (labela IX). O nimero de nu-
cleolos, encontrados nas celulas interfasicas de girinos e
adul tos esta relacionada na tabela XI, de forma percentual.
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_ As medias e desvios dos volumes de nicleos e nu-
cleolos dos varios tecidos estao apresentados na tabela XII.

0s volumes totais médios de nlicleos e nucleclos in-
terfasicos de girinos e adultos foram analisados estatisticamente
atraves dos dados da tabela XI. Os volumes totais meédios dos nu-
cléos de girinos e adultos n3do mostraram diferengas significa-
tivas. 0Os volumes totais médios dos nucl&olos de girinos mostra-
ram-se significativamente maiores que os de adultos (labela XII).

Quanto ao tamanho, nlmero e localizagao das bandas
RON em nicleos metafasicos de individuos adultos, verifica-se a
presen¢a de bandamento Ag-positivo no par cromossomico 11, em to-
das as metafases analisadas (Prancha VIIl, fig.l). Os girinos a-
nalisados apresentaram tambem bandamento no par cromossomico 11
{Prancha VIII, fig.2). Nestes, a variag¢ao do tamanho das bandas
RONs foi maior do que nos individuos adultos (Prancha VI1II,
fig.4).

Nos girinos, uma das met@afases analtisadas mostrou,
alem da banda nos homdlogos do par 11, uma banda a mais nos 2
homologos do par 12 (Prancha IX). OQOutro animal (Prancha VIII,
tig.3) apresentou banda RON em um hombBlogo do par 11 e outro do
par 12. Esta observagbes apresentam frequencia baixa, sendo con-
firmadas pela presenga de mais de dois nucleolos, impregnados pe-
la prata, em celulas interfasicas (Prancha X). As metafases com
0s pares 11 e 12, impregnados pela prata, foram observadas em pre-
paragbes provenientes do intestino e cauda.

U bandamento pela prata realizado nas c&lulas de li-
nhagem germinativa, evidenciou atividade transcripcional dos genes
ribossomicos durante as primeiras fases da espermatogénese. Ub-
servou-se RON impregnada pela prata, durante a protase meiotica,
zigdteno e paquiteno, com diminuig¢ao gradativa da granulacgao,
ate o desaparecimento total da marcagao na metafase I e 11 da
meiose, voltando muitas vezes a ser demonstrada nos niucleos das
espermatides, durante as primeiras fases do desenvolvimento, de-
saparecendo nos estagios finais da espermatide, antes ou durante
a elongagao do nicleo.
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Tabela X

Nimero de campos analisados e meédia de celulas por campo, total
de celulas, nilimero e percentual de c&lulas com mais de dois nu-
cleolos nos varios tecidos.

tigado : 26 campos X = 18.8 + 5.8 c&lulas por campo, com um

total de 488 celulas, J células apresentaram mais
de 2 nucleolos (1.43%)

cauda : 39 campos X = 23.7 % 8.1 cBlulas por campo, com um
total de 926 celulas, 11 celulas apresentaram mais
de 2 nucleolos (1.18%)

intestino : 18 campos X = 8.5 + 8.9 celulas por campo, COm um
total de 358 celulas, 4 celuias apresentaram mais
de 2 nucleéolos (1.12%)

Tabela XI

Percentual do nimero de nucléoios em nicleos interfasicos * de
varios tecidos de girinos e adultos.

Girino

Nimero de nucleolos - 1 - 2 - 3 - 4
tigado 60% 18% 4% 18%
intestino 844% 11% 5% -
cauda 49% 44% 1% 3%
Adulto

Nimero de nucleolos - 1 - 2

tigado 80% 20%

intestino B8% 12%

* Utilizou-se 383 amostras do total de 1772 celulas de girinos e
131 amostras do total de 985 celulas de adul tos.
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volume nuclear e nucleolar * em celulas

labela XI

tecidos de girinos e adultos.

Girino

tigado - total

nucleolo

nucleolos
nucleolos
nucleolios

£ N~

cauda total

nuclieclo

nucléeolos
nucleéolos
nucleoios

R - Vo

intestino total
1 nucleolo
Z nucleolos
3 nucleéolos
Adul to

tigado total

1 nucleolo
2 nucleéolos

intestino total

1 nucleclo
2z nucleolos

* s volumes apresentam-se em mm

-9
10 para obtengao

Nucleo

5478.2

o<
1

15122.8

I+

= 15488.8
18803.3
= 11435.4
= 10293.9

5498.9
1997.¢/

-+

> > > <t
1
o

7112.4

i+

>t
]

12059.9 8573.3

-+

= 13484.2
11087.9
= 7582.8
= 5818.0

10429.Y
7144.7
4644.6
3728.7/

»l et | Dot
u
[ECERE ST

|
n

15717.4 8925.7

1+

= 15717.4
16873.2
= 8048.6

8925./
9729.8
2075.1

"+

e >
1
+ 1+

nucleo

X = 12604.7 + 7900.1

X = 11687.5 + 5498.9
X = 22967.4 + 13233.0
X = 9927.1 + 5660.9
X = 9799./ + 5255.1
X = 11030.9 +10069.7

dos valores em um.

>y < >l > |

>

| Dt et et

<

> Dt et

>l <y B >y

<

interfasicas de
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varios

Nucleolo
161.4 + 108.3
184.8 + 127.9
96.9Y + 36.1
110.5 + /9.0
110.% + /5.0
448.4 + 452.0
b9b.7 + 575.3
329.1 + 370.0
162.9 + /0.0
112.2 + 100.%
160.9 + 131.9Y
160.9 + 131.9
/6.2 + 146.2
84.7 + 36.8

nucleolo
161.3 + 99.3
165.9 + 104.9
106.8 + 32.0
195.6 + 127.3
208.2 + 139.4
81.9 + 17.9

, devendo ser multiplicados por
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{abela XII

volume nuclear e nucleolar * medio de girinos e adultos **

nicleo nucleolo

14300.0 % 7659.1 (55.9%) X = 256.9 % 230.7 (69.5%)

Girino X

11265.9 + 6780.5 (44.1%) X = 178.5 + 113.3 (30.5%)

"

Adul to X

C e -9
* O0s volumes apresentam-se em mm, devendo ser multiplicado por 10
para obtengao dos valores em um,

** Apnalise de varidncia realizada wutilizando-se, o0 programa
MINITAB, para analise estatistica.
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Prancha I
Hyla fuscovaria, aspectos morfoldogicos wutilizados
no reconhecimento da especie. Aumento = escala

natural.

