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RESUMO

O complexo pulchella de Hyla, anteriormente conhecido genericamente como
Hyla raddiana, consiste de populagdes encontradas no Brasil, Uruguai e Argentina,
e tem sido dividido em viérias formas geograﬁcaménte bem definidas. Fazem parte
deste grupo: Hyla pulchella pulchella, H. pulchella joaquini, H. semiguttata, H.
prasina, H. caingua, H. pulchella cordobae, H. pulchella riojana ¢ H. pulchella
andina, sendo que as cinco primeiras foram analisadas neste trabalho através do
estudo do cari6tipo, do padrio de banda C e da localizagio da NOR em células do
epitélio intestinal, medula éssea e testiculo.

Todas as espécies analisadas neste trabalho possuem 2n = 24 cromossomos,
com padrio morfolégico constante sendo que os pares 1, 8, 11 e 12 sdo
metacéntricos; os pares 2, 3, 4, 5, 7, 9 ¢ 10 submetacéntricos e o par 6 acrocéntrico,
com excecgdo de H. p. Joaquini que apresenta o par 11 submetacéntrico ¢ o par 10
metacéntrico. N&o foi encontrado nenhum heteromorfismo cromossémico nos
exemplares analisados.

Em H. caingua e H. p. pulchella foi encontrada constricio secundéria

coincidindo com a localizagdo da NOR. A ndo deteccdo de constricio secunddria nas
demais espécies pode ser atribuida ou a sua auséncia ou ao grau de empacotamento
dos cromossomos. Todas as espécies apresentaram apenas uma NOR ativa e ndo foi
encontrada heterocromatina associada a esses cistrons. Na espermatogénese, a
marcagdo pela prata foi observada até o paquiteno e em esperméitide em
espermia¢do. A marcacdo em espermatides pode ser atribuida a “vacuolos™ contendo
material resultante da desintegragfo nucleolar.

Todas as espécies, com excecdo de H. p. pulchella, apresentaram
heterocromatina centromérica em quase todos os cromossomos, € algumas bandas

intersticiais comuns a maioria das espécies analisadas. Foram também encontradas
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diferengas inter e inirapopulacionais em H. prasina quanto a distribuicdo da
heterocromatina.

As caracteristicas cariotipicas e os padrSes de banda C e de NOR obtidos
permitiram-nos verificar que tais espécies e subespécies podem ser reconhecidas por
esses padrdes. Porém, H. prasina (as trés populagbes) e H. semiguttata podem ser
consideradas mais proximas entre si ¢ H. p. joaquini, pode ser considerada uma
espécie ndo pertencente ao grupo pulchella, uma vez que também sua morfologia e
padrdo de canto sdo bastante diferenciados em relagfo as demais espécies aqui

estudadas.



ABSTRACT

The pulchella group of Hyla, previously generically known as Hyla raddiana,
consists in populations found in Brazil, Uruguai and Argentina. This group has been
divided in others geografically in well defined groups: H. pulchella pulchella, H. p.
Jjoaquini, H. semiguttata, H. prasina, H. caingua, H. p. cordobae, H. p. riojana and
H. p. andina. The former five were analysed in this study through karyotype
analysis, heterochromatin patterns and NOR localization in gut epithelium, bone
marrow and testis.

All species analysed in this work have 2n = 24 chromosomes, with a similar
morphological pattern. They present the pairs 1, 8, 11 and 12 as metacentric; 2, 3, 4,
5, 7, 9 and 10 as submetacentric and the pair 6 as acrocentric, excepting H. p.
joaquini whose pair 11 is submetacentric and pair 10 metacentric. Heteromorphism
indicating the presence of sex chromosomes in males was not found.

The chromosomes of H. caingua and H. p. pulchello showed a secondary
constriction coincident with the NOR position. Secondary constriction were not

detected in the others species, possibly due to the degree of chromosome compacting

or because they really do not occur. All species presented only one active NOR and

absence of heterochromatin associated to this site. During spermatogenesis a positive
Ag-impregnation of the nucleolus was observed up to the pachytene and in
spermatid during spermiation. The Ag-impregnation in spermatids may be attributed
to the nuclear “vacuole” which contains desintegrated nucleolar material.

All species, except H. p. pulchella, showed centromeric heterochromatin and
common interstitial bands in common among them. Inter- and intrapopulational
differences in the heterochromatin distribution were found in A. prasina.

The karyotypes, C-band and NOR patterns permitted the recognition of these

species and subspecies. However, through these cytogenetic analysis, we concluded
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that H. prasina ( the three populations) and H. semiguttata would be considered
more related to each other, and that H. p. joaquini, do not belong to the pulchella
group. This result is reinforced by the difference in the morphology and calls

patterns of this species in relation to the other species.



1.INTRODUCAOQO

1.1. Panorama geral dos Anfibios

A classe Amphibia estd dividida em trés subclasses: Labyrinthodontia,
Lepospondyli e Lissamphibia (DUELMAN & TRUEB, 1986).

As subclasses Labyrinthodontia e Lepospondyli foram as pioneiras sobre a
face da Terra hd cerca de 350 milhdes de anos, tendo se extinguido apés 200 milhdes
de anos (POUGH er al., 1993).

Acredita-se que a subclasse Lissamphibia (liss = liso) apareceu no periodo
Jurdssico da era Mesoz6ica, ha cerca de 200 milhdes de anos (POUGH et al., 1993).
Até pouco tempo, acreditava-se que o mais antigo fossil relativamente completo de
anfibio poderia ser Triadobatrachus, um possivel anuro do Tridssico inferior.
Recentemente SHUBIN et a/. (1995) confirmaram a existéncia de fosseis do periodo
Juréssico inferior, indicando que Prosalirus bitis ¢ o mais antigo féssil de anura,
sendo tdo especializados quanto as formas modernas

Recentemente, dois estudos independentes propuseram que os Lissamphibia

ST o WO § 1.0« WO grqu-lrmﬁGmenoﬁlético —dosBranchiosauria— (Temnospondyll) e e

(deQUEIROS & CANNATELLA, 1987; TRUEB e CLOUTIER, 1987).

Segundo DUELLMAN e TRUEB (1986), a subclasse Lissamphibia possui
cerca de 4.000 espécies distribuidas em trés ordens: Urodela (ou Caudata), que
representa as salamandras com aproximadamente 350 espécies; Gymnophiona que
representa as cobras-cegas, com cerca de 170 espécies ¢ Anura, representada pelos

sapos, rds e pererecas com cerca de 3.500 espécies.



1.2. A ordem Anura

Em contraste com o nimero limitado de espécies de salamandras e cobras-
cegas ¢ com a distribuicdo geografica restrita destes animais, os anuros incluem
cerca de 3.500 espécies e ocorrem em todos os continentes, exceto na Antdrtida,
apresentando 77% de suas familias com centro de distribui¢do tropical e 14% em
areas subtropicais do Hemisfério Norte (ALMEIDA, 1984; POUGH et al., 1993).

De acordo com FROST (1985), a ordem Anura ¢ dividida em 26 familias:
Leiopelmatidae, Ascaphidae, Discoglossidae, Bombinatoridae, Rhinophrynidae,
Pipidae, Pelobatidae, Pelodytidae, Myobatrachidae, Leptodactylidae,
Heleophrynidae, Bufonidae, Brachycephalidae, Rhinodermatidae, Dendrobatidae,
Pseudidae, Hylidae, Pelodryadidae, Centrolenidae, Microhylidae, Sooglossidae,
Ranidae, Hemisiidae, Arthroleptidae, Hyperoliidae e Rhacophoridae.

Os anuros apresentam distribui¢fo geo gféﬁca muito variada. Alguns ranideos
¢ hilideos habitam, por exemplo, a Serra Nevada da Calif6rnia, acima de 3.650
metros € a regido dos Andes, acima de 4.870 metros (STORER et 4/, 1989; POUGH
et al, 1993).

Na ordem Anura de maneira geral, o encontro entre os sexos di-se por

morieﬁt'ag:.ﬁo sonora. O macho \.f.ocaliza com o intuito de atrair a fémea e, as vezes,
também para afastar os machos de sua prépria espécie (DIOTTO, 1989). O canto &
diversificado, variando de acordo com a espécie, sendo que, a maioria possui dois ou
trés tipos diferentes de canto, utilizando-os em diferentes situagdes. As
caracteristicas do canto servem para identificar a espécie e o sexo do animal que o
emite (LUTZ, 1973; STORER ez al., 1989; POUGH et al., 1993).

Um canto especifico da espécie € considerado um cariter evolutivo
conservativo e taxons aparentados frequentemente apresentam cantos similares

(POUGH et al., 1993).



A fémea ¢ quem escolhe o macho para o amplexo, sendo esta forma de
acasalamento diferente da copula por ndo ter érgio introdutério. A fémea deposita os
ovos em um local apropriado, por exemplo na 4gua, sob folhico de mata ou
armazenados em cimaras especiais do corpo (marsipio). Até 10.000 ovos podem ser
postos em uma tnica desova (DIOTTO, 1989; STORER et al., 1989; POUGH et al.,
1993).

1.3. A familia Hylidae: caracteristicas gerais

Esta familia compreende anuros arboricolas, que usualmente possuem cabeca
e olhos grandes e, frequentemente, cintura delgada e patas longas. Muitas espécies
das familias Hylidae e Rhacophoridae possuem discos digitais aumentados e sfo
denominados pererecas (POUGH et al, 1993). E um grupo recente que apareceu
primeiramente  no Paleoceno e acredita-se ser derivado dos leptodactilideos
(CHANTELL, 1964). .

De acordo com DUELLMAN (1970) a familia Hylidae foi primeiramente

dividida em quatro subfamilias: Amphignathodontinae, Hemiphractinae, Hylinae e

Phyllomedusinae. Por¢m, TRUEB (1974) demonstrou que as subfamilias

Amphignathodontinae e Hemiphractinae possuem relagdes muito proximas,
sugerindo que sejam incluidos em apenas uma subfamilia, Hemiphractinae (Apud
FROST, 1985), totalizando, portanto trés.

A subfamilia Hylinae ¢ constituida pelos géneros: Hyla, Acris, Limnaoedus,
Osteopilus, Parapseudacris, Allophryne, Anotheca, Aparasphenodon, Argentohyla,
Calyptahyla,  Corynthomantis,  Nyctimantis, = Osteocephalus,  Phrynohyas,
Phyllodytes, Plectrohyla, Pternohyla, Ptychohyla, Sphaenorynchus, Trachycephalus,
Triprion, Scarthyla, Scinax, Pseudacris e Smilisca, todos possuindo uma distribuicio

geogréfica bastante véridvel, habitando a América do Norte e do Sul, oeste da India,
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regidio Australo-Papua, Eurdsia incluindo o extremo norte da Africa e o Arquipélago
japonés (FROST, 1985).

Segundo FROST (1985), a familia Hylidae ¢ constituida por 37 géneros, com
pelo menos 635 espécies. Porém, DUELLMAN (1988) revisando a classificacdo e
distribuicdo das espécies, indicou 36 géneros e aproximadamente 660 espécies.
Entre essas, 40%o fazem parte do género Hyla sendo que destas, somente 28 espécies
ocorrem na regifio Holodrtica (ANDERSON, 1991).

ANDERSON (1991) supde que o género Hyla tenha surgido na América do
Sul e se expandido rapidamente por todo o continente; porém, com o aumento do
nivel do mar, o grupo do norte foi separado do grupo do sul por aproximadamente

65 milhdes de anos, sendo em seguida reestabelecida a ligagio.
1.3.1. Grupo pulchella de Hyla

LUTZ (1973) e CEI (1980) descreveram as espécies deste grupo como tendo
tamanho médio ¢ formas largas, assim como cabega curta, dentes vomerianos,
rudimento tubercular de um polegar mais ou menos reduzido e dedos levemente

palmados.

~De-acordo com BARRIO (1965) e LUTZ (1973), o complexo pulchella,
anteriormente conhecido genericamente como Hyla raddiana, consiste de
popula¢bes encontradas no Brasil, Uruguai e Argentina, € tem sido dividido em
varias formas geograficamente bem definidas., Fazem parte deste grupo: Hyla
pulchella pulchella, H. pulchella joaquini, H. pulchella cordobae, H. pulchella
riojana, H. pulchella andina e H. semiguttata (Apud CEL 1980), H. prasina (LUTZ,
1973} e H. caingua (CARRIZO, 1990). KLAPPENBACH ¢ LANGONE (1992),
consideram que . guentheri, tendo como localidade tipo Rio Grande, possa fazer

parte deste grupo.



1.3.2. As espécies em estudo.
Hyla prasinag Burmeister, 1856. (Figura 1A e B)

H. prasina foi descrita por Burmeister em 1856, e foi considerada durante
algum tempo como sindnimo de H. p. pulchella, porém alguns caracteres como por
exemplo o padr&o de canto que em H. prasina é parecido com carard, carard, difere
do encontrado para H. p. pulchella. Possui tamanho relativamente grande comparado
as outras do grupo, aproximadamente 55 mm, apresentando um padriio de coloragdo
diferenciado entre os espécimes, variando do marrom ao verde, com uma lista dorso-
lateral prateada e pontos escuros nos membros inferiores (LUTZ, 1973).

Possui uma distribuicdo geografica moderada, sendo encontrada na regido
Sudeste do Brasil (Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo), tendo como localidade

tipo Nova Friburgo no Rio de Janeiro (FROST, 1985).
H. caingua Carrizo, 1990. (Figura 2A)

Devido & grande similaridade morfoldgica, tanto H. caingua quanto H.

semiguttata sAo confundidas entre si e com H. p. pulchella. E uma espécie
relativamente pequena com aproximadamente 34 mm, com extremidades delgadas,
discos digitais pouco desenvolvidos e com coloragdo marrom-claro. Apresentam trés
linhas longitudinais tortuosas com bordas irregulares e as vezes difusas, parecido
com H. semigutata e H. p. pulchella. O canto tem padrdo complexo que lembra H. p.
pulchella, constituido de sons metélicos e agudos enquanto H. semiguttata o som é
grave e monossilabico (CARRIZO, 1990).