Macho aduito, animal vivo. Vista dorsal. Aspecto geral
mostrando 0s padrdes de coloragao com algumas pin-
tas.

Mesmo animal, vista ventral.

Mesmo animal, rostro em perfil. Coloragao amarelada
nos flancos e face interna das coxas.

Macho adulto, animal vivo. Vista dorsal. Aspecto geral
mostrando variabilidade de coloragdao apos permangén-
cia em camara escura.
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Prancha I1

Ovos e espermatozoides de Hyla fuscovaria, O0Ovos
coletados cerca de 15 horas apos a postura. Duas
capsulas gelatinosas envolvem o0 ovo. Os espermato-
z0ides foram analisados através de microscopia de
contraste de fase, escala = lum.

Ovo nao tecundado. 0 ovo apresenta-se com a segunda
capsula de gelatina pouco embebida. Restos vegetais
prendem-se a camada mais externa de gelatina. Esca-
ta = 0,1 mm.

Ovo fecundado. 0 ovo apresenta-se com a segunda
capsula de gelatina muito estendida e delgada.
Res tos vegetais prendem-se a camada mais externa de
gelatina. Escala 0,1 mm.

Espermatozoides maduros. Os filamentos caudais a-
presentam comprimento normal.

Espermatozoide n3o completamente maduro. Ainda es-
t3o presentes restos citoplasmaticos, na altura da

pega intermediaria.

Espermatozdide maduro. (s filamentos caudais apre-
sentam comprimento reduzido.

Detalhe da regiao intermediaria e pega principal
Apenas um dos filtamentos caudais apresenta batimen-
to ondulatorio.
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Prancha III

Meiose e Banda C em niicleos matafasicos e inter-
tfasicos de Hyla fuscovaria. Escala = bum.

Meiose de Hyla fuscovaria: 12 bivalentes na meta-
tase I. Alguns bivalentes apresentam formas anelares
e quiasmas terminais visiveis nos Ccromossomos maio-
res.

Meiose de Hyla fuscovaria: 12 diades na metatase
11.

Nicleo 1interfasico de celula do bago de macho a-
dulto. Coloragdo pela tecnica de Banda C. A prepa-
ragao apresenta 8 regides de heterocromatina cons-
titutiva.

Nicleo metafasico de celula do bago de macho adul
to. Coloragao pela tecnica de Banda C. Detalhe da
banda intersticial do cromossomo 11.
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Prancha 1V

tig. 1 - Cromossomos de macho adulto de Hyla fuscovaria.
Metafase mitdética apresentando 24 cromossomos. Co-
foragao com Giemsa. Escala = 5 um,

fig. 2 - Caridptipo da metafase mitotica acima apresentada.
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Prancha Vv

Tig. 1 - Cromoessomos de girino de Hyla fuscovaria.
Metafase mitotica apresentando 24 cromossomos. Co-
loragao com Giemsa. Escala = 5 um.

fig. 2 - Caridtipo da metafase mitdtica acima apresentada.
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Prancha VI

rig. 1 - Padr3ao de banda C em macho adulto de Hyla tus-

covaria. Metatase mitdtica apresentando 24 cro-
mossomos. Escala 5 um.

fig., 2 - Cariodotipo bandado da metatase mitotica. acima
apresentada. A banda C e centromérica em todos
0S Cromossomos.
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Prancha VII

tTig. 1 - Padrdo de banda C em giring de Hyla fuscovaria.
Metatfase mitotica apresentando 24 cromossomos.
tscala 5 um.

tig. 2 - Caridtipo bandado da metafase mitotica acima
apresentada. A banda C e centromerica em todos
0S5 Cromossomos.
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Prancha VIII

tig. 1 - Padrdao de banda RON em macho adulto de Hyla fus-
covaria. Metatase mitotica apresentando 24 cro-
mossomoes, COm marca¢ae no par cromossomico 11.
kscala = 5 um.

fig. 2 - Banda RON em girino. A metafase mitotica apresenta

marcagao no par 11.

tig. 3 - Padrao de banda RON em girino de Hyla tuscovaria
Metaf ase mitotica apresentando 24 Cromossomos.
banda RON marcando um cromossomo do par 1l e outro
do par 12.

tig. 4 - Detalhe da banda RON em girino, mostrando 0s cromos-
somos do par 11 marcados. com diferenga de tamanho
da banda entre os cromossomos hombliogos.






Prancha IX

fig. 1 - Padrao de banda RON em girino de Hyla fuscovaria.
Metatase mitdbtica apresentando 24 cromossomos, com
marcagbes nos pares 1l e 12. Escala = 1 um,

fig. 2 - Caridtipo bandado da metafase, acima apresentada.
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Prancha X

Nucl®@olos marcados pela tecnica de banda RON em giri-
nos e adultos de Hyla fuscovaria. ©Escala = 5 um,

Célula da cauda de girino em intertfase,
de 1 a 2 nucleolos marcados pela prata.

Célula da cauda de girino em interfase,
de 1 a 3 nucleolos marcados pela prata.

Celula da cauda de girino em intertase,

de 1 a 4 nuclieoios marcados pela prata.

apresentando

apresentando

apresentando

Célula do intestino de girino em intertfase, apresentan

do 3 nucleolos marcados pela prata.

Celulas do intestino de macho adulto, em
presentando 1 e 2 nucleolos.

intertfase, a-
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Prancha XI

ldiograma para Hyla fuscovaria, a partir dos dados sumari-
zados na tabela VII e pranchas VI, VII, VIII e IX.

ig. 1 - Idiograma dos individuos adultos.

.

ig. 2 - Idiograma dos girinos.

ig. 3 - Idiograma da especie, com marcag@o da banda C e banda RON.
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v - Discussao
D.1 - Hyla fuscovaria em laboratorio

As caracteristicas de resisténcia e a boa adaptabi-
lidade dos individuos adultos mantidos em terrdrio e dos girinos
em aquario, tornam a especie, material de facil criagao, com
qualidades adequadas ao trabalho cientifico.

A manuten¢do dos girinos em aquarios super-povoados,
mesmo com suprimentos adequados de alimento e oxigénio, prejudica
0 desenvolvimento. Nestas condigGes, apenas uma parte da popula-
gao desenvolveu-se normalmente, atingindo a metamorfose apos
cerca de 3 meses. 0 restante dos girinos, tém seu periodo de de-
senvolvimento atrasado, levando 8 meses para atingir a metamorto-
se. Vizotto (1967), realizando experimento sobre a alimentagao e
0 crescimento de Leptodactylus labyrinthicus em aquario, tam-
bem observou diferengas no crescimento durante o perjodo lTarva-
rio. 0 grande nimero de larvas por aquario torna maior a compe-
tigao entre os especimens, aumentando a colisao entre os indi-
viduos e o aclmulo de catabdlitos. lodos estes fatores agra-
variam as dificuldades de obtengao de alimentos. atrasando o
crescimento e a metamorfose.

0 diametro dos ovos e o nimero de capsulas sao in-
tormagoes taxondmicas ate agora nao devidamente consideradas
nos estudos bioldgicos. Vizotto (1967), em seu estudo sobre o dge-
senvolvimento de anuros da regiao norte-ocidental de S3o Paulo,
julga importante a caracterizagdao dos ovos como elemento auxi-
liar no estudo taxondmico.

A morfometria dos ovos de Hyla fuscovaria nao ti-
nha sido, ate o momento, apresentada e o valor meédio de 1,27 mm
situa-se proximo ao de outros Hylidae, como Hyla parkeri com
0,70 mm e Hyla raniceps com 1,70 mm (Vizotto, 1967).
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V.2 - PadrGes de coloragao dorsai

A ocorréncia de 70% de fémeas <claras & significati-
va. Entretanto a ocorréncia de metade dos machos quase tao cla-
ros quanto as fémeas, e ainda a possibilidade de causar descolo-
ragao nos animais, quando submetidos a ambientes claros, torna
duvidosa a afirmag@o de dimorfismo sexual. A coloragdao das man-
chas e dos pontos claros parece nao estar relacionada com a matu-
ridade sexual, pois cerca de uma semana apos & metamortose, fica
estabelecido 0 padrao de coloragao do animal.

Analises cariotipicas de 20 animais adultos de
Hyla fuscovaria, com variabilidade de coloragao, nao revela-
ram diferengas significativas, o que torna desejavel o aprotunda-
mento do estudo desta especie para elucidar o problema da varia-
¢ao colorimétrica. Estas variagdes de coloragao, dificilmente
estarao reiacionadas com diterengas cariotipicas, parecendo es-
tarem relacionadas com diferengas génicas da populagao.

Na pratica, gquando se necessitou trabalhar com ma-
chos, escolihiam-se 0s mais escuros com pontos claros bem defini-
dos. Este procedimento mostrou-se eficaz ao se fazer a selegao de
machos para estudo dos espermatzoides, nao ocorrendo erros na
escolha dos animais durante o periodo dedicado a estas analises.

P.3 - Morfologia dos espermatozoides de Hyla fuscovaria

Os espermatozdides de anfibios apresentam estruturas
semelhantes a8 descritas para oS espermatozoides dos mamiferos.
Us espermatozdoides dos anfibios diferenciam-se por nao apresen-
tar na regido anterior da cabega o capuz cefalico. A ausencia
desta membrana nos espermatozoides dos anfibios, taz com que 0
acrossomo forme apenas uma capa afilada e delgada que reveste a
regido anterior do nilcleo.
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Um aspecto estrutural dos espermatozoides de Hyla
fuscovaria e dos demais componentes do grupo rubra, e a pre-
senga de dois filamentos caudais., responsaveis pela movimentagao
dos espermatozbides (Fouquette & Delahoussaye, 1977).

A analise a fresco do material, ndo mostrou maiores
detaihes das estruturas internas dos espermatozoides. Este fato
leva-nos & denominar como regiao anterior do espermatozoide,
a capa acrossomal, o nicleo e a pega media. A distingao entre
nucleo, pesco¢o e pega média do espermatozoide @ dificil de
ser vizualizada, e em apenas algumas preparagdes esta diferencia-
¢ao foi possivel.

Alem da dificuldade de disting3do da pe¢a media, 0s
tilamentos caudais sa0 visivelmente duplos somente a partir desta
regido. Por esta razao, a denominagdo de <cauda do espermato-
zdide utilizada neste trabalho, refere-se & pega principal e a
pega terminal que s3ao duplas e caracterizam o0s espermatozoides
do género Hyla pertencentes ao grupo rubra.

toram observados espermatozoides ainda nao totalmen-
te maduros, podendo estes serem diferenciados pela presega de uma
pequena quantidade de citoplasma margeando estruturas como 0 ni-
c¢leo e a pega média. Outras estruturas como a pega intermediaria
e pe¢a terminal {(cauda) podem apresentar restos citoplasmaticos,
que parecem se movimentar do nlcleo d0 espermatozoide para a
cauda, ate serem finalmente destacados.

Nao obstante a presenga de dois tilamentos caudais.
apenas um dos filamentos apresentou movimento “ondulatorio”. A
movimentagao da cauda era realizada normalmente como um todo, pa-
recendo formar uma pega Unica. Nao se observou, em espermato-
z0ides intactos, movimentagdo independente e concomitante nos
dois filamentos.

Apesar da facilidade e acuidade da observagao "in vi-
vo", atraves da microscopia de contraste de fase, a individuaii-
zagao de algumas estruturas como 0 acrossomo e a pega média dos
espermatozoides, foi prejudicada nos espermatozoides que se
apresentavam inclinados, dificultando sua focalizagao.
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A morfologia dos espermatozoides tem recebido cres-
cente aceitagdao nos estudos taxondmicos de alguns grupos de an-
tibios.

As analises morfoldgicas dos espermatozdoides reali-
zadas por Fouguette e Delahoussaye, abrangeram entre outros, tres
especies do geénero Hyla. €Estas especies toram consideradas
por Lutz (14973), como sinonimia de Hyla fuscovaria - A. Lutz,
1925, S3do0 estas:

Hyla fuscovaria - A. Lutz, 1925, (sintipo perten-
ce a colegao do "Museu Natural dos Estados Unidos", sob o n Y6994
e ¢coletado em Minas Gerais - Brasil}.