Sua distribuigdo ¢ bastante localizada, ocorrendo no noroeste da provincia de

Missiones e nordeste de Corrientes, na Argentina (CARRIZO, 1990). No Brasil, de



acordo com o trabalho desenvolvido por ROSSA-FERES e JIM (1994), H. caingua
ocorre na regido de Botucatu, Sdo Paulo, e também no oeste dos Estados de Sdo
Paulo e Parand (A.J. CARDOSO, comunicagfo pessoal). Sua localidade tipo ¢

Missiones, Argentina.
Hyla semiguttata 1utz, 1925. (Figura 2B)

Esta espécie fol descrita com base em um espécime recebido das Serras do
norte de Santa Catarina e se caracteriza pela presenca de trés bandas longitudinais
escuras, possuindo uma coloragio parda. Esta espécie possui tamanho médio, corpo
levemente robusto parecido com H. p. pulchella, porém seus membros sdo mais
finos e pernas longas. Sua coloracfo em vida € marrom esverdeada, com trés bandas
longitudinais escuras na superficie dorsal, sendo que as vezes as bandas mostram-se
fragmentadas em grandes manchas, semelhante a H. caingua. (LUTZ, 1973; CEl,
1980). CARRIZO (1990) descreve em alguns espécimes a presenga de bandas
fragmentadas € em outros auséncia das mesmas. Apresentam também, uma banda
lateral escura, encontrada nas outras espécies do grupo.

Possui tamanho de aproximadamente 40 mm, sendo encontrada em Missiones
(Argentina), Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Brasil) (LUTZ, 1973; CEl, 1980;
FROST, 19&5). Sua localidade tipo € Sdo Bento do Sul, Santa Catarina (FROST,
1985).

Esta espécie foi considerada erroneamente como um sindnimo de A.
polytaenia, porém sua ecologia e muitas outras caracteristicas lhe conferem uma
similaridade muito grande com H. p. pulchella, tendo sido agrupada como tal
(LUTZ, 1973; CElL, 1980; CARRIZO, 1990).H. pulchella pulchella Duméril e
Bibron, 1841. (Figura 3A)



H. pulchella ¢ uma espécie politipica que se caracteriza pela sua grande
dispersdo e potencial bidtico. Sua variabilidade intraespecifica levou a sua
redescrigdo com diferentes denominagdes (BARRIO, 1965).

Possui tamanho que varia de 37 a 50 mm, apresentando coloracdo entre o
pardo ¢ o verde. Distribui-se de Santa Catarina até o Rio Grande do Sul (Brasil) e
Uruguai. Na Argentina pode ser encontrada em Missiones, Corrientes, Entre Rios,
Santa Fé, na provincia de Buenos Aires e norte da provincia de Rio Negro (CEI,
1980). FROST (1985) se refere ainda a esta mesma subespécie na Bolivia e Sul do
Paraguai, tendo como localidade tipo Montevidéo, Uruguai.

De acordo com CARRIZO (1990), esta espécic possui padrio de canto
complexo muito préximo de H. caingua, constituindo-se de sons metalicos agudos.
Além de ser confundida com H. caingua, muitas vezes confunde-se também com H.

semiguttata, pela similaridade morfoldgica.
H. p. joaquiniLutz, 1968. (Figura 3B)

Segundo a descricdo original, esta subespécie do grupo pulchella possui

grande similaridade com H. p. pulchella, pela presenca de uma lista dorso-lateral

complexo.

Possui tamanho que varia de 40 a 50 mm com corpo robusto e colora¢do entre
o verde e o pardo, apresentando uma lista dorso-lateral prateada. Habita regides com
aproximadamente 1.400 m de altitude, sendo encontrada no sudeste do estado de

Santa Catarina, sendo sua localidade tipo S&o Joaquim (LUTZ, 1973).
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1.4. O estudo do cariétipo em Hylidae.

Os anuros apresentam grande similaridade no nimero de cromossomos. De
acordo com a lista de KURAMOTO (1990), 816 (83%) das 983 espécies de anuros
estudadas possuem ntimero dipléide de 2n = 22 a 2n = 26 cromossomos. Esses
nimeros cromossomicos sdo encontrados em espécies dos géneros Rana, Bufo e
Hyla (BECAK, 1967; 1968, RABELLO, 1970; BOGART, 1973; SCHMID,
1978a;b; KING, 1980; WILEI, 1982; 1983; ANDERSON, 1991: BALDISSERA Jr.
et al., 1993; MIURA, 1995; MIURA et al., 1995).

Na opinido de MORESCALCHI (1968), as espécies de anuros com caracteres
morfolégicos primitivos tém, geralmente, um caridtipo com um alto ntimero de
Cromossomos, enquanto que caridtipos com baixo niimero seriam encontrados
principalmente nas espécies mais recentes, de acordo com a evolugio cromossémica.
Por outro lado, BOGART (1973) propde que as chamadas familias de anurés
superiores foram derivadas de um cariétipo com 2n = 26, podendo ser um ancestral
para Hyla, pois este nimero € encontrado dentro deste género.

A andlise do padrio de bandas tem sido usada para elucidar possiveis

mecanismos de evolugdo cromossdmica. Neste sentido, MIURA (1995) monstrou

 através de bandamento de replicagdo tardia em espécies de Rana, Bufo ¢ Hyla, que
ha grande homologia entre os cromossomos dos trés géneros. Os resultados
indicaram que Hyla esta mais relacionada citogeneticamente com Bufo do que com
Rana, havendo grande conservagdo nos pares de cromossomos grandes através da
histéria evolutiva dos anuros. De acordo com BOGART (1973) o numero dipléide
pode ter sido mudado por fusdo céntrica ou fissdo.

MIURA et al. (1995), estudando a origem de espécies do género Rana com
24 cromossomos por bandamento de replica¢do tardia, sugerem que espécies com 2n

= 24 originaram-se de espécies com 2n = 26 por fusdo telomérica.
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O nimero de cromossomos das espécies pertencentes a familia Hylidae é
bastande homogéneo, sendo mais comum 2n = 24 e 2n = 26 (tabela 1) KURAMOTO
(1990). Nota-se que o género Hyla € o que apresenta maior variagéo.

Entre os hilideos, o cariétipo basico é o de 2n = 24, simétrico e unimodal,
caracteristico de familias avangadas (MORESCALCHI, 1990) e de acordo com
CHANTELL. (1964) a origem estaria nos leptodactilideos. Segundo BOGART
(1973) um cariotipo com 2n = 26 pode ser um ancestral para Hyla. Por outro lado,
cariétipo com 2n = 26 ¢ encontrado na maioria das familias de anuros
(KURAMOTO, 1990).

A presenga de cromossomos acrocéntricos pode sugerir um possivel caminho
evolutivo, seja ele por fissdo ou fusfo. Desta forma, alguns hilideos neotropicais
com 2n = 24, 26 ou 30, apresentam cromossomos acrocéntricos. E o caso de H.
prasina (BECAK, 1967; 1968; BALDISSERA Jr. et al. 1993), H. faber, H.
albomarginata (BECAK, 1967; 1968), H. crepitans (RABELLO, 1970) H.
polytaenia, H. p. pulchella e H pardalis (BOGART, 1973) que possuem 2n = 24
com 1 ou 2 pares de cromossomos acrocéntricos; Fritziana goeldii (BECAK, 1967;
1968) com 2n = 26 e 3 pares de cromossomos acrocéntricos; e, H. rubicundula

(RABELLO, 1970), H. leucophy_l{qta, H. nana, H. decipiens, H. microps, H.

parviceps, H. marmorata, H. labialis (BOGART, 1973), H. baileyi, H. berthalutzae,
H. sanborni (SKUK e LANGONE, 1992) com 2n = 30 e 4 pares de cromossomos
acrocéntricos.

Entre os hilideos, o padrio morfolégico dos cromossomos ¢ bastante
conservado entre as espécies com 24 cromossomos. Foi observado por BOGART
(1973) que H. crepitans e H. pardalis do grupo faber possuem caridtipo muito
proximo ao de H. polytaenia e H. pulchella, sendo também muito préximo de todas

as Hyla com 2n=24 cromossomos.
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BOGART (1973) sugere que H. sordida e Phrynohyas venulosa do Panama
fagam parte do grupo de Hyla da regifio holodrtica por apresentarem cari6tipo
parecido com a maioria daqueles hilideos, podendo ser consideradas como
importantes ligagBes entre os hilideos neotropicais e holoérticos. Neste sentido,
ANDERSON (1991) compara o cari6tipo de espécies de Hyla holoarticas e
neotropicais, sugerindo que de acordo com a similaridade no niimero e morfologia
dos cromossomos, Hyla holoarticas possam ter se originado por invasio de Hyla
neotropicais naquela regido.

Os estudos cromossdmicos sdo bastante extensos dentro da familia Hylidae.
Além da analise do cariétipo por coloragfio convencional (BECAK, 1967, 1968;
RABELLO, 1970; BOGART, 1973; BECAK et al., 1973; BATISTIC et al., 1975;
SCHMID, 1978a; KING, 1980; SCHMID, 1980, 1982; SCHMID et al, 1983;
WILEY, 1983; ANDERSON & MOLER, 1986; SCHMID et al, 1986, 1990;
ANDERSON, 1991; SKUK & LANGONE, 1993; BALDISSERA Ir. ef al, 1993;
FEITOSA et al., 1995; SCHMID et al, 1995), a estrutura e morfologia dos
cromossomos tem sido estudadas através de bandamento C (SCHMID, 1978a, 1980,
1982; KING, 1980; SCHMID er al, 1983, 1986, 1990; BATISTIC, 1989:
ANDERSON, 1991; BALDISSERA Jr., 1993; SCHMID et al., 1995), bandamento

G (WILEY, 1982), Ag-NOR (SCHMID, 1978a, 1980, 1982; SCHMID ef al., 1983,
1986; WILEY, 1983; BATISTIC, 1989; WILEY et al, 1989; ANDERSON, 1991:
BALDISSERA Jr., 1993; SCHMID et al., 1995), corantes fluorescentes (SCHMID,
1978a, 1980, 1982, SCHMID er al., 1983, 1986, 1990; SCHMID er al., 1995),
hibridizacdo in situ (SCHMID et al., 1986; WILEY ef al, 1989; KING ef al., 1990;
WILEY et al, 1992; SCHMID et al, 1995), bandamento de replicacdo tardia
(WILEY et al, 1989; SCHMID et al., 1994; MIURA, 1995) e bandamento por
enzimas de restri¢do (BECAK, ef al., 1988; ANDERSON, 1991).
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TABELA 1: Numero de cromossomos da familia Hylidae (baseada em

dados de revisdo de KURAMOTO (1990).

Género 2n
Cyclorana 26
Litoria 24,26 ¢ 30
Nyctmystes 26
Agalychnis 26
Pachymedusa 26
Phyllomedusa 26 e 52=
Cryptobatrachus 26
Flectonotus 28
Fritziana 26, 28 ¢ 30
Gastrotheca 26e28
Stefania 26
Acris 22
Anotheca 24
Aparasphenodon 24
Hyla 18,20, 22,24,30 ¢ 48+
Ololygon 24
Phrinohyas 24
Plectohyla 24
Pseudacris 24
Pternohyla 24
Ptychohyla 24
Smilisca 24
Trachycephalus 24
Triprion 24

* espécies polipldides
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1.5. Citogenética do grupo pulchella.

Dentro do grupo pulchella, apenas para H. prasina e H. p. pulchella podem
ser encontrados dados de citogenética na literatura.

O cariotipo de H. prasina foi descrito por BECAK (1967, 1968), que até
entdo a denominava de H. pulchella prasina, possuindo 2n = 24. Esta autora
classificou os cromossomos como metacéntricos (4 pares), submetacéntricos (7
pares) e acrocéniricos (1 par) e analisou também a meiose dos machos.

RABELLO (1970), fazendo um estudo de revisdo cromossémica de alguns
anuros, relata resumidamente os dados cariotipicos de espécies ja estudadas ¢ omite
a presenca de um par acrocéntrico nesta espécie.

BALDISSERA et al (1993), trabalhando com esta mesma espécie
proveniente da Serra do Japi, Jundiai, Estado de S3o Paulo, adicionou mais alguns
dados citogenéticos. Confirmou o nimero dii)l(’)ide 2n = 24 descrito por BECAK
(1967, 1968) e detectou a NOR no telémero do brago longo do par 12 e em alguns
individuos uma NOR adicional no par 9. Através de bandamento C, detectou
também heterocromatina constitutiva em regides centroméricas, teloméricas e
intersticiais.

A subespéeie H. p. pulchella foi estudada por SAEZ ¢ BRUM (1960) como
H. raddiana. Estes autores apenas citam o nimero de cromossomos como 2n = 24,
mas ndo apresentam o cariétipo da espécie. Indicam ainda que todos os
cromossomos  sdo metacéntricos sem, no entanto, mostrar qualquer dado
‘morfométrico para tal classificacio. - .

RABELLO (1970), fazendo um levantamento do nimero de cromossomos de
hilideos até entdo estudados e baseando-se na citagdo mencionada anteriormente,

cita H. p. pulchella como possuindo 2n = 24,
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1.6. A regido organizadora nucleolar (NOR)
1.6.1. Aspectos gerais da morfologia e fisiologia.

No ntcleo celular encontra-se uma estrutura distinta, chamada nucléolo
responsavel pela sintese das particulas pré-ribossomais, possuindo toda a maquinaria
necessaria para tal (SCHWARZACHER & WACHTLER, 1983, 1993; JORDAN,
1991; HERNANDES-VERDUM et al., 1993; ALBERTS et al., 1994).

O nucléolo contém os genes de rRNA, proteinas ribossomais, fatores e
componentes necessarios para a transcri¢éo e processamento do rRNA e a maturacio
das particulas pré-ribossomais (SCWARZACHER & WACHTLER, 1993).

As regifes dos cromossomos contendo genes de rRNA e de cuja atividade de
sintese se origina o nucléolo, sdo denominadas Regides Organizadoras Nucleolares
(NORs). Nos tltimos anos, muitos estudos foram realizados com relagdo a estrutura
e fun¢do dos organizadores nucl-eoiares, bem como sobre o nucléolo (SMETANA &
BUSCH, 1974; GHOSH, 1976, GOESSENS & LEPOINT, 1979; SUMNER, 1990;
JORDAN, 1991; FISCHER et al, 1991; WEBB & MOUGEY, 1991; Revisio:
SCHWARZACHER & WACHTLER, 1983, 1993).

Células  eucariticas sintetizam grandes quantidades de rRNA que
corresponde a cerca de 80% do total de RNA celular. Acima de 100 cépias de genes
rRINA sdo necessarios para sintetizar milhares de novos ribossomos por ciclo celular,
necessarios para manter a capacidade sintética das células filhas (WEBB &
MOUGEY, 1991).

A NOR ¢ constituida por dezenas de unidades repetidas in tandem e cada
uma ¢ composta basicamente por sequéncias que correspondem ao transcrito
primédrio de rRNA, separadas por sequéncias que ndo sio transcritas (Figura 1)

(FEDEROFF, 1979; LONG & DAWID, 1980; WEBB & MOUGEY, 1991).
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Figura 4. Esquema mostrando o arranjo dos genes 18S, 5.8S e 288 em uma
unidade repetitiva do rDNA de Xenopus laevis, com os respectivos
tamanhos em kilobases (Kb). ETS = espagador transcrito externo;
ITS I e ITS I = espagador transcrito interno; NTS = espagador nio-
transcrito, (atualmente  conhecido como IGS = espaco
intergénico); TR = regifio transcrita, que compreende o ETS; ITS I e
IT ¢ os genes 188, 5.8S ¢ 28S.

Em geral, o niimero de genes rRNA est4 relacionado ao tamanho do
genoma, embora grandes diferengas possam ocorrer entre espécies muito proximas,
com tamanho do genoma parecido, havendo também evidéncias de heteromorfismo
em uma mesma espécie. Em certas plantas ¢ anfibios com extenso genoma, ha

milhares de genes ribossomais (LONG & DAWID, 1980).

Os estudos da atividade dos genes rRNA durante a espermatogénese de
vertebrados demonstram sintese pré e pds-meidtica, sendo que HOFGARTNER et
al. (1979) demonstraram um padrao comum de atividade dos genes rRNA durante os
estagios da espermatogénese em vérios mamiferos. SCHMID (1982) descreveu um
padrdo de atividade nucleolar durante a espermatogénese de vérias classes de
vertebrados (péssaros, répteis, anfibios e peixes) através do método de impregnacio
pela prata. Em seu estudo demonstrou que a sintese de rRNA ¢ as regides prata
positiva aumentam simultdneamente com as fases da espermatogénese, sendo estas

regides detectadas desde a espermatogdnia em crescimento até os estagios



18

avangados de paquiteno, diminuindo durante este ultimo estigio e tornando-se
indetectaveis durante as outras fases da divisdo meiotica. H4 reativagiio pos-meidtica
da NOR nos estigios iniciais de espermatide, durante a espermiogénese,
desaparecendo inteiramente durante as fases de alongamento das espermatides. Em
espermatozoides maduros esta atividade nunca foi detectada.

Segundo SCHMID ez al. (1982), a espermiogénese pode ser controlada por
duas etapas, uma em que a atividade génica pré-meidtica pode produzir no
espermatocito moléculas de RNA estaveis que serfio traduzidas no estagio pos-
meiotico (controle dipldide), e a outra etapa seria a possibilidade de atividade génica

no nucleo das espermdtides (controle hapléide).
1.6.2. Métodos utilizados para evidenciar a NOR

Os métodos existentes para detectar a NOR através de coloragdo s#o
dependentes de proteinas especificas. O primeiro método utilizado foi 0 bandamento
N (MATSUI & SASAKI, 1973), que consiste em coloragdo com Giemsa apds
extracdo das histonas ¢ dcidos nucléicos, resultando em uma forte coloragio somente

dos sitios de rDNA. Dois anos depois descobriu-se que as NORs poderiam ser

marcadas especificamente com prata amoniacal (Ag-AS) (HOWELL et al, 1975,
GOODPASTURE & BLLOOM, 1975).

WANG e JURLINK (1979) descreveram um método para corar NORs que
utiliza uma solugdo metandlica acidificada e o corante "Coomassie blue". Embora
este processo seja simples, o contraste do material corado é muito menor do que o
obtido pela prata.

O método de impregnacdo pela prata tem envolvido, a0 mesmo tempo, a
complexidade ¢ a simplicidade. A técnica original de HOWELL er al. (1975)

envolve vérios estagios: fixagdo dos cromossomos com formalina, tratamento com
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uma solu¢fio de pré-impregnacdo com prata amoniacal, tratamento com hidréxido de
s6dio diluido e finalmente impregnacdo com uma mistura de formalina e prata
amoniacal. GOODPASTURE e BLOOM (1975) descreveram uma técnica mais
simples que utiliza solugdo de nitrato de prata 50% que & colocada sobre o material,
coberta com laminula, exposta a uma ldmpada, e em seguida utiliza-se uma mistura
de prata amoniacal e formalina. Este processo foi modificado por HOWELL e
BLACK (1980), que propuseram a utilizagdo de uma solugdo coloidal, adicionando
acido férmico em uma solugdo de gelatina diluida. Esta solu¢fio é imediatamente
misturada a solug#o de prata antes do uso, e as ldminas sdo incubadas em uma estufa
a 50°C. Este método recebeu o nome de "Ag-NOR", ¢ é o mais utilizado desde
entio.

Virias alternativas foram propostas na tentativa de melhorar o resultado final
da impregna¢do por prata. GOLD e ELLISON (1983) ¢ MEHRA et al. (1985)
utilizaram tiossulfato de sédio como uma maneira de estabilizar a impregnacfo pela
prata. Esta alternativa também € usada em estudos ultraestruturais (PLOTON et al,,
1984). Nestes estudos, muitos ainda utilizam variantes do método de prata amoniacal
(Ag-AS) (BOURGEOIS er al, 1979; HERNANDEZ-VERDUN er al, 1980;
ANGELIER ef al., 1982; MEDINA et al., 1986).

Umr dos problemas encontrados corm a impregnacdo por prata € o depdsito ndo
especifico da mesma. Muitas alternativas foram propostas para minimizar o
problema, como utilizar cianeto de potdssio (FERRARO et al., 1982) e reagente de
Schiffs (THIEBAUT et al, 1984). Por outro lado, GOSALVEZ et al. (1986)
propuseram um pre-tratamento com 2xSSC a 60°C por 15 minutos para melhorar o
resultado com a impregnacdo pela prata.

O método de Ag-NOR ¢ baseado na afinidade argiréfila especifica das
proteinas associadas a NOR, chamadas genericamente de "proteinas Ag-NOR".

Considera-se que somente as NORs nas quais a transcrigio esta ocorrendo ¢é que
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apresentam essas proteinas associadas, e portanto, as NORs inativas nfo respondem
ao método de Ag-NOR (SCHWARZACHER et al., 1978; BUYS & OSINGA, 1980;
SCHMID et al,1986; SUMNER, 1990; HERNANDEZ-VERDUN, 1993). Além
disso, vdarios pesquisadores vém tentando estabelecer a natureza dos grupamentos
que poderiam reduzir a prata. BUYS & OSINGA (1980) mostraram que mesmo
depois de fazerem extragdo de histonas ocorre impregnagfio, concluindo que
proteinas ndo histdnicas sdo responsdveis pela reagfio. Estes mesmos autores
concluiram que grupos sulfidrilas e dissulfetos estdo envolvidos na reagfo, pois, o
uso de sulfato ciprico abole a impregnagfo pela prata, sugerindo que este agente
oxidativo lisa as pontes dissulfetos convertendo os grupos sulfidrilas em tiossulfitos.
Outra hipétese levantada € o envolvimento dos grupos carboxilas carregados
negativamente, que ligariam inicialmente aos fons de prata, causando sua reducio e
formando pontos submicroscépicos de prata metalica que atuariam como foco para
outros depdsitos. Outra hipotese levantada por HERNANDEZ-VERDUN (1993) ¢
que o dominio acidico da por¢@o amino terminal dessas proteinas estaria relacionado
com a reacdo. Apesar dessas evidéncias, 0 mecanismo exato do método ainda ndo se
encontra totalmente elucidado.

As proteinas AgNOR encontradas durante a mitose fazem parte-da transcrigio
do rDNA, porém, ainda € incerto se todas elas participam diretamente. Neste
sentido, outros trabalhos sdo necessarios para desvendar a relacdo entre as proteinas
AgNOR e a cromatina (HERNANDEZ-VERDUN et al.,1993).

Uma outra forma de detecg@io da NOR ¢ através de substincias fluorescentes
como a mitramicina € a cromomicina A3. Esses corantes sdo dois antibidticos
estruturalmente parecidos que formam um complexo estivel com regides do DNA
rico em G-C, tendo sido proposto que sejam corantes intercalantes da hélice do DNA

(WARD et al, 1965; BEHR et al., 1969).
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Em anuros, ambos fluorocromos marcam as NORs independentemente do seu
estado de atividade, porém, outras regiSes no genoma que apresentem seqiiéncias
ricas em G-C também s@io marcadas, o que confere a este método uma certa
inespecificidade, embora a regifio da NOR fluoressa muito mais (SCHMID, 1982;
SCHMID et al., 1986; SCHMID et al., 1993). |

SCHMID (1982) utilizou esses corantes para detectar o nucléolo ¢ a NOR
também nas fases da espermatogénese em que ndo é possivel detects-los pelo
método de Ag-NOR.

As regides organizadoras do nucléolo podem também ser identificadas pelo
método de hibridizacdo in situ, que independe do estado de atividade da mesma
(MILLER & BROWN, 1969; VITELLI et al., 1982; WILEY et al., 1989; KING et
al., 1990).

1.6.3. NOR em anuros
As NORs aparecem muito frequentemente na mesma posi¢io onde se

encontra a constrigdo secundéria (SCHWARZACHER & WACHTLER, 1983).

Muitos trabalhos t€m demonstrado que esta ¢ uma caracteristica que quase sempre

esta presente no genoma de anuros (SCHMID, 19782 e¢ b; SCHMID, 1982;
SCHMID et al., 1983; WILEY, 1983; ANDERSON & MOLER, 1986; SCHMID et
al,, 1986;GREEN & SHARBEL, 1988; KING et al., 1990; SCHMID, er al., 1990;
- ANDERSON, 1991; SCHMID et al., 1993; BALDISSERA Jr. ef al,, 1993; MELO
et al., 1995; SCHMID et al., 1995).

De acordo com KING (1980) as constrigdes secundarias podem ser
classificadas em 5 tipos em funcdo de caracteristicas de colora¢dc convencional,
banda C ¢ impregnagéo por prata: I, II, ITI, IV eV. Os tipos I, Il e V apresentam uma

frequéncia variavel de heterozigose no tamanho da coenstrigéo, enquanto no tipo IV
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ha uma baixa frequéncia.O tipo Il nunca apresenta cistron ribossomal, tanto na
impregnago pela prata (KING, 1980) quanto por hibridizagdo "in situ" (KING et
al., 1990).

A hipotese de que as diferencas observadas no tamanho da constrigio entre
homoélogos € devido ao empacotamento cromossémico (KING, 1980) nio se
justifica uma vez que com a hibridizagio "in situ" ha diferengas profundas na
marca¢do, indicando diferengas na quantidade de rDNA (KING, 1990).

SCHMID (1978a e b) detectou varias NORs nas espécies da familia Ranidae
e em algumas delas uma das NORs se destaca pelo seu tamanho maior, sempre
localizada em uma grande constrigdo secunddria no mesmo local do cromossomo.
Segundo este autor, espécies que ndo apresentam outras NORs em seu genoma
detectavel pela prata, pode ser devido ao tamanho pequeno ou condigio inativa.
Além disso, a posigdo da maior NOR em dos cromossomos do par de vérias espécies
foi mantida durante a evolugdio das espécies de Rana com 26 cromossomos. HSU ez
al. (1975) consideram que caridtipos com baixo nimero de NORs sfo mais
primitivos do que aqueles com vdrias, sendo um estado ancestral.

A grande maioria das espécies de anuros possue um tinico par de NORs em
seu caridtipo. Esta observacgdo tem sido confirmada em muitos casos pela técnica de

Ag-NOR (KING, 1980; VITELLI ef al, 1982; SCHMID, 1982; MAHONY &

ROBINSON, 1986; SCHMID ez al., 1991b; ANDERSON, 1991; MIURA, 1994;
SCHMID et al., 1995).

ANDERSON (1991) identificou apenas um cistron ribossomal ativo nas
espécies de fyla da regido Holoértica, presente no par 6 ou 10 ou 11, e dividiu essas
espécies em dois grupos: aquele com NOR no par 6 ¢ aquele com NOR no 10 ou 11.

Por outro lado, algumas espécies apresentam mais de uma NOR em seu
genoma. BATISTIC (1989} detectou a presenga de dois pares de homélogos com

NOR em Phillomedusa, sendo uma no par 1 e outra no par 8 ou 9, dependendo da
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espécie. KING et al. (1990) detectou duas NORs em Liforia raniformis, uma
ocorrendo intersticialmente no par 8 e outra subterminalmente no par 13, tendo
sugerido que o sitio adicional no par 8 é uma condigfio derivada e que este possa ser
um estado evolutivo dentro dos anuros. ANDERSON (1991) também descreveu o
cari6tipo de algumas espécies de hilideos que apresentam NORs adicionais. Para
explicar a presenga destes sitios adicionais, vérias hipéteses foram levantadas. Uma
delas € a ocorréncia de translocagdo de pequenas subunidades de rDNA de um
cistron para outro cromossomo. Uma segunda possibilidade seria a amplificacdo de
um cistron latente (KING et al., 1990). SCHUBERT e WOBUS (1985) sugerem
uma terceira possibilidade a partir de estudos de NORs em diferentes cromossomos
de Allium cepa, a de que esses sitios adicionais podem ter sido causados por
elementos de mobilidade génica. J4 WILEY er al. (1989) discutem as hipéteses de
translocagdo, inversdo, elementos de mobilidade génica e até mesmo uma
combinagdo destas para explicar o polimorfismo populacional na localizacdo dos
genes de rRINA. detectados por hibridizacdo "in situ", em H. chrysoscelis e H,
versicolor.