Hyla trachytorax - Muller & Hellmich, 1936 (Pa-
ratipo pertencente & colecao “Colegaoc Zooldgica de Munique®, n
153/1933, coletado em S3o0o Luiz - Argentina); (o outro exemplar
pertence @ colegdo do “Museu de Carnegie, USA, n 46042, coletado
em Sd¢ Paulo - Brasil).

Hyla megapodia - Miranda Ribeiro, 1926, tide
Gans, 1960 (pertencente & <cole¢ao do "Museu Carnegie", USA, n
3878, coletado em Santa Cruz - Bolivia).

O0s espermatozoides de Hyla fuscovaria A. Lutz,
1925, Coletados nas proximidades do "campus" da Cidade Universi-
taria de Campinas - S3o Paulo - Brasil, saoc objeto de estudo
nesta tese e dados ser3dao 1o0ogo abaixo comparados com os obtidos
por Fouquette e Delahoussaye (1977).

Segundo o0s autores, o0s espermatozoides do grupo
Hyla rubra. podem ser subdivididos em trégs tipos principais
dependendo da forma e tamanho da cabe¢a dos espermatozoides.

Us espermatozpides de Hyla fuscovaria sao des-
critos pelos autores como pertencentes ao tipo RUBRA, apresentan-
do cabega cuneiforme com terminalizagdo continua da pegca media
mais larga, afilando ate a regiao da capa acrossomal,
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Us espermatozdides de Hyla trachytorax e Hyl a
megapodia sao descritos como pertencentes ao tipo CATHARINAL,
apresentando cabe¢ga muito longa e atfilada {(vermiforme). 0 acrosso-
mo e a pe¢a média sao dificeis de serem diferenciados do nu-
cleo dos espermatozoides, que sd0 muito tinos e delgados. Os es-
permatozdides do tipo CATHARINAE sdo os mais longos, apresentan-
do cerca de 85 a 100 pm, O0Os outros tipos de espermatozoides.
RUBRA e ROSTRATA, apresentam cerca de 70 uym de comprimento.

A terceira subdivisao dos espermatozoides, denomina-
da como tipo ROSTRATA, apresenta o diametro do nlucleo e da pega
media uniforme, n%o havendo muita variagdo ao longo do compri-
mento da cabega do espermatozoide. Este tipo de espermatozoide
naoc foi encontrado nas amostras analisadas, nas tres sinonimias
acima relatadas.

Delahoussaye, ainda neste trabalho, afirma que a va-
riabilidade morfoldgica -encontrada nos espermatozoides dos anu-
res e grande entre especies distintas, permitindo sua utiliza-
¢30 como caracter taxondmico, n3do obstante as pequenas varia-
¢0es dentro da especie e entre especies proximas.

Us especimens de Hyla fuscovaria aqui estudados,
$30 reconhecidamente muito proximos dos tipos descritos por A.
Lutz (1925) encontrado em Agua Limpa, Minas Gerais.

Us dados morfoldgicos dos espermatozoides de Hyla
fuscovaria, obtidos no presente trabalho demonstram que as va-
riagoes sao maiores do que ja foi relatado para a especie. Os
espermatozbides apresentam comprimento total medio de 92,79 =+
12.91 um, valores que os enquadrariam como pertencentes ao tipo
CATHARINAE, e ndo do tipo RUBRA como foi <classificado por Fou-
quette e Delahoussaye (1977). 0Os autores nao apresentaram no tra-
balho, citado as varia¢des nos comprimentos dos espermatozoides,
nao sendo possivel determinar se as figuras apresentadas repre-
sentam valores medios ou danificados durante & preparag¢ao.

Us espermatozdides analisados pelos autores s4ao, na
sua totalidade, provenientes de cole¢bes de museu e certamente a-
presentam inconvenientes que prejudicam as anaiises e visualiza-
¢dao.



A fixagdo dos espermatozdoides em solugdao de formol
10%, mostrou-se insatisfatoria, tornando o material rijo e
quebradigo.

A técnica de analise dos espermatozoides wutiliza-
da por Fouquette e Delahoussaye ndo foi descrita, o que dificul-
ta, sobremaneira, as compara¢®es a serem realizadas.

As analises estatisticas das variagdes no compri-
mento da regiao anterior e cauda dos espermatozoides de Hyla
fuscovaria sugerem que cerca de 6,7 a 20 % dos espermatozoides
poderiam ser considerados como morfologicamente anomalos ou ail-
terados durante a preparagdao. No homem, a morfologia anormal dos
espermatozdides e cerca de 20 a 25% (Macleod, 1970); e cerca de
1 a 16% em camundongos, dependendo da raga ou linhagem analisada
(Miestrich e col., 1973).

Worthan e col., (1977) realizaram estudos comparativos
de morfologia dos espermatozoides de salamandras pertencentes &
tamilia Plethodontidae. Neste trabalho, os autores encontraram,
entre 7 populagbes de Desmognathus ochrphaeus, procedentes de
diversas Jlocalidades geograficas, diterengas signiticativas no
comprimento dos espermatozoides de uma das populagdes estudadas.
A populagao que apresentou maiores diferengas no comprimento dos
espermatozdides, estava separada das cutras popula¢Bes por bar-
reira geografica, sugerindo que 0 isolamento fosse responsavel
pela ocorréncia de variagdes.

tato semelhante poderia estar ocorrendo entre a Hylidae
do grupo Hyla rubra e as diferengas nos espermatozoides en-
contradas entre exemplares estudados por Fouguette e Delahoussaye
representam variagdes geograficas, ja que 0Ss exemplares de
Hyla fuscovaria sao de Minas Gerais, os de Hyla trachyto-
rax sao de S3ao Paulo e de S3do Luiz (Argentina) e Hyla
megapodia de Santa Cruz (Bolivia).
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kstes fatos indicam que maiores estudos devem ser
realizados entre os Hylidae, utilizando de preteréncia prepara-
¢oes a fresco para a analise morfolbgica dos espermatozoides,
para obter-se entdo dados com maior confiabilidade. Concordo,
contudo, com a inclusao de Hyla fuscovaria dentro do grupo
rubra, utilizando-se da morfologia dos espermatoczoides como e-
|l emento taxondmico auxiliar.