Além da presenga de sitios adicionais de NOR, ocorrem ainda os

heteromorfismos de tamanho. SCHMID (1982) propde que o aparecimento de NORs

heteromorficas pode ser causado por delegdo parcial ou por duplicacio e triplicagdo
de um dos cistrons. Por outro lado, KING et al. (1990) considera que a maioria dos
heteromorfismos observados envolve amplificacdo do IDNA em um cromossomo do
par de homologos. Considera ainda que, primeiro ocorre a amplificagio de certas
sequéncias de DNA ribossomal e depois a amplificacio inteira da NOR.

KING er al.(1990), em uma recente revisio sobre citogenética de anfibios,
destaca que somente 12 dentre as 833 espécies analisadas até o momento,
apresentam Cromossomos sexuais possiveis de serem detectados microscopicamente

(SCHMID et al., 1991a, 1992, 1993). Em alguns casos, esses cromossomos, quando
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carregam uma constrigdo secundéria, onde se localiza também a NOR ativa,

detectada pela prata (SCHMID et al, 1983, 1986, 1993).
1.7. Heterocromatina
1.7.1. Aspectos gerais

O termo heterocromatina ¢ usado genericamente para descrever a cromatina
ou segmentos cromossdmicos que permanecem condensados durante todo ciclo
celular, sendo transcricionalmente inativos (BABU & VERMA, 1987; ALBERTS et
al, 1994). Atualmente, a definigBo de heterocromatina leva em considerag¢do a
composigdo do DNA e sua resposta as técnicas especificas de bandamento
(ANDERSON, 1991; SUMNER, 1994).

Segundo HEITZ (1928), este estado condensado da cromatina geralmente
resulta em uma propriedade heteropicnética durante o ciclo celular (Appud BABU &
VERMA, 1987).

De acordo com SUMNER (1994), a heterocromatina geralmente compreende

pequena propor¢do do genoma, mas em casos excepcionais pode perfazer até 50%

do total de DNA-da célula: Em- Drosophita melanogaster; por exemplo,-0s-trés pares
de autossomos possuem blocos grandes de heterocromatina e ainda o Y e parte do X
totalmente heterocromético. Desta forma, as fémeas (XX) apresentam 29% e os
machos (XY) 35% do genoma, formado por heterocromatina (JOHN, 1938).
‘Portanto, a cromatina condensada ¢ transcricionalmente inativa ou porque
estd em estado reprimido com seu DNA inativo temporéria e reversivelmente ou
porque pode ser constituida de DNA ndo codificador e assim ser permanentemente
incapaz de transcrever (JOHN, 1988). Assim, pode-se considerar dois tipos de

heterocromatina: a facultativa, que pode variar em seu estado de condensacdo em
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diferentes tipos celulares e estigios de desenvolvimento; e a constitutiva, em estado
permanentemente inativo, localizada em posigdes especificas nos cromossomos
homologos em todas as células.

Heterocromatina constitutiva caracteriza-se por apresentar DNA satélite,
isolado repetido "in fanden" (PARDUE & HENNIG, 1990). A heterocromatina
quase sempre estd associada com centrémero, telomero, podendo estar associada
também na regido organizadora nucleolar (NOR) (SCHMID, 1978a e b) ou na regifio
intersticial do cromossomo. Em alguns casos o cromossomo inteiro € composto de
heterocromatina (JOHN, 198R).

Em Drosophila, a heterocromatina contém poucos genes comparada 3
eucromatina (PIMPINELLI er al, 1986) e grandes perdas ou adigbes de
heterocromatina ocorrem sem efeito aparente. Estas e outras observacSes levaram
muitos pesquisadores a considerarem o DNA satélite como "lixo", mas a inexisténcia
de genes na fita de DNA n#o exclui a possibilidade deste DNA ter outras fungdes,
que podem ndo depender diretamente da sequéncia precisa de DNA (SUMNER,
1994). Foi demonstrado que a heterocromatina do cromossomo Y em Drosophila
possui vérias "fungdes" que aparentemente nfio sfo as dos genes convencionais

(GATTI & PIMPINELLLI, 1992).

Atribui-se aos segmentos heterocromaticos propriedades como: estabilizar

regides especializadas dos cromossomos (centrdmeros e teldmeros); facilitar o
rearranjo cromossomal (BABU & VERMA, 1987); estabelecer uma protecéo para a
eucromatina, quando localizada na periferia do envoltorio nuclear (HSU et al.,
1975); replicar tardiamente no ciclo celular quando comparados com a eucromatina;
corar-se positivamente pela técnica de bandamento C; riqueza em DNA altamente
repetitivo; e reduzir a recombinagdo meidtica (JOHN, 1988; SUMNER, 1990; 1994;
GATTI & PIMPINELLI, 1992), embora a natureza deste tltimo possa variar de uma
espécie para outra (LOIDL, 1982; JOHN e KING, 1985; BERGER &
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GREILHUBER, 1991). Em alguns organismos que possuem grandes quantidades de
heterocromatina nas células da linhagem germinativa, a quantidade de
heterocromatina é regulada em certos tecidos sométicos por mecanismos dque
envolvem endoreplicagdo ou eliminagdo de DNA heterocromiético (JOHN, 1988,
PARDUE & HENNIG, 1990). SUMNER (1994) sugere que deve haver alguma
funcio ou fungdes especiais da heterocromatina na oogénese e na espermatogénese,
uma vez que, a heterocromatina pode ser totalmente eliminada ou amplificada em
células somaticas, enquanto é retida na linhagem germinativa.

Uma outra caracteristica da heterocromatina é a inatividade dos genes
situados em suas proximidades (REUTER e SPIERES, 1992). Neste fendmeno,
conhecido como “efeito de posicdo”, a expressio génica € reduzida pela
heterocromatina adjacente (PARDUE & HENNIG, 1990; SUMNER, 1994). O
silenciamento dos genes eucromdticos no efeito de posi¢do ocorre através de indugdo
estrutural, pela aposi¢do ou proximidade da heterocromatina 4 eucromatina em um
relacionamento miituo normal, que controla e/ou reprime sua atividade, de acordo
com a concentracdo de determin'ados fatores (ZUCKERKANDL & HENNIG, 1995).

Qutras fung¢des da heterocromatina podem estar relacionadas a sua posigio
(geralmente centromérica) e a sua composicdo (geralmente grandes quantidades de

DNA repetido "in tanden™) (SUMNER, 1990). Porém, uma vez que a composi¢do de

bases do DNA heterocromatico € variavel, sua fungdo pode estar relacionada ao
centromero (SUMNER, 1994). Algumas evidéncias ddo suporte a tal idéia, pois
MASUMOTO et al. (1989) descreveram uma proteina centromérica do tipo B
(CENP-B) que se liga a 17 bp da sequénc_ia alfoide centromérica do homem ou a
sequéncia satélite do rato. Tal proteina foi identiﬁcada utilizando anti;CENPuB
(MASUMOTO et al., 1989; MITCHELL et al,, 1992). Desta forma, SUMNER

(1994) propde que a fungdo da heterocromatina centromérica esteja relacionada com
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fungdo do cinetocdro, ou seja, ela teria a fungdo de prender as cromdtides irmas

durante a divisdo celular e promover sua eficiente segregago na anéfase.
1.7.2. Método de banda C

Um grande nimero de métodos s&o utilizados para produzir uma resposta
diferencial nas regides heterocromdticas dos cromossomos metafasicos (J OHN,
1988). Destes, o principal ¢ o bandamento C que surgiu a partir das observagdes de
PARDUE e GALL (1970) de que os centrdmeros dos cromossomos coravam
fortemente quando pré-tratados para hibridizaco "in situ”. Nesse pré-tratamento era
utilizado HCl 0,2N, digestio com RNAse, desnaturagdo com hidroxido de sodio
(NaOH) e reassociagio em 2xSSC (solug&o salina concentrada - cloreto de sédio 0,3
M e citrato de sédio 0,03M). A técnica foi adaptada e utilizada pela primeira vez por
ARRIGHI e HSU (1971) em cromossomos humanos. Porém, como o tratamento
com NaQH era muito destrutivd para os cromossomos, SUMNER (1972) substituiu-
o por hidréxido de bario (Ba(OH),, sendo esse o mais utilizado até o momento.

A técnica descrita por SUMNER (1972) envolve tratamento do material com

HCI 0,2N; solugio saturada de Ba(OH), a 50 °C e 2 x S8C a 60 °C, seguido por

coloragiio com Giemsa.

Desde que o método foi proposto, vérios autores tentam explicar o real
mecanismo para o bandamento C. Desta forma, COMINGS et al. (1973) e PATHAK
e ARRIGHI (1973) verificaram que o método envolve uma remocdo preferencial do
DNA das regiGes banda C negativa. HOLMQUIST (1979) propds que as reagdes
quimicas responsaveis pela perda de DNA durante o bandamento C, ocorrem por f3-
eliminag@o do DNA. Nesse processo ocorre depurinagio causada pelo HCI deixando

os residuos de desoxirribose na forma de aldeidos; em seguida, os sitios apurinicos
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seriam quebrados pelo tratamento alcalino e finalmente a solugdo salina manteria a
cadeia quebrada, resultando em uma coloragdo diferencial da cromatina.

Muitos autores utilizam para caracterizagdo dos cromossomos, além do
bandamento C, o bandamento diferencial com uso de fluorocromos com
especificidade por regides ricas em AT (quinacrina - "Q", Hoechst 33258 - "H" ¢
DAPI) ou CG (cromomicina A, - "CMA™ e mitramicina - "MM") que podem em

alguns casos indicar a natureza do material banda C positivo (JOHN, 1988).

1.7.3. Heterocromatina em anuros

De acordo com uma revisdo feita por KING ez al. (1990), aproximadamente
837 espécies de anuros foram analisados cariotipicamente, sendo que destes 252
utilizando alguma técnica de bandamento. Entretanto, 92 destas espécies foram
analisadas somente pela técnica de Ag-NOR ou por hibridizaggo in sifu com sondas
de DNAr 18S+28S, ¢ 160 espécies foram estudadas por técnicas como as de
bandamento C, Q e DAPI, que de alguma forma indicam a evolugdo da
heterocromatina em anfibios (Apud KING, 1991).

Espécies muito préximas podem diferir ndo somente na quantidade de

heterocromatina em seus genomas, mas também no numero de bandas, na

localizagdo e nas propriedades de colora¢do da heterocromatina (SUMNER, 1990).
Diferencas nos padrdes heterocromaticos entre espécies sdo encontradas tanto
nos anuros primitivos quanto nos mais evoluidos (KING, 1991). Porém, nos anuros
primitivos de 7 familias pertencentes aos Archaeobatrachia foram detectadas
pequenas quantidades de heterocromatina através das técnicas de bandamento,
enquanto que os Neobatrachias {(anuros modernos) mostram uma grande diversidade
interespecifica na distribui¢do e quantidade de heterocromatina. KING (1980, 1991)

considera que a evolugdo da heterocromatina no genoma dos anfibios possa ocorrer
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ou por adigdo de heterocromatina ou por transformagdo da eucromatina em
heterocromatina ou ainda, por uma evolugdo combinada de miltiplos sitios de
heterocromatina.

SCHMID (1978a) detecta trés classes de heterocromatina em bufonideos e em
hilideos, diferenciadas pela resposta aos métodos de bandamento: banda C positiva e
fortemente fluorescente; banda C positiva com um grau de fluorescéncia menor que
a eucromatina e heterocromatina telomérica com uma fraca banda C. Tais diferengas
na propriedade de coloragdo da heterocromatina, principalmente em relagdio ao
bandamento C foi encontrado em alguns hilideos dos géneros Litoria (KING, 1980)
e Hyla (ANDERSON, 1991), nos leiopelmatideos do género Leiopelma (GREEN e
SHARBEL, 1988; GREEN, 1988), ¢ em ranideos do género Rara (SCHMID,
1978b; GREEN, 1985; 1986; MIURA et al., 1995).

Além das diferencas mencionadas quanto a resposta aos métodos de
bandamento, a heterocromatina pode se apresentar também em estado
heteromérfico, tanto no tamanho da banda quanto na intensidade de coloragdo. Tais
diferengas podem ocorrer entre cromossomos homoélogos de um mesmo individuo,
entre individuos de uma mesma populagfio e entre diferentes populagdes de uma
mesma espécie (SUMNER, 1990).

o SCHMID. (1978a) _encontrou _diferencas no tamanho dos blocos

heterocrométicos em 7 espécies de bufonideos e hilideos; KING (1980) detectou
heteromorfismo em uma banda telomérica no par 12 de Litoria meireiana e MIURA
et al. (1995) encontraram uma variago intra-populacional no padrdo de banda
heteromorfica em Rana ornativentris de Hirosaki - Japdo. Uma hipétese para
explicar as diferengas no tamanho dos blocos heterocromaticos € 0 crossing-over
somético que foi proposta por SUMNER (1990).

KING (1980) encontrou diferentes paddes de banda C em todas as espécies

do género Litoria estudadas, porém algumas bandas sdo comuns a todas as espécies,
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como por exemplo, um bloco telomérico no brago longo do par 3. GREEN
(1985,1986) encontrou diferentes padrdes de banda C entre espécies de Rana ¢
também diferencas entre as duas subespécies R auwrora aurora € R. aurora
draytonii, sendo consideradas como uma caracteristica diferencial entre elas. Ja
MIURA et al. (1995) descrevem diferengas significativas entre espécies de Rana
com 2n = 24 e espécies com 2n = 26, destacando que R. tshushimensis, 2n = 26, ndo
apresenta heterocromatina centromérica em nenhum dos cromossomos. MIURA
(1995) descreveu a presenga de um padrio de banda C caracteristico entre vérias
espécies e subespécies, o que permite caracterizar e diferenciar as espécies do leste ¢
do oeste da regifio Paledrtica, indicando variagdo interpopulacional.

SUMNER (1990) propde que pelo menos trés mecanismos possam estar
relacionados ao aparecimento de novas bandas heterocromaéticas: translocacdo ou
inversio de bandas ja existentes, transformagfo da eucromatina e amplificagdo de
sequéncias de DNA.

Em anfibios, ha alguns casos em que a diferenca na quantidade de
heterocromatina fol associada a diferenciagdo morfolégica dos cromossomos
sexuais, que sofrem heterocromatinizagio (SCHMID et al., 1991a). Em salamandras
do género Triturus, por exemplo, os 12 pares de cromossomos sdo considerados

homomérficos, porém quando submetidos & coloragdo especifica para

heterocromatina constitutiva, os cromossomos sexuais XY podem ser reconhecidos,
devido ao aparecimento de uma regidio telomérica heterocromadtica em somente um
cromossomo do par homélogo (SCHMID et al., 1979).

ANDERSON (1991) mostrou através de dados citogenéticos, que o
cromossomo 1 de fémeas de H. squirella apresenta uma fraca regido heterocromatica
que pode representar um estdgio inicial de diferenciagdo dos cromossomos sexuais

do tipo WZ/ZZ.
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Em Gastrotheca pseustes, um hilideo marsupial da América do Sul, duas
formas de cromossomo Y foram encontrados. Em alguns individuos machos o par
sexual XYa possui o mesmo padrio de heterocromatina dos cromossomos XX das
fameas. Porém, outros machos da mesma espécie apresentam uma regido telomérica
heterocromdtica no braco longo do cromossomo Yb. Estes achados foram
interpretados como estdgios distintos de diferenciacdo morfolégica dos
cromossomos sexuais (SCHMID et al., 1990).

GREEN e SHARBEL (1988) sugerem que o aparecimento de cromossomos
sexuais em anfibios esta relacionado com a adi¢@o de heterocromatina, podendo ser
de duas formas: através da heterocromatinizagio de genes, com perda de
eucromatina e fungdo génica ou através de acumulagio de heterocromatina ja
existente sem perda de eucromatina. Porém SCHMID et al. (1991a) consideram que
o aparecimento de tais cromossomos envolve duas etapas, com mudangas
estruturais: inversdes pericéntricas e heterocromatinizagdo.

Indicios da presenga de cromossomos sexuais podem ser obtidos da
observagio do pareamento dos bivalentes em meiose uma vez que o crossing-over ¢
reduzido ou totalmente suprimido, ndo formando quiasmas e, conseqiientemente,
niio formando anéis quando a heterocromatina estd presente no teldmero de um dos

_homélogos. (SCHMID et al., 1990; SCHMID er al., 1991a).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1) Comparar espécies de Hyla incluidas no grupo pulchella que ocorrem no Brasil,

utilizando os seguintes parametros:

- Analise dos caridtipos das espécies;
- O padrfo de banda C, isto ¢, a localizagfio da heterocromatina constitutiva,
- Localizacdo dos cistrons ribossomais ativos nos Cromossomos mitéticos

metafisicos e nas diferentes fases da espermatogénese, nas diversas, espécics através

do método de Ag-NOR.

2) Com a utilizagio destes pardmetros nosso objetivo principal € contribuir para o
conhecimento das relagdes de parentesco entre as espécies em estudo e destas com

outras pertencentes a grupos taxonémicos proximos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo das espécies.

Os animais foram obtidos através de coletas feitas diretamente no campo em
seus habitat naturais e transportados até o laboratério. As coletas geralmente foram
acompanhadas por zooldgos que identificavam as espécies através do padrdo de
vocalizagio. O total de exemplares coletados para cada espécie ¢ a procedéncia

encontram-se indicados na tabela 2.

TABELA 2: Relagio das espécies coletadas, ntimero de espécimes e

procedéncia. Identifica¢do feita por Adédo J. Cardoso.

Espécie N2 de Espécimes Procedéncia

05 machos Botucatu, SP
H. prasina 13 machos Jundiai, SP

08 machos Séo Joaquim, SC
H. caingua 19 machos Botucatu, SP
H. p. pulchella 16 machos Torres, RS
H. semiguttata* 4 machos Ponta Grossa, PR
H. p. joaquini 2 machos Urubici, SC

Obs. Os espécimes estio depositados no Museu de Hist6ria Natural da UNICAMP
(ZUEC - 9659 a 9702). * Analise morfométrica estd sendo realizada por Addo J.

Cardoso para confirmacio da identificago prévia destes espécimes.
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3.2. Obtencio de células mitéticas e meidticas.

3.2.1. Processamento dos espécimes.

Em todos os espécimes foi injetada intraperitonealmente uma solugdo aquosa
de colchicina (Merck) 1% , na propor¢do de 0,02 ml por grama de peso do animal.
Ap6s duas horas no minimo, os animais foram submetidos & narcose com cter e
sacrificados.

Foram removidos figado, intestino, testiculo e quando possivel os membros

posteriores para retirada da medula Ossea.

3.2.2. Preparacio de liminas.

a. de intestino

O intestino removido foi aberto com uma tesoura para expor o epitélio e
colocado em uma placa de Petri siliconizada contendo cerca de 5 ml de citrato de

s6dio 0.9% e deixado no minimo 15 minutos para que ocorresse a hipotonia das

metanol-acido acético 3:1 e em seguida, o epitélio foi raspado delicadamente.

O material em suspensdo foi transferido para um tubo de centrifuga, sendo
descartado os restos da parede intestinal, e homogeneizado varias vezes para
dissociar os grumos celulares. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada a 500 r.p.m.
por 5 minutos sendo descartado o sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido
em 5 ml do mesmo fixador.

Esta suspensio foi gotejada em ladminas limpas e secas, que foram

posteriormente armazenadas em caixas € conservadas na geladeira.
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b. de testiculo.

b.1. por esmagamento

Os testiculos foram retirados do animal e cortados em pedagos com cerca de
{mm e colocados em agua destilada gelada por no minimo 20 minutos. Logo apds,
foram colocados em fixador de Carnoy (metanol, cloroférmio e 4cido acético -
6:3:1) por aproximadamente 15 minutos e transferidos para uma solucdo de acido
acético 50%, por 15 minutos.

Os fragmentos do testiculo foram esmagados entre ldmina e laminula, sendo
esta removida ap6s congelamento com nitrogénio liquido. As ldminas foram secas e

armazenadas a 4°C.

b.2. por suspensio

Os testiculos foram retirados e cortados ao meio, colocado em 4gua destilada
gelada por 20 minutos e logo apos, transferido para uma solugfo fixadora de
metanol-acido acético na proporgio de 3:1, na qual o mesmo foi dissociado. Apos 15
minutos a suspensdo foi centrifugada a 500 r.p.m. por 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 5 ml do mesmo fixador.

A suspensdo foi gotejada em laminas limpas e secas, que posteriormente

foram armazenadas a 4°C.
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¢. de medula.

Os ossos longos dos membros posteriores do animal foram retirados e as
epifises cortadas com ldmina ou tesoura. Para retirada da medula foram injetados 8 a
10 ml de cloreto de potissio 0,075M no canal medular, permanecendo o material
nesta mesma solucdo por 45 a 60 minutos, & temperatura ambiente.

Apds este tempo, a suspensio foi centrifugada a 500 r.p.m. por 5 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado foi fixado em metanol-d4cido acético na
proporgdo de 3:1.

A suspensio de células foi gotejada sobre as ldminas, as quais foram deixadas

secar e armazenadas a 4°C.

3.3. Coloraciao convencional com Giemsa.

As laminas obtidas com material de medula, intestino e testiculo foram
coradas com uma solucfio de Giemsa a 10%, em tampdo fosfato 0,1M, pH 6,8 por
aproximadamente 15 minutos, lavadas em 4gua destilada, secas ao ar e montadas

com balsamo do Canada ou Entelan.

3.4. Banda C.

Foram testados varios métodos de Banda C os quais apresentavam pequenas
modificagdes em relacio ao proposto por SUMNER (1972), como por exemplo o
utilizado por SCHMID (1978a e b, 1979). Os métodos que deram resultado melhor
foram os propostos por KING (1980) para intestino e testiculo, e por SCHMID
(1982) para medula.
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3.4.1.Banda C para intestino (KING, 1980).

As laminas foram tratadas com HCI 0,02N por 30 minutos & temperatura
ambiente, lavadas em dgua destilada e secas ao ar.

Em seguida, as ldminas foram submetidas ao tratamento com solugdo saturada
de Ba(OH)2 (5%) previamente aquecida e deixadas' em banho-Maria 3 50°C de 1 a5
minutos. Ap6s este tempo, foi adicionado rapidamente HCl 0,02N e em seguida dgua
destilada até eliminar totalmente a solugdo de Ba(OH)s. Foi entfo adicionada uma
solugio de NaCl 0,3N e citrato de sodio 0,03N (2xSSC) o material foi deixado em
estufa a 65°C por 30 minutos. A seguir, as laminas foram lavadas em agua destilada

e coradas com Giemsa conforme descrito no item 3.3.
3.4.2.Banda C para medula (SCHMID, 1982).

As lAminas foram tratadas com solu¢fo de HCl 0,2N & temperatura ambiente,
por 30 minutos, lavadas em dgua destilada e em seguida foi adicionada a solugdo
saturada de Ba(OH)» previamente aquecida. As laminas foram deixadas em banho-
Maria & 30°C, por cerca de 5 minutos. I.ogo apos, foi adicionada agua destilada até

que o excesso de Ba(OH), fosse eliminado e, em seguida as ldminas foram lavadas

com HC1 0,2N.

Foi entfo adicionada uma solugdo de 2xSSC ¢ as laminas deixadas em estufa
a 65°C por 1 hora. Em seguida, foram lavadas em dgua destilada, coradas com
Giemsa 8% (pH 6.8), passadas em 4agua, secas ao ar livre e montadas em bélsamo do

(Canad4 ou Entelan.
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3.5. Impregnacio pela prata (Ag-NOR) (HOWELL & BLACK, 1980).

O método de HOWELL e BLACK (1980), utiliza duas solugdes:
- A - gelatina a 2% em dgua bidestilada e 4cido formico a 1% .
- B > nitrato de prata (AgNO3) a 50% em &dgua bidestilada. Esta solug8o foi sempre
mantida em geladeira por 18 horas antes do uso para diminuir a deposi¢do
inespecifica de prata na ldmina.

As solugdes A e B foram pingadas sobre o material, na proporgio de 1:2,
respectivamente. Com ajuda de uma laminula as solugBes foram misturadas e em
seguida as ldminas foram levadas a estufa a 60°C até que o material adquirisse uma
coloragio amarelo-ouro. A seguir, as ldminas foram lavadas com 4gua bidestilada,

secas ao ar € montadas.

3.6. Montagem das liminas e observacao.

As laminas foram diafanizadas em xilol por no minimo 10 minutos e em
seguida montadas com balsamo do Canadéa ou Entelan.
Para observagdo das laminas foi utilizado microscopio Zeiss, sendo as

-..methores-metafases marcadas e fotografadas

3.7. Fotografias.

Foi utilizado microscopio Zeiss com cdmara fotogrdfica acoplada e filme

Agfa Copex Pan, branco e preto.



39

3.8. Montagem dos caridétipos.

As metafases obtidas a partir de intestino e de medula 6ssea foram
fotografadas, ampliadas e o comprimento dos cromossomos medido com paquimetro
convencional.

O numero diploide de cada espécie foi reconhecido apds contagem de no
minimo 50 metafases somaticas e comparado com o nimero hapl6ide, observado na
meiose da gbnada masculina.

A identificacdo dos cromossomos foi baseada nas medidas do tamanho
ralativo do cromossomo, indice centromérico ¢ relagfo de bragos de cada elemento.
O tamanho relativo (TR) do cromossomo expressa em porcentagem a propor¢o
entre o tamanho absoluto do cromossomo individual (TI) e o tamanho total (TTn)
dos cromossomos de um complemento hapldide: TR = TI x 100/TTn. O indice
centromérico (IC) indica a posi¢do do centrémero ¢ € a relagdo do brago menor (Bm)
com o tamanho absoluto do cromossomo (TI): IC = Bm/TI. A relacfio de bragos
(RB) ¢ fungdo do centrdmero. E obtida pela relagio do brago maior (BM) com o
brago menor (Bm): RB = BM/Bm.

Estes dados foram obtidos diretamente das ampliagdes fotograficas de pelo
menos. 5 metafases de cada espécime. Procurou-se utilizar no minimo 5 animais de
cada espécie. Com essas medidas foi possivel a construgio dos idiogramas ¢ a
montagem dos cariotipos. As fotografias foram recortadas € 0S Cromossomos
dispostos em pares, de acordo com a posi¢do do centrémero e a ordem decrescente
de tamanho.

Os valores utilizados para classificar os cromossomos estdo indicados na

tabela 3.



40

TABELA 3: Valores para classificagdo dos cromossomos de acordo com BECAK

(1967).
MORFOLOGIA RELACAO DOS INDICE
BRACOS CENTROMERICO
Acrocéntrico >4.0 <0,20
Submetacéntrico 1,524,0 0,20 4 0,40
Metacéntrico <1,5 > 0,40
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4. RESULTADOS

4.1. H. prasina
4.1.1. Descrigao do caridtipo

Foram analisados os cromossomos de H. prasina das populagdes de Jundiai
(Figs. 5A e B), de Botucatu (Figs. 7A e B) e de So Joaquim (Figs. 9A e B).