Um estudo correlacionando a presenga de dois filamen-
tos caudais nos especimens do grupo rubra, associado a outras
variagbes na morfologia dos espermatozoides, poderia, junto com
dados ja conhecidos da biologia, bioacustica, citogenetica,
etc, elucidar a posigao taxonomica dos Hylidae, ora denominados
como pertencentes ao grupo Hyla rubra.
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D.4 - Caridtipo de Hyla fuscovaria

D.4.1 - VariagBes cromossomicas numericas.

As tecnicas empregadas, ainda que suficientemente
consagradas, impdem a discussao dos percalgos mais comuns, 0 que
se fara @& seguir.

txplicam-se as variagdes comumente observadas, quanto
ao nimero basico de cromossomos (2Z2n=24) de Hyla tuscovaria,
como perda ou ganho de cromossomos decorrentes da tecnica de pre-
paragao utilizada. No processo de esmagamento, os fragmentos de
tecidos apresentam-se amolecidos pela agdao do acido acetico, e
da solugao hipotbnica, e varias celulas serao rompidas pela
pressao exercida sobre a laminula que recobre o material. No es-
magamento aigumas celulas rompem-se antes que outras, podendo o
conteido cromossomico ser carregado pelo fluxo de l1quidos
existente entre a Yamina e a laminula, transportando, assim, al-
guns cromossomos de um local para outro. A ocorrgncia de n&o-
-disjungbes ocasionais tambem deve ser considerada, sendo contu-
do este um evento comparativamente menos comum do que a perda e
ganho de cromossomos, por problemas tecnicos na preparagao do
material. Ambos podem levar a diferengas no nimero modal dos cro-
mossomos. NO nosSsSO €aso O CromossSOmO que aparece a mais oOu que
talta na preparagdao pode ser qualquer um dos 12 pares (Cromosso-
micos. Este fato parece nao ter ocorrido em Hyla trachitorax,
sinonimia de Hyla fuscovaria, analisada por Rabello (1970},
que encontrou um cromossomg supernumerario em 16.2% das metafa-
ses mitdticas e em 14.6% das metatfases 1. O cromossomo supernu-
merario observado pela autora apresentava tamanho proximo ao dos
pares 10, 11 e 12.
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D.4.2 - Comparagbes morfométricas dos cromossomos de girinos e
adul tos

As medidas realizadas nos cromossomos de girinos e a-
dultos de Hyla fuscovaria, ndo demonstraram apos analise es -
tatistica, diferengas significativas no comprimento dos Cromosso-
mos, nos estagios estudados. Para analise de variancia (multi-
-Voi +uda), utilizaram-se duas variaveis, média do brago longo e
media do brago curto, e dois grupos, girinos e adultos.As dife-
rengas encontradas para cada par cromossomico, nao foram signi-
ficativas, variando de p 0,01 e p 0,05 nas amostras estudadas.
ks tas diferengas, mesmo nao sendo significativas, foram maiores
{p 0,05} nos <cromossomos grandes, e menores NOs Cromossomos pe-
quenos. Esta observagao pode ser devida a maior area dos cro-
mossomos grandes, que sotfreriam maiores distor¢bes durante a pre-
paraggao. Se as altera¢bes provocadas na preparagao sdo iguais
para 0s Cromossomos grandes e pequenos, outro fator que poderia
influenciar nas diferengas, seria a propria ampliagao wutilizada,
que poderia comparativamente, mostrar maiores diferengas nos cro-
mossomos grandes.

Em  Hyla fuscovaria, as constrigdes secundarias
nao sa0 conspicuas; quando aparecem, localizam-se no par XI.
Becak e Begak (1973) observaram um maior nimero de constrigdes
secundarias em cromossomos de embrioes e recem-nascidos de ma-
miferos, repteis e no anfibio Odontophrynus. A anaiise do
caridotipo dos girinos de Hyla fuscovaria nao demons trou um
maior nimero de constrigbes secundarias. e as observadas nao
sao notaveis, aparecendo raramente no par 11. £Esta observagdo
parece demonstrar que nao @& regra geral, o aumento do nidmero de
constri¢bes secundarias em embrioes e girinos de anfibios.
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v.4.3 -~ Banda C

Us estudos, ate agora reunidos sobre a heterocromatina,
ndao elucidaram completamente o papel que esta entidade represen-
taria nos sistemas bioldgicos. 0s varios es tudos bioquimicos,
citolidgicos e estruturais da heterocromatina parecem evocar certa
tendencia a relaciona-la com as evolug¢Bes ocorridas a nivel
morfoldgico dos cromossomos, levando diversos grupos de organis-
mos & especiagao.

Os padrdes de bandamento C tem o facilitado estudo dos
processos de especiagao em diversos grupos. Varias especies
muito prdximas e com caridotipos identicos apresentam diferen-
tes. padrdoes de banda C, revelando distribuig¢ao desigual da hete-
rocromatina constitutiva de especies prdximas (Hsu & Arrighi,
1968; Pathak & col., 1973). A heterocromatina constitutiva, ana-
lisada atraves das tecnicas de banda C, apresenta, dentro de di-
versos grupos, variagoes muito grandes quanto aos padroes de
distribuigdo. As variagBes heterocromaticas nem sempre expres-
sam-se em variagdes acentuadas das caracteristicas externas do
grupo. Contudo, a preseng¢a de regides heterocromaticas no ca-
ridotipo, pode taxonomicamente representar importante dado na i-
dentificagdo e analise de diversos grupos, como por exemplo, no
es tudo dos dipteros drosofilideos (Gall & col., 1971; Hsu, 1971,
Baimai, 1977) e nos dipteros <califorideos (Ullerich, 1976).