O numero dipldide encontrado foi de 24 cromossomos nas metafases
mitdticas € nimero hapldéide de 12 cromossomos nas metafases meidticas (Figs.
5A.BeC;7A,BeCe9ABe().

Os pares 1, 8, 11 e 12 sfio metacéntricos; os pares 2, 3, 4, 5, 7, 9 e 10 séo
submetacéntricos e o par 6 é acrocéntrico (Figs. SA,.Be C; 7A,Be C; 9AB; 11A, B
e C e tabela 4).

Ni#o foi encontrada constri¢io secundiria em nenhum dos cromossomos €
também nenhum par heteromorfico no machos(Fig. 11).

A tabela 4 mostra os dados morfométricos das populagdes de Jundiai, de

Botucatu e de S#o Joaquim respectivamente. No houve grandes diferencas na

relacdo de bragos entre as 3 populagdes.
4.1.2. Banda C

Todas as populagdes de H. prasina apresentaram heterocromatina constitutiva
em todos os centrdmeros, com excegdo do par 12 (Figs. 6A, 8A e 10A). No par 7 foi
encontrada uma quantidade maior de heterocromatina que se estende do centromero
em dire¢do ao brago maior (Figs. 6A, 8A ¢ 10A). O par 10 também apresentou

heterocromatina quase que em todo brago longo nas trés populagdes (Fig. 6A, 8A e
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10A), sendo observado heteromorfismo no tamanhe do bloco heterocromdtico em
apenas um espécime da populacfo de Jundiai (Fig. 6A).

Bandas heterocromadticas intersticiais foram encontradas no brago curto do par
1 e no brago longo dos pares 3 e 4 na populagfio de Jundiai e de Botucatu (Figs. 6A ¢
8A). Por outro lado, a populagiio proveniente de S#o Joaquim, apresentou bandas
intersticiais apenas nos pares 1 e 3 (Fig. 10A). Todas as bandas intersticiais estdo
localizadas na mesma posigdo (Fig 11).

Uma notavel banda telomérica no brago longo do par 1 fol encontrada
somente nas populagdes de Botucatu e de Sdo Joaquim (Figs. 8A ¢ 10A).

O padrio de bandas heterocromdticas das trés populagdes esta representado

nos ideogramas da figura 11.
4.1.3. NOR

Os exemplares analisados desta espécie mostraram atividade dos cistrons
ribossomais em apenas um par de cromossomos homologos. Nas trés populagdes, o
par 12, um pequeno metacéntrico, carrega no telomero do braco longo a marcagdo da

NOR (Figs. 6B, 8B ¢ 10B).

Nio foi encontrado heteromorfismo no tamanho da NOR e também nenhuma
NOR adicional esté presente (Figs. 6B, 8B e 10B).

Os ideogramas representados na figura 11 indicam a localizagdo e
posicionamento da NOR no par 12 da populagdo de Jundiai, de Botucatu e de Sdo
Joaquim.

Nesta espécie, os nucleos interfasicos também possuem 1 ou 2 nucléolos
evidenciados pelo método de Ag-NOR, em todas as populagdes analisadas (Iigs. 6C,

8C e 10C).
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4.2. H. caingua.
4.2.1. Descri¢ao do cariotipo

Os exemplares analisados desta espécie apresentaram numero dipléide de 24
cromossomos (Figs. 12A e B). Esse nimero foi confirmado pela contagem de 12
bivalentes na metafase [ da meiose (Fig. 12C).

A morfologia dos cromossomos foi analisada através do pareamento dos
homoélogos e medigdo de cada um. Todos os espécimes apresentaram caridtipo
semelhante. Os pares 1, 8, 11 e 12 sdo metacéntricos; os pares 2, 3,4, 5,7, 9 ¢ 10
sdo submetacéntricos e o par 6 é acrocéntrico. O par 7 apresenta uma constricdo
secundaria na regifo pericentromérica do brago maior (Figs. 12A ¢ B).

Nio foi encontrado, com o uso de coloracdo convencional, nenhum par
heteromérfico no caridtipe dos machos (Fig. 12A e B). A classificacdo dos
cromossomos com relacdo a posi¢do do céntromero, com respectivos dados
morfométricos € o ideograma s3o mostrados na tabela 5 e na figura 14,

respectivamente.

4.2.2. Banda C

- O padrdo de banda C apresentado por esta espécie foi evidenciado em
metafases mitdticas de intestino (Fig. 13A).

Todos ©0s cromossomos mitdticos apresentaram  heterocromatina
centromérica. Os pares 3 e 11 apresentaram também bandas heterocromaticas
intersticiais nos bragos longos dos mesmos (Fig. 13A).

O padrio de heterocromatina constitutiva estd representado no ideograma

(Fig. 14).
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4.2.3. NOR

Nos exemplares analisados desta espécie, 0 método de prata detectou NOR
ativa em apenas um par de cromossomos mitéticos. Localiza-se¢ na regifio
pericentromérica no brago longo do par 7 e coincide com a constri¢do secundéria
(Figs. 13B e 14).

Os niicleos interfasicos das células do epitélio intestinal apresentaram um ou

2 nucléolos, sempre bastante evidentes (Fig. 13C).
4.3. H. p. pulchella.
4.3.1. Descricéo do cariétipo

Os exemplares analisados apresentaram niimero dipl6ide de 24 cromossomos
em suas metafases mitoticas e ﬁﬁmero hapléide de 12 cromossomos nas metafases
meioticas (Figs. 15A-C e 16A-C).

Os pares 1, 8 e 11 sdo metacéntricos; os pares 2, 3,4, 5 7, 9¢ 10

submetacéntricos; e o par 6 acrocéntrico. O par 12 apresentou heteromorfismo: em

em oufras, um era metacéntrico € o outro submetacéntrico. Esta caracteristica
ocorreu devido a presenc¢a de uma grande constrigio secundaria no brago longo de
um dos cromossomos (Figs. 15A e B; 16 A e B; e 18).

Nio foi verificada a presenca de cromossomos heteromoérficos através de

coloragdo convencional (Figs. 15B ¢ 16B).
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4.3.2. Banda C

Os exemplares analisados desta espécie apresentaram um padrdo de banda C
diferenciado em relacdo as outras espécies analisadas. Os pares 3 ¢ 8 apresentaram
heterocromatina centromérica fracamente corada, enquanto nos pares 1, 2 e 10 foi
observada heterocromatina mais fortemente corada ( Fig. 17A e 18).

O par 10 mostrou uma forte marcagdo que se estende do centrdmero ao brago
maior (Fig. 17A).

Heterocromatina intersticial foi encontrada apenas no brago curto dos

cromossomos do par 1 (Fig. 17A).

4.3.3. NOR

Foi detectado apenas um par de cistrons ribossomais ativos nos Cromossomos
mitéticos de intestino, localizado no telémero do par 12, coincidindo com a
constricio secunddria (Fig. 17B). Este par de homologos apresenta um

heteromorfismo no tamanho da NOR, ja que um dos cromossomos possui a NOR

heteromorfismo ocorreu em apenas 4 espécimes dos 14 analisados, ou seja, em

aproximadamente 28%.
As células do epitélio intestinal apresentaram 1 ou 2 nucléolos sempre

bastante evidentes ( Fig. 17C).
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4.4, H. semiguttata.

4.4.1. Descri¢fio do cariétipo

Os exemplares desta espécie proveniente de Ponta Grossa, PR, apresentaram
namero diploide de 24 cromossomos ¢ 12 bivalentes na metafase I da meidse (Figs.
19A,B e C).

Todos os espécimes apresentaram caridtipo semelhante. Os pares 1, 8, 11 ¢ 12
sdo metacéntricos; os pares 2, 3, 4, 5, 7, 9 e 10 sdo submetacéniricos ¢ o par 6
acrocéntrico (Figs. 19B e 21).

Nio foi possivel detectar através de coloragdo convencional, nenhum par

heteromorfico e também nenhuma constrigdo secundaria aparente {(Fig. 19B).

4.4.2. Banda C

O padrio de banda C apresentado pelos exemplares desta espécie foi
evidenciado em células mitoticas de intestino e de testiculo.
Foi detectada heterocromatina centromérica em todos 0s Cromossomos com

excecdo do par 12 (Figs. 20A e 21).

Heterocromatina intersticial foi observada no brago curto do par 1 e no brago
longo do par 3. O par 7 mostrou uma marcag@o heterocromética evidente na regido
pericentromérica do brago longo e o par 10 apresentou o brago longo quase

totalmente heterocromatico (Figs. 20A € 21).
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4.4.3. NOR

Assim como os demais exemplares das espécies analisadas neste trabalho, os
espécimes de H. semiguttata apresentaram atividade dos cistrons ribossomais em
apenas um par de cromossomos homélogos. Este se localiza no telémero do par 12,
um pequeno metacéntrico (Figs 20B e 21).

Nio foi encontrado, talvez devido & pequena amostra, nenhum
heteromorfismo no tamanho da NOR entre os espécimes analisados e também
nenhuma NOR adicional (Fig. 21).

Nos ntcleos interfasicos, o método de AgNOR evidenciou 1 ou 2 nucléolos

(Fig. 20C).
4.5. H. p. joaquini.
4.5.1. Descri¢io do caridtipo

Os exemplares desta espécie, coletados na regido de Urubici, SC,

apresentaram numero dipldide de 24 cromossomos em suas metafases mitoticas e

-namere-hapléide de-12-bivalentes na meiose I (Figs:22A; B-e-C):

O cariotipo apresenta os pares 1, 8, 10 e 12 metacéntricos; os pares 2, 3, 4, 5,
7. 9 e 11 submetacéntricos e o par 6 acrocéntrico. Nesta espécie, os dados
morfométricos indicam que o par 10 € metacéntrico ¢ o 11 submetacéntrico, o
contrario do encontrado nas outras espécies analisadas (Figs. 22B e 24; tabela 8).

Os dois espécimes analisados ndo apresentaram constrigio secunddria em
nenhum dos cromossomos do complemento e também nenhum par heteromorfico
que indicasse par sexual nos machos, através de coloragdo convencional (Figs. 22A,

B e 24).
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4.5.2. Banda C

Os exemplares desta subespécie do grupo pulchella, apresentaram
heterocromatina centromérica em todos os cromossomos, exceto no par 12 (Figs.
23A e 24)

Banda intersticial foi detectada apenas no brago longo dos cromossomos do
par 11 e uma forte banda telomérica estd presente no brago longo do par 1 (Fig.

23A).
4.5.3. NOR

Foi detectado apenas um cistron ribossomal ativo, localizado no telémero do
par 1 metacéntrico. Ndo foi observada nenhuma NOR adicional e também nenhum
heteromorfismo de tamanho da NOR (Figs. 23B e 24).

Através do método de AgNOR foi possivel detectar 1 ou 2 nucléolos nos

nucleos interfasicos das células do epitélio intestinal (Fig. 23C).

4.6. Comparacio entre as espécies estudadas

As principais diferencas e semelhangas, em termos citogenéticos, entre as
espécies do grupo pulchella estudadas neste trabalho estdo resumidas na tabela 9.
Verifica-se que ha grande semelhanga nos cariétipos, a excecdo de H. p. joaquini.

Algumas bandas intersticiais s3o comuns em algumas das espécies estudadas,
como € o caso de uma banda localizada no brago curto do cromossomo 1 presente
em H. p. pulchella, H prasina e H. semiguttata e¢ de heterocromatina
pericentromérica abundante no brago longo do cromossomo 7 presente em K.

prasina e H. semigutiata.
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A banda intersticial no brago longo do cromossomo 3 estd presente em H.
prasina (as trés populagdes), em H. caingua e em H. semiguttata. H. p. joaquini,
apresenta uma banda telomérica acentuada no brago longo do par 1, presente
também nas popula¢des de H. prasina de Botucatu e de Sdo Joaquim.

A NOR aparece no par 12 em trés das espécies e s6 houve heteromorfismo de
tamanho em H. p. pulchella, ¢ em H. caingua e H. p. pulchella coincide com a

constri¢do secundaria.
4.7. NOR na espermatogénese.

Todos os exemplares analisados apresentaram o mesmo padrdo de atividade
dos genes ribossomais durante a espermatogénese (Figs. 25 a 29)

Observou-se o nucléolo nas fases iniciais da profase até o paquiteno. Apés
esta fase, no é mais detectado até o final da meiose. A marcagdo prata-positiva sé
foi detectada novamente nas fases iniciais da espermiogénese ¢ em espermatides em

espermiacéo.
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TABELA 4: Dados morfométricos dos cromossomos mitéticos de H. prasina .
Classificagio segundo Begak (1967).