Us trabalhos abrangendo estudos de banda C em anfibios
anuros sdao recentes e comegaram nos meados da decada de 70 com
Obara & col. (1975), que determinaram a distribuigdo da hetero-
cromatina constitutiva, em Bufo bufo japonicus, com a tec-
nica de banda C., Ruiz & Begak (1976) realizaram estudos em Odon-
tophrynus americanus (2n e 4n) e Odontophrynus cultripes
(2n), analisando a distribuigao da heterocromatina com a tecnica
de banda C. Heppich (1978) analisando os padrBes de banda C em
Rana esculenta, Rana ridibunda e Rana lessonae, con-
tirmou os estudos de Tunner (1974), de que mecanismos de hibrido-
génese teriam dado origem & Rana esculenta, a partir de ovu
los de Rana ridibunda e espermatozoides de Rana lessonae.
Schmid (1978, 1980) realizou amplos estudos sobre bandamento <cro-
mossomico em anfibios anuros, analisando 11 familias, engloban-
do 48 especies., Todos estes estudos mostram que a distribuigao
da banda C podem ocorrer nos centrdmeros, telOmeros e em re-
gides intersticiais dos <cromossomos. As variag¢oes encontradas
ocorrem de acordo com a especie analisada.
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A heterocromatina constitutiva requer condigdes de

tratamento, muitas vezes diferentes, para evidenciar as regioes
de banda C (Schnedl e Czaker, 1974). Diferentes tratamentos podem
ocasionar padrdes de banda C com apreciaveis modificagoes

Schmid, 1978 e 1980; Ruiz,1980). Com a utiliza¢do de hidrdxido
de bario para denaturagdoc dos cromossomos, pode-se evidenciar
ncvas bandas cromossdmicas alterando-se o tempo de hidrdlise. S-
chmid (1980), conseguiu evidenciar bandas C teloméricas e centro-
meéricas no anuro Pyxicephalus adspersus, modificando o tempo
de idrdlise neste material, de 5-10 minutos para 2 minutos, pro-
pondo haver heterocromatina constitutiva nas diferentes regices
cromossdmicas.

A resolugao da banda C esta associada com a conden-
sagao dos cromossomos. Nos anfibios, o grau de empacotamento da
cromatina @ muito grande e regioes heterocromaticas podem fi-
car mascaradas ou serem reunidas em bandas C agregadas, devido a
compactagao dos cromossomos.

Estes fatos tornam possivel o estudo da evolugdo ca-
riotipica dentro de determinados grupos, atraves da analise dos
padrdes de distribuig¢do da heterocromatina constitutiva, neces-
sitamdo contudo, de grande nimero de informag¢des complementares,
tais como a distribui¢ao geografica, amplo levantamento cario-
tipico da especie e de especies proximas, ate atingir o grau
de conhecimento adequado para determinag¢do das tendéncias evolu-
tivas destes grupos.

D.4.3.1 - Banda C em Hyla fuscovaria

0 estudo da banda C, comparando os padrdes de distri-
buig¢ao em individuos jovens (girinos) e adultos de anfibios e
mesmo em outros organismos, ndao tinham sido realizados ate o mo-
mento.



Us resultados obtidos revelam diferengas na extragao
dos materiais dos cromossomos., na dependéncia do tempo de hidro-
fise utilizado. As regides de heterocromatina constitutiva, evi-
denciadas com tratamento menos drastico de hidrdlise, apresenta-
ram-se muito coradas. Tratamentos mais prolondados afetaram a vi-
sualizagao de alguns cromossomos. As variagdes de banda C en-
contradas em alguns cromossomos podem estar relacionadas com par-
ticularidades do metodo ou com sua eficiencia em determinar re-
gides heterocromaticas nos cromossomos (Sumner, 1972).

As preparagoes obtidas & partir de esmagamento de
tragmentos de tecidos, quando submetidas ao tratamento para banda
C, apresentaram maior heterogeneidade de resposta. Este fato e
devido principaimente a variagbes de espessura de material que
podem influenciar o ataque de todas as solu¢bes empregadas nas
preparagodes.

Outro fator causador de heterogeneidade de respostas
pode ser a diferente forma de associagao entre as proteinas nu-
cleares e os varios tipos de DNA repetido presentes nos Cromos-
somos, possibilitando conformagOes variadas da heterocromatina
constitutiva, que reagiria de maneira diferenciada, frente aos di-
versos tempos de hidrdlise wutilizados.

0 conservacionismo dos padrbes de distribuigao da
neterocromatina constitutiva observado em girinos e adultos de
Hyla fuscovaria e que responde positivamente ao tratamento
para banda C, seria esperado, visto que estas regioes heterocro-
maticas podem estar mantendo, nas celulas do organismo, tungles
esseénciais, durante o ciclo celular.

Uutros fatores poderiam estar condicionando o conser-
vacionismo da heterocromatina constitutiva em girinos e adultos.
estando relacionados com outras fungbes da heterocromatina. Ci-
tam-se a estabilidade conferida a regioes telomericas dos cro-
mossomos. Alem da protegdao assegurada as regioes vitais do ge-
noma, tais como os organizadores do nucleolo,. o0s centromeros e
determinadas regibes eucromaticas, que estariam resguardadas do
impacto de agentes mutagenicos, clastogénicos, virus e radia-
¢dbes (Hsu, 1975). b bem verdade que esta hipotese nao e
abrangente, porque banda C nao e exclusivamente encontrada nos
centrdmeros e tellmeros.



Uutra fungao exercida por estas sequencias génicas
repetitivas pode estar relacionada com sistemas de regulagao ge-
nica, atraves do seu caracter estrutural e regulatoric, expres-
so nos diferentes tecidos e nos estagios de diferenciagao em-
brionaria (Davidson & Britten, 1973),.

Comparando-se o0s padroes de distribuigao de hetero-
cromatina constitutiva, demonstrada pela tecnica de banda €, en-
tre Hyla fuscovaria e outros Hylidae do genero, observamos
algumas homologias nos padrdes de distribui¢ao da heterocromati-
na constitutiva. Estas comparagbes dependem ainda de um maior
nimero de informagbes para outras especies, antes de se deli-
near um padrao de distribuigdo das regioes heterocromaticas do
geén=ro  Hyla.

A banda C centromérica, que ocorre em todos 0S Ccro-
mossomos de Hyla fuscovaria, tambem apresenta este mesmo
padrao de distribuig¢do em Hyla septentrionalis e Hyla ci-
nerea (Schmid, 1978a). 0s dois Hylidae estudados por Schmid, a-
presentam banda ¢ nos bragos longos e curtos dos cromossomos 1, 2

e 3. Este padrao e similar ao encontrado em Hyla fuscova-
ria. A banda C intersticial que & encontrada no brago longo do
par 11 e estad associada aos organizadores do nucleolo em H.

fuscovaria, tem correspondeéncia a banda encontrada no brago
longo do par 10 em H. cinerea. O brago longo do par 10 de H.
septentrionalis, tambeém apresenta organizadores do nucléolo,
contudo, nadoc se observa banda C intersticial neste cromossomo. 0
par 12 de H. septentrionalis e H. cinerea, apresentam simila-
ridade com o par 12 de H. fuscovaria.

Os pares restantes, apresentam como em H. fuscova-
ria. heterocromatina fracamente corada pela técnica de banda C,
com excegao do par 4 de H. septentrionalis, o par 6 de H.
cinerea e uma banda intersticial proxima ao centrdmero no par 1
de H. cinerea.
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D.4.4 - Banda RON

U desenvolvimento da tecnica de impregnagao argeén-
tica das regides organizadoras do nucleolo, banda RON, permitiu
a localizagao rapida e segura dos cistrons de rDNA. Contudo a
tecnica nao demonstra o rDNA ou rRNA, mas sim proteinas acidas
nucleares, representadas provavelmente petas histonas (Black &
col., 1966, Utsumi & Takehisa, 1974) ou por proteinas ribonuclei-
das produzidas e reunidas ao redor da RUN ativa (Schwarzacher e
col., 1978). A tecnica evidencia apenas as RONs transcripcional-
mente ativas na metafase precedente.

tstes fatos levam a analisar a dinamica da banda RON,
permitindo relacionar os aspectos funcionais dos genes que codifi-
cam para RNA ribossomicos, com a atividade celular. Os aspectos
funcionais da banda RON nao s3o encontrados nas bandas C e ban-
das G, 0 que leva analisar a banda RON de modo especial.

Os resultados obtidos utilizando a tecnica de banda
RON merecem a discussao dos seguintes fatos:

- Por que algumas celulas dos girinos teriam dois pa-
res cromossomicos marcados pela prata?

- Por que uma das metatases analisadas apresentou cro-
mossomos homdlogos do par 11 e outro do par 12, tambem marcados?

- Por que as bandas da cromatide de um d¢s cromessomos
hom6logos e maior que a outra, e com maior intensidade no ‘girino
do que no adulto?

Antes de respondeé-las, sera@ necessario relatar os
trabalhos abaixo.

Schmid (1982), em estudo englobando 260 especies per-
tencentes a 5 sub ordens, 11 familias e 23 géneros de anuros,
determinou a localizagao das RONs em dois pares cromossomicos e
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constatou que em trés animais pertencentes a tres especies
ocorria apenas uma regiao organizadora nucleolar em todas as me-
tafases analisadas de cada individuo [especies; Bombina va-
riegata (Discoglossidae), Xenopus laevis (Pipidae), e Bufo
fowleri (Bufonidae)]. A regiao correspondente nos Cromossomos
nomdlogos, que ndo exibia RON, nunca apresentou constrigao nu-
cleolar, nao reagindo com a prata, utilizada na impregnagao ar-
gentica das RONs. Segundo Schmid (1982) a delegdo completa de
uma das RONs, demonstrada em 1% dos animais analisados, e mais
rara do que sua duplicagdo.

A auséncia de uma das RONs em determinaao par cromos-
somico, estudada por Schmid, e comparavel a mutagao oxford
em Xenopus Jaevis, em que a delegdao de uma das RONs torna o
animal heterozigoto para a presenga destes genes, sendo o animal
completamente viavel (Elsdaie e col., 1958).

Us animais heterozigotos para a mutagao, apresentam
uma Ginica constrigdo nucleolar e apenas um Unico nucleoio, a-
presentando ainda cerca da metade da quantidade normal de DNA que
hibridiza com rRNA (ou rDNA). O mutante homozigoto nao apresenta
constrigdes nucleolares, nem nucleolo, ou rDNA, e seu desenvol-
vimento vai ate 0 estagio de gastrula, quando o rRNA materno
nao e mais funcional (Brown & Gurdon, 1nbé4; Wallace & Birnsteil,
1966; Knowland & Miller, 1970).

Com relagdo @& pergunta formulada quanto a presenga
de um par de cromossomos a mais, marcados pela prata, sugere-se u-
ma desrepressao do gene responsavel pela sintese de rRNA, su-
postamente presente no cromossomo 12. Quanto ao fato do girino a-
presentar banda RON em um cromossomo do par 11 e um outro do par
12, sugere-se a ocorréncia de uma mutagac, do tipo oxford, em
um dos homdlogos do par 11, que implicaria em nao tormagao do
nuclieolo. Esta diminuigao em 50% dos genes de DNA ribossomicos
poderia levar a desrepressac dos genes de DNA ribossomicos Si-
tuados no cromossomo 12. Neste caso citado, apenas um dos cromos-
somos homblogos do par 12 parece ter sido desreprimido. Um siste-
ma como este poderia, em caso de necessidade de grande quantidade
de RNA ribossomico, vir a ser utilizado, agora com a desrepres-
sa0 total dos genes de DNA ribossomicos presentes no par cCromos-
somico 12. Esta desrepressao se daria durante periodos de pre-
mente necessidade metabdlica, como durante o crescimento larval.
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Uutra alternativa, que explicaria a criagao de nova
regidao nucleolar no cromossomo 12, seria a translocagao de parte
dos genes de DNA ribossomicos, tendo sua atividade regulada por
algum sistema de regulagio genica.

Es tudos de hibridizagao “in situ” com rDNA-rRNA, em
Hyla fuscovaria, poderiam elucidar esta situagdao. Entretanto
pode-se sugerir, novamente, que na dependéncia de maior. atividade
metab6lica, a necessidade de rRNA para sintese proteica poderia
levar a desrepressao do rDNA presentes em outros cromossomos. Al-
go similar ocorre no caso da replicagdao do DNA de Rana pi-
piens, onde regides cromossomicas podem ter alterados seus
padrdes de replicagao tardia do DNA, na dependéncia da diferen-

ciagao e determinagao celular (Stambrook & Flickinger, 1970).