H. prasina H. prasina H. prasina
(populagio de (populagiio de (populacio de Sdo
Jundiai, SP) Botucatu, SP) Joaquim, SC)
CROMOSSOMO | RB. | TR% | I.C. | RB. [TR% | 1.C. | RB. |[TR% | I.C. [P.C
X+S| X488 |[X+S|X£S| X+8 | X+S | X+8§| X+§ [ X%8
01 1,15+ | 18,95+ [0,49+] 1.07+ | 18,17+ | 0,48+t | 1,10+ | 19,05+ 10,49+| M
0,05 0,15 10,005 0.05 0,35 10,010 | 0,03 0,10 |0,009
02 1,65+ | 12,80+ 10,38 £] 1.60% | 13,72+ | 0,38+ | 1,55+ | 12,95+ 10,39+ | SM
0,05 0,20 10,0097 0.15 0,42 | 0,020 | 0,10 0,30 {0,010
03 3,15+ | 11,35+ 0,31 £] 2.30+ | 10,91+ | 0,30+ | 3,00+ | 11,20+ 0,30+ | SM
0,10 0,23 |0,005| 0.03 0,28 | 0,000 | 0,15 0,45 10,010
04 3,45+ 10,52+ 10,23 [ 3.18% | 10,53+ | 0,24+ | 3,38+ | 10,33+ |0,25£| SM
0,15 0,20 {0,001 0.19 0,31 | 0,010 | 0,06 0,26 |0,005
05 290+ 9,41+ [0,28+] 2,10+ | 925+ | 0,32 | 2,80+ } 9,52+ }0,29%| SM
0,07 0,10 {0,006 | 0,23 0,16 | 0,020 0,20 0,15 10,015
06 4,15+ 1 752+ [0,19 4] 4,14 | 7,40% | 0,19+ | 420+ | 7,33 {0,19£] A
0,20 0,20 | 0,010 0,18 0,34 | 0,005 | 0,10 0,13 {0,003
07 1,83+ 641+ [0,38+| 1,89+ | 6,78+ | 0,35+ | 1,90+ | 6,54+ |0,38+| SM
0,15 0,13 {0,005} 0,18 0,29 | 0,020 { 0,12 0,11 0,005
08 1,125 5,97+ |0,48 %] 1,08% | 5,86+ | 0,48+ | 1,06+ | 571+ |0,48+| M
0,10 0,20 10,005] 0,02 0,33 | 0,005} 0,05 0,09 0,003
09 1,94+ 5,10+ 10,38+ 1,83+ | 5,28t | 0,35+ | 1,80 | 5,15¢ ;0,37 SM
0,12 0,05 10,015 0,19 0,12 | 0,020 | 0,09 0,18 10,002
10 1,35 | 4,63+ 1037+ 1,73+ | 4,71+ | 0,37+ | 1,75% | 4,52+ | 0,38+ | SM
0,05 0,10 10,003 | 0,14 0,04 | 0,020 | 0,10 0,18 | 0,020
11 LIOE | 4,102 10,40 =1 1,04+ | 4,14% [ 0,491 1,05+ | 4,05+ 0481 M
0,03 0,15 | 0,006 | 0,05 0,21 | 0,010 | 0,03 0,12 10,010
12 1,0541 3,20+ [0,49+| 1,02+ | 324+ | 0,49+ | 1,03%£ | 3,12+ | 049 M
0,03 0,15 0,005 0,02 0,29 | 0,005 | 0,02 0,10 | 0,005

R.B. = Relacfio de bragos; T.R. = Tamnho relativo; I.C. = Indice centromérico; P.C. = Posigdo do
centrdbmero; S = Desvio padrio; M = metacéntrico; SB = Submetacéntrico e A = Acrocéntrico.
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Figura 11: Ideogramas representativos do nimero de cromossomos, padrdo de banda C
(4reas escuras) e localiza¢fo de NOR (dreas cinzas) de H. prasina. A: populacio
de Jundiai, SP; B: Botucatu, SP e C: Séo Joaquim, SC. Em A o heteromorfismo
no par 10.
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TABELA 5: Dados morfométricos dos cromossomos mitéticos de H. caingua.

Classificagio segundo Begak (1967)

CROMOSSOMO R.B. T.R.% LC. P.C.
X£8§ Xx8 X+8

01 1,17 £ 0,03 19,52 + 0,11 0,46 +0,005 M
02 1,57 +£0,04 12,86 £0,34 0,38 +0,004 SM
03 2,21 +0,17 11,15+ 0,75 0,31 £0,010 SM
04 3,36 £0,13 10,49 + 0,50 0,23 +0,008 SM
05 2,45 £0,11 9,56 £0,12 0,29 +0,008 SM
06 4,34 £0,19 7,64 £0,19 0,18 + 0,008 A
07 2,16 £0,13 6,71 £0,13 0,35 £ 0,010 SM
08 1,05 +0,05 562+0,19 | 0,48 £0,010 M -
09 1,70 £0,08 4,85+ 0,24 0,36 + 0,010 SM
19 1,56 +0,16 4,59 £0,20 0,38 +0,020 SM
11 1,09 £ 0,06 3,93+£0,12 0,47 £ 0,010 M
12 1,03 +0,01 2,97 +0,25 0,49 +0,004 M

R.B. = Relago de bragos; T.R. = Tamanho relativo; I.C. = Indice centromérico; P.C. =
Posi¢do do centromero; S = Desvio padréio; M = metacéntrico; SB = Submetacéntrico
e A = Acrocéntrico.
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Figura 14: Ideograma representativo do ntimero de cromossomos, padrio de
banda C (areas pretas) e localizagfio da NOR (dreas cinzas) de A

caingua.
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TABELA 6: Dados morfométricos dos cromossomos mitdticos de H. pulchella.

Classificagio segundo Begak(1967)

CROMOSSOMO RB. T.R. (%) 1.C. P.C.
XS XS XS

01 1,03 0,00 | 18,13%£043 | 049 £0,00 | M
02 1,62 £0,02 | 12,72%0,19 | 0,37 £0,00 | SM
03 1,66 0,14 | 11,15£0,44 | 037 20,01 | SM
04 322 £0,34 | 1042+022 | 0,23 £0,01 | SM
05 2,06 0,28 9,47+ 0,48 | 0,33 £0,03 | SM
06 4,19 £0,24 752%023 | 0,19 0,00 | A
07 1,85 £ 0,14 6,26£0,28 | 0,34 0,01 | SM
08 1,00 £ 0,00 592049 | 049 £0,00 | M
09 1.67 % 0,06 5151040 | 037 0,01 | SM
10 1,63 0,12 466+0,17 | 0,37 £0,02 | SM
11 1,02 £0,02 4411018 | 049 20,01 | M
12a 1,10 £0,06 3.13£020 | 048 0,03 | M

R.B. = relagdo de bragos; T.R. = tamanho relativo; I.C. = indice centromérico; P.C. =

posigiio do centrémero; S = desvio padrido; M = metacéntrico; SB = submetacéntrico e
A = acrocéntrico.
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Figura 18: Ideograma de H. pulchella. Heterocromatina fortemente corada (4reas
escuras) e fracamente corada (areas hachuradas). NOR heteromoérfica

indicada no par 12 (4reas cinzas).
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TABELA 7: Dados merfométricos dos cromossomos mitéticos de H. semiguttata.

Classificag@io segundo Begak (1967)

CROMOSSOMO

R.B. T.R. (%) 1.C. P.C.
XS XS X+S§
01 1,05£0,04 | 1732024 | 0,48 £0,00 | M
02 1,52 +0,01 | 12,49£045 | 0,39 £0,00 | SM
03 248 £031 | 11,35+0,35 | 0,28 £0,03 | SM
04 3,18 £0,10 | 9,70%0,23 | 023 0,00 | SM
05 2,69 £0,22 | 928%0,14 | 027 £0,01 | SM
06 417 £0,06 | 7,60+£0.25 | 0,19 £0,00 | A
07 2,06 £0,16 | 7,00£0,30 | 0,32 £0,01 | SM
08 1,01 £0,01 | 6,77£027 | 048 £0,02 | M
09 1,68 £0,16 | 5,52+0,12 | 037 0,02 | SM
10 1,73 £0,25 | 5,00£0,32 | 0,36 £0,03 | SM
11 1,02 0,03 | 4,42%0,18 | 0,49 £0,00 | M
12 1,01 £0,02 | 3,47%005 | 0,49 0,00 | M

R.B. = relagfo de bragos; T.R. = tamanho relativo; [.C. = indice centromérico;

P.C. = posicfio do centrémero; S = desvio padrio; M = metacéntrico; SB
submetacéntrico € A = acrocéntrico.
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Figura 21: Ideograma representativo dos cromossomos de H. semiguttata.

As areas escuras correspondem a heterocromatina e as dreas
cinzas a NOR.
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TABELA 8: Dados morfométricos de cromossomos mitéticos de H. p joaguini.

Classificagdo segundo Begak (1967)

CROMOSSOMO R.B. T.R.% 1.C. P.C.
X+S XxS8 X+S

01 1,12 £0,05 19,20 £ 0,10 0,47 £ 0,002 M
02 1,50 £0,03 12,71 £0,21 0,40 £ 0,003 SM
03 2,29 £0,10 11,15+ 0,30 0,30 0,005 SM
04 3,61 +0,07 10,55 £0,25 0,22 +0,008 SM
05 2,02 £0,12 10,00 £ 0,15 0,33 +0,010 SM
06 4,38 £0,04 8,22 +0,10 0,18 +0,006 A
07 1,98 +0,08 6,31 £0,13 0,33 +0,010 SM
08 1,01 £0,13 5,30+0,20 0,49 0,006 M
09 1,62 0,07 5,00 + 0,25 0,38 +£0,004 SM
10 1,00 £ 0,05 4,00+ 0,12 0,50 +0,001 M
11 2,01 £0,02 4,00 £ 0,16 0,32 +£0,008 SM
12 1,02 £0,02 3,60+0.25 0,49 0,005 M

R.B. = Relacfio de bragos; T.R. = Tamanho relativo; I.C. = Indice centromérico; P.C. =
Posigdo do centrémero; S = Desvio padrdo; M = metacéntrico; SB = Submetacéntrico e

A = Acrocéntrico.
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Figura 24: Ideograma representativo dos cromossomos mitoticos de H. p joaquini.

Areas escuras representam ao padréo de heterocromatina e os circulos

cinzas a NOR.
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5. DISCUSSAO

5.1. Cariétipo

Dentre as espécies do grupo pulchella analisadas neste trabalho apenas para
H. prasina € H. p. pulchella existem informacdes sobre os cromossomos na
literatura. Assim, com relaglo a H. prasing, comparando-se os dados deste trabalho
aos obtidos por BECAK (1967, 1968) nota-se grande semelhanca quanto a
morfologia cromossémica. Porém os dados diferem daqueles obtidos por
BALDISSERA Jr. Et al (1993) para a populacio de Jundiai com relagdo a
classificagio de dois pares de cromossomos. As medidas feitas neste trabaiho
indicam que os pares 3 e § correspondem ao que aqueles autores consideraram como
4 e 10, respectivamente. Como BALDISSERA Jr. et al. ndo apresentaram dados
morfométricos para comparagdo, é possivel que na montagem visual do cariétipo
tenha havido a troca, ja que a diferenga de tamanho é pequena.

O ntmero de cromossomos de H. p. pulchella foi indicado por SAEZ &
BRUM (1960), porém esses autores nio mostraram o caridtipo, e classificaram todos

0s cromossomos como metacéntricos. BOGART (1973) apresentou o caridtipo desta

espécie mas ndo publicou os dados morfométricos utilizados para montagem. Desta

forma, o namero de cromossomos (2n = 24) e o caridtipo estdo de acordo com o
encontrado neste trabalho.

Todas as espécies analisadas neste trabalho possuem ntimero dipl6ide de 2n=
24 cromossomos. Este nimero ¢ comum dentro da ordem Anura, sendo encontrado
em espécies das familias Discoglossidae, Pelodytidae, Miobatrachidae,
Leptodactylidae, Pseudidae, Hylidae, Microhylidae, Dendrobatidae, Ranidae e
Hyperoliiddae (KURAMOTO, 1990). A maioria das espécies pertencentes ao género
Hyla, possui 2n = 24 ou 2n= 30 cromossomos (BECAK, 1967, 1968; RABELLO,
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1970; BOGART, 1973, KURAMOTO, 1990; SKUK e LANGONE, 1990;
ANDERSON, 1991, BALDISSERA Jr. et af, 1993), indicando uma dicotomia
dentro do género Hyla, embora existam também outros niimeros dipléides como 2n
=18, 20, 26, 32 e 34 (KURAMOTO, 1990; BALDISSERA Jr. et al, 1993)

Segundo MIURA (1995) o surgimento de espécies de Hyla com 2n = 24
cromossomos pode estar relacionado a um ancestral comum com 2n = 26 e
BOGART (1973) sugere que espécies com cariétipos morfologicamente semelhantes
podem ser consideradas como tendo um ancestral comum.

Um dos mecanismos possiveis para explicar a mudanca do ntimero de 2n = 26
para 2n = 24 cromossomos pode estar relacionado a fusfo telomérica de dois
cromossomos ou a fusdo céntrica. BOGART (1973) relata a possibilidade de fusdo
telomérica de dois cromossomos pequenos para dar origem a um cariétipo com 2n =
22 encontrado em H. albopunctata. Em outros grupos também foram encontradas
evidéncias que suportam esta hipétese. MIURA et al. (1995), comparando espécies
de Rana com 2n = 26 e 2n = 24, através do padrdo de replicagdo tardio, verificou que
o cromossomo 11 das espécies com 2n = 26 corresponde 3 metade do cromossomo
niimero 6 das espécies com 2n = 24 e que o cromossomo 13 corresponde a outra

por¢io do cromossomo 6, envolvendo portanto, uma fusdo telomérica de dois

cromossoriios pequencs (11 ¢ 13) no ancestral com 2n = 26, 74 GREEN (1983),

examinando o cariétipo € o padrdo de banda C de Rana dybowskii, supde que a
redugdo de 2n = 26 para 2n = 24 surgiu como resultado da produgdo de um
pequeno cromossomo telocéntrico por inversdio pericéntrica e sua subsequente fusio.
Tal explicag@o ja tinha sido sugerida por MORESCHALCHI (1981) como o possivel
mecanismo de redugdo cromossémica em ranideos africanos (Apud MIURA et al.,
1995).

Uma outra hipdtese € a de que os hilideos ter-se-iam originado a partir dos

leptodactilideos (CHANTELL, 1964), a qual seria corroborada pela presenca do
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numero dipléide de 2n = 26 em ambas as familias. Por outro lado, de acordo com a
revisdo de KURAMOTO (1990) o niimero dipléide de 2n = 26 é encontrado na
maioria das familias, sugerindo a origem dos anuros a partir de um cari6tipo
ancestral com 2n = 26..

MIURA (1995) destaca uma homologia intergenérica (interfamilia) em Rana
(Ranidae), Hyla (Hylidae) e Bufo (Bufonidae) no padrio de replicagdo tardio,
encontrando semelhangas entre os 6 cromossomos grandes de Hyla e Bufo e destes,
4 apresentando homologia com os 4 cromossomos grandes de Rana, indicando que
Hyla esta mais relacionada citogeneticamente com Bufo do que com Rana.