Ainda «com relagac a banda RON supranumerica repre-
sentada por 4 nucleolos, encontrada em celulas interfasicas de
girinos, as medidas realizadas nestes nilcleos parecem ndg 1indi-
car tratar-se de polipioidia. Neste caso, Ruiz (1980) em extenso
levantamento da heterocromatina constitutiva e organizadores nu-
cleolares em Odontophrynus, determinou polimorfismo intrapopula-
cional, principaimente das bandas RONs em especimens dipidides e
tetraplidides, que apresentavam diferentes localizagdes dos cis-
trons ribossomicos, na dependéencia da regiao geografica e do
nivel de ploidia.

As diferengas de tamanho das RONs presentes nos cro-
mossomos de girinos e adultos de Hyla fuscovaria, podem refle-
tir maior atividade transcripcional nos organizadores nucleolares,
presentes nos Ccromossomos dos girinos. tsta poderia ser uma forma
de compensar a necessidade de maior quantidade de rRNA durante o
desenvolvimento dos girinos. 0O fato tem apoio nos trabalhos de
schmid (1980) e Mcgregor e col,.{1977) quando descrevem 0 rDNA dos
anfibios como sendo heterozigotos para o nimero de genes de rDNA
presentes em cada bivalente.
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yuanto as diferengas de tamanho das RONs, estas sao
vistas por Schmid (1982) apenas como aspectos da duplicagao dife-
renciada que oS <cromossomos podem manifestar. Machos e T emeas
podem apresentar: duplicagdes e mesmo triplicaghes em uma das
RONs . Entretanto, a condigdo de homozigose para a duplicagao ou
triplicagio nao toram encontradas. Tal fato poderia indicar le-
talidade para estas condigdes, embora ndo haja explicagaoc plau-
sivel para que uma dose em excesso de um rBNA, gque Ja & redun-
dante, traga distirbios as primeiras fases do desenvolvimento.

A maior atividade de uma das RONs em girinos, quando
comparadas com a atividade igual das RONs dos adultos, leva-nos a
supor que devido a fatores externos, pelo menos nas geracbes ana-
lisadas de girinos, esteja sendo selecionada uma das RONs maior
que a outra, embora o fato ndc ocorra nos adultos. Ou entao, wuma
das RONs maiores em um dos homblogos dos girinos, pode indicar,
maior atividade, ou necessidade de rRNA. 0O aprofundamento no estu-
do das RONs, com téecnicas de hibridizagdo, seria de interesse no
esclarecimento dos aspectos funcionais dos genes coditicadores de
RNA ribossomicos.



5 - Sumario

Hyla fuscovaria (Amphibia - Anura), especie
pertencente @ familia Hylidae, e estudada com o objetivo de me-
ihor conhecimento de sua biologia e citogen&tica. Alguns aspectos
bioldgicos, como manuteng3oc em Jlaboratorio, criagao, es tudo
morfométrico de ovos e espermatozoides s3a0 examinados neste
trabalho. A analise <citogenetica e apresentada para especimens
adultos e girinos. Utilizam-se tecnicas convencionais de colora-
¢ao e téecnicas atuais de bandamento para o estudo dos cromosso-
mos dos animais.

A especie demonstra excelente adaptabilidade as con-
digbes de {aboratorio.

A analise morfometrica dos ovos e capsulas gelati-
nosas & apresentada pela primeira vez nesta especie.

As posturas coletadas na natureza e 0S girings criados
em aquarios aerados completaram o desenvolvimento em 3 meses.

A analise morfometrica dos espermatozoides diferem
dos valores encontrados na literatura, certamente devido ao estudo
realizado a fresco.

Adultos e girinos, apos tratamento de banda C, apre-
sentam o mesmo padrdao de distribuig¢do das regioes de heterocro-
matina constitutiva. 0 padrdao geral de distribuigao das bandas,
compreendem as regides centromeéricas de todos 0S Cromossomos,
varias regides telomericas e a regiao intersticial do par cro-
mossdmico 11,

As regides organizadoras do nucieolo foram estudadas
com a téecnica de banda RON. Adultos e girinos apresentam uma ban-
da no par cromossomico 11. Contudo, alguﬁas metatases de girinos
apresentaram banda RON em outro cromogssomo, o0 par 1é.
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A analise do nimero de nucleolos de ceélulas de gi-
rinos em interfase, com a mesma técnica de banda RON, revela
pequena porcentagem, porem constante, de celulas com mais de 2
nucleéolos. Os individuos adultos apresentam 1 a 2 nucl&olos por
celula. O0s volumes dos nilicleos de girinos e adultos nao s ao
significantemente diferentes.

0 volume dos nucie&olos dos girinos mostram-se signi-
ticantemente maiores que o volume dos nucleolos dos adultos.
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c - Conclusdes

1. Hyla fuscovaria tem potencialidades de criagao
em laboratdrio, demonstrando-se material de facil manipulagio.

2. E esclarecida a morfologia dos espermatozoides da
especie. Propo&-se a sua utilizagdo como elemento auxiliar nos
es tudos taxondmicos da familia Hylidae.

3. 0s cromossomos metafasicos de adultos e girinos ndo

apresentam diferengas no comprimento relativo, 1ndice centrome-
rico e na relagdao de bragos. Em relagdo aos adultos, esta espe-
cie nao apresenta maior nimero de contrigbes secundarias nos

cromossomos dos girinos.

4. 0 padrioc de distribuigao da heterocromatina consti-
tutiva @ semelhante para adultos e girinos.

5. A analise das regioes organizadoras do nucleolo de
cromossomos metafasicos demonstra a localizagao destas regioes
no par cromossomico 11 de aduitos. Nos girinos, esta banda tam-
bem esta presente no par cromossomico 11, contudo, uma banda a
mais aparece no par 12. A analise de nucleolos interfasicos
revela a presenga de nicleos com mais de Z nucléolos em varios
tecidos de girino. Este fato, nao observado ate o momento em in-
dividuos adultos, sugere a desrepressao dos cistrons de DNA ri-
bossGmicos nos girinos, causada possivelmente por maior atividade
metabdlica. 0Os dados de volume nucleclar parecem confirmar a hi-
pdtese, porque este & /0% maior do que nos adultos.

Espera-se que os dados bioldgicos e citogeneticos a-
presentados neste estudo venham auxiliar o posicionamento de
Hyl a fuscovaria dentro do complexo rubra x-signata.
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