O cari6tipo das espécies analisadas no presente trabalho possuem baixo
ndmero cromossomico (2n = 24) e apenas 1 par de cromossomo acrocéntrico. Tal
situagdo também j4 foi encontrada em viérias espécies de Hyla, tanto Holoarticas
como Neotropicais (BOGART, 1973; BECAK 1967, 1968; RABELLO, 1970;
ANDERSON, 1991). Este tipo de caridtipo pode ser considerado unimodal e
simétrico e ¢ encontrado nas 3 ordens dos Lissamphibia (MORESCHALCHI,
1990), sendo sugerido que ou fusdo céntrica ou telomérica pode ter ocorrido para dar

origem ao cariotipo com 24 cromossomos.

A morfologia dos cromossomos das espécies do grupo pulchella é muito

similar ao encontrado em outras espécies de Hyla, tanto entre espécies Holoarticas

quanto Neotropicais (ANDERSON, 1991).

Todas as espécies estudadas neste trabalho possuem o mesmo padrio
cariologico (cromossomos metacéntricos os pares 1, 8, 11 e 12, submetacéntricos os
pares 2, 3,4, 5, 7,9 e 10 e acrocéntrico o par 6), com excegdo de H. p. joaquini que
apresenta o par 11 submetacéntrico e o par 10 metacéntrico. ANDERSON (1991),
comparando espécies de hilideos Holoarticas e Neotropicais com 2n = 24

cromossomos, destaca que os pares 7, 9, 10 e 11 sdo sempre submetacéntricos ou
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metacéntricos. Na opiniio de MORESCHALCHI (1973) as espécies de anuros com
caracteres morfologicamente primitivos t€m um caridtipo com alto nimero de
Cromossomos € as mais recentes tem cariétipos com baixo numero, de acordo com a
evolugdo cromossdmica (Apud MIURA, 1995).

BECAK (1967, 1968) discute que quanto menor o nimero de cromossomos
menor serd a quantidade de pares acrocéntricos, sugerindo que o processo de fusdo
céntrica estaria relacionado 4 evolugdo dos anuros.

Comparando a morfologia cromossdmica das espécies do grupo pulchella
entre si ¢ com os caridtipos de espécies de grupos relacionados (e.g. polytaenia,
albopunctata) e com outras espécies neotropicais apresentados por BOGART
(1973), ¢ espécies holoarticas (ANDERSON, 1991), percebe-se que ha grande
semelhanca na morfologia dos cromossomos. O grupo a/bopunctata ¢ considerado
proximo de puichella por caracteristicas morfologicas. H. albopunctata, possui 2n =
22 enquanto as espécies do grupo pulchella possuem 2n = 24. A maioria das
especies do género Hyla possui 2n = 24 ou 2n = 30 cromossomos, ¢ BOGART
(1973) supds a ocorréncia de algum mecanismo de redugio cromossdmica em H.
albopunctata, 0 que parece ndo ter acontecido no grupo pulchella. Porém, como sdo

semelhantes provavelmente se originaram de um ancestral comum.

5.2. Constricio secundaria e NOR

Enquanto a morfologia ¢ o tamanho dos cromossomos nas espécies do grupo
pulchella permaneceram relativamente constante, a localizagdo da constri¢do
secundéria, quando presente, variou nas espécies estudadas. Assim, em H. caingua
foi possivel observar a presenga de constrigio secundéria na regidio pericentromérica
do brago longo dos cromossomos do par 7 € em H. p. pulchella observou-se no

telomero do brago longo do par 12. Grande variagdo na localiza¢do de constrigio
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secunddria foi verificada por exemplo entre espécies do género Litoria. Por outro
lado, pequena variago foi detectada em hilideos holodrticos (ANDERSON, 1991) e
em especies de Rana (MIURA et al. 1995). Esses autores justificam ser esta uma
caracteristica de espécies proximas.

Nas espécies H. prasina, H. semiguttata e H. p. joaquini nfo foi possivel
identificar constri¢do secundéria através de coloragiio convencional. A nio detecgio
da constricdo secundédria pode, em alguns casos, estar relacionada ao grau de
condensagdo cromossdmica que pode se refletir no tamanho da constricio (KING,
1980). Isto poderia explicar a auséncia de constrigio secundéria em H. prasina uma
vez que BALDISSERA Jr. er al. (1993) encontraram uma constricdo no par 12 da
populagdo proveniente de Jundiai.

Apesar de H. caingua apresentar uma constrigio secundéria na regifio
pericentromeérica do brago longo do par 7, nem sempre pdde ser observada com
clareza em todas as metafases. Devido ao seu pequeno tamanho nfo foi possivel
correlacionar a presenca da mesma com algum aumento significativo no tamanho do
Cromossomo.- '

A constri¢io secundédria geralmente € o sitio dos genes rRNA. Nas duas

espécies, H. caingua e H. p. pulchella, em que foram observadas as constri¢des

~tambem se detéctou a NOR naqueles locais. A maioria dos anfibios anuros apresenta -

apenas um cistron ribossomal, seja este identificado pelo método de AgNOR
(HOWELL e BLACK, 1980) ou por hibridizagio “in situ” coincidinde com a
constri¢do secundaria (SCHMID, 1978a e b; SCHMID, 1982; VITELLI et al, 1982;
SCHMID et al., 1983; WILEY, 1983; ANDERSON & MOLER, 1986; SCHMID et
al., 1986;GREEN & SHARBEL, 1988; KING et al., 1990; SCHMID et al., 1990
ANDERSON, 1991; SCHMID et al., 1991; SCHMID et al,, 1993; BALDISSERA et
al., 1993; MIURA, 1994; SCHMID et al., 1995).
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Por outro lado, hd casos em que o cariftipo apresenta mais de um par
cromossdmico com constrigdo secunddria, sendo que apenas uma delas corresponde
a NOR. Isto foi demonstrado através de coloragfio convencional e AgNOR em Hyla
versicolor, H. arenicolor, H. avivoca, Pseudacris triseriata, H. savignyi, H.
chinensis, H. regilla, H. cadaverina (ANDERSON, 1991), R. japonica (MIURA,
1994; MIURA et al, 1995) e Agalychnis callidryas (SCHMID et al., 1995), ¢
através de hibridizag8o “in situ”, em R. catesbeiana e Alytes obstetricans (VITELLI
et al., 1982). Este sitio negativo pelo método de AgNOR e o de hibridiza¢do “in
situ” é considerado como um sitio fragil quando eles ocorrem na regido intersticial e
como “knobs” quando ocorrem na regifio telomérica (ANDERSON, 1991).

Todas as espécies analisadas neste trabalho apresentaram apenas um sitio
contendo os genes rRNA ativos, podendo estas serem divididas em dois subgrupos,
ou seja, aciueie com espécies contendo NOR no par 12 (H. prasina, H. semiguttata e
H. p. pulchella) e aquele com NOR no 7 (H. caingua) ou 1 (H. p. joagquini). Apenas
uma NOR ativa parece ser a condi¢do mais comum entre os anuros, ja que foi
detectado em varias espécies como Xenop-us laevis e X. borealis (PARDUE, 1974)

em espécies do género Bufo e Hyla (SCHMID, 1978a) em outros 23 géneros de

anuros (SCHMID, 1982), em H. chrysoscelis (WILEY, 1982), em H. chrysoscelise

H. versicolor (WILEY et al., 1989), em varias espécies de Hyla holoérticas
(ANDERSON, 1991), em X /laevis (SCHMID et al, 1991), em R japonica
(MIURA, 1994) ¢ em Agalychnis callidryas (SCHMID et al., 1995). Por outro lado,
a presenca de mais de um cistron ribossomal ativo por complemento dipléide j& foi
descrito em varias espécies de hilideos (ANDERSON, 1991; BALDISSERA Ir. et
al., 1993; SCHMID et al., 1995).

HSU et al. (1975) consideram mais evoluidas aquelas espécies com mais
de uma NOR em seu cariétipo. Na maioria dos anfibios a presenca de apenas

uma NOR é considerado um estado constante e o aparecimento de outros
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cistrons ativos ocorreria através de translocagdes ou inversdes (SCHMID, 1978a),
transloca¢des e amplificagdo latente (KING, 1990).

Além das NORs adicionais, é comum encontrar heteromorfismo no tamanho
destas regides. Das espécies analisadas neste trabalho, apenas a populagfo de H.
pulchella apresentou heteromorfismo no tamanho da constrigio secunddria presente
no par 12 e conseqiientemente diferenga no tamanho da marcacdo da NOR pelo
método de impregnacgdo pela prata. SCHMID (1982) encontrou heteromorfismo de
tamanho de NOR em 67% dos 260 espécimes de anuros analisados ¢ KING (1990)
em hilideos do género Litforia e Cyclorana e BATISTIC (1989) em Phyllomedusa.
SCHMID (1982) propds que NORs heteromérficas podem surgir por delegio ou por
duplicacdo e triplicagio de um dos cistrons. Porém, KING (1990) considera que os
heteromorfismos ocorrem por amplifica¢do de determinadas sequéncias do tDNA ou
de todo o cistron.

A NOR em anuros pode estar ou ndo associada a heterocromatina. Os
resultados deste trabalho indicam a n8o associa¢do da heterocromatina com a NOR.
Esta associagfo foi observada por exemplo em H. arenicolor, H. chrysoscelis e H.
andersoni (ANDERSON, 1991). KING er al. (1990) considerou como estado

primitivo a associa¢fo de heterocromatina 4 NOR, baseando-se em andlise de

espécies pertencentes aos Archaeobatrachia (anfibios primitivos). Porém, em
espécies do género Phyllomedusa, consideradas primitivas dentro da familia

Hylidae, esta associagdo nem sempre foi observada (BATISTIC, 1989).
5.3. NOR na espermatogénese
O método de AgNOR também foi utilizado em material proveniente de

testiculo. Os resultados obtidos s@o constantes para todas as espécies estudadas, ou

seja, ha marcacéo pela prata em espermatogdnias, espermatdcitos I (até paquiteno) e
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espermdtides em espermiagdo. Estes resultados discordam dos obtidos por
HOFGARTNER et al. (1979) em humanos, SCHMID et al. (1977) em ratos,
SCHMID et al. (1982) com vérios vertebrados inclusive anfibios anuros do género
Bufo, HIRAT (1988) em trematodas e PALOMEQUE et al. (1990) em formigas, os
quais sugerem uma inativagio das NORs durante a fase de alongamento das
espermdtides e de espermatozéides maduros, além daquela observada apés o
paquiteno.

SCHMID et al (1982) propuseram que o reaparecimento das NORs nas
espermatides jovens indica uma reativagéio dos genes rRNA no genoma hapléide e
de acordo com TATA (1968) os novos rRNAs sintetizados podem ser um pré-
requisito para a traduco dos mRNAs que foram transcritos durante o inicio da
espermiogénese. ‘

Por outro lado, a presenga de estruturas marcadas pelo método de AgNOR nas
espermatides em alongamento e espermatozéides ja foi detectada em estudos
ultraestruturais de espermatogénese humana por SOUZA e CARVALHEIRO
(1994), correspondendo a estruturas relacionadas ao nucléolo que persistem durante
a desintegracdo final dos componentes nucleolares, formando os vacuolos nucleares

dos espermatozoides. Estes surgiriam nas fases iniciais de espermatide, aumentando

e Vg}:umeemesperméﬁdealangadaeespermatozélde’tenda et Ty a1 T r—

proteinas argirdfilas associadas a regifio fibrilar intravacuolar.

Na opinifo de SOUZA ¢ CARVALHEIRO (1994), tais estruturas serviriam
para ajudar a cromatina a iniciar sua atividade transcricional depois da incorporagio
do nucleo do espermatozéide ao citoplasma do oécito.

A detecgdo desta marcagdo prata-positiva em espermitides em espermiagio
nas espécies do grupo pulchella e a ndio observagdio da mesma em outras espécies de

anuros pode estar, talvez, relacionada ao grau de compactacio diferencial da
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cromatina no nucleo das espermatides em espermiagio, das espécies analisadas neste

trabatho.
5.4. Banda C e heterocromatina

O método de bandamento C detecta heterocromatina -e, portanto, permite
verificar a sua distribuigdo, localizacdo e quantidade relativa no genoma das
espécies. Essas caracteristicas permitem a comparagio e algumas vezes a distingdo
entre as espécies estudadas.

O interesse em se re-analizar a populagfio de H. prasina de Jundiai foi devido
ao fato de termos encontrado difereng¢as no padrdo de heterocromatina e NOR na
populacdo de Botucatu quando comparados aos dados de BALDISSERA Jr et al.
(1993). Essas diferengas poderiam ser explicadas por duas possibilidades gerais:
variagdo interpopulacional ou variagdo devida aos métodos utilizados por cada um
dos autores. Para se excluir ou admitir a segunda hipétese, analisamos exemplares de
Jundiai pelo mesmo método utilizado para a populacdo de Botucatu.
Surpreendentemente, obtivemos outro padrio, diferente daquele de BALDISSERA ¢

daquele de Botucatu ¢ de Sdo Joaquim. Portanto, foram encontrados quatro padrdes

de heterocromatina nessa espécie.

Assim, no caso de H. prasina, encontrou-se diferengas inter e
intrapopulacionais. Diferenga intrapopulacional foi encontrada em Rana
ornativentris (MIURA ef al., 1995). As diferencas no padrio de heterocromatina
encontradas entre as popula¢gdes de Botucatu, Jundiai ¢ Sdo Joaquim, provavelmente,
possam refletir diferengas interpopulacionais nesta espécie. Variago no padrdo de
banda C entre populacdes de anuros ja foi relatada para R. ornativentris, R. japonica
e R. chensinensis (MIURA et al., 1995} ¢ R. ishikawae (SETO et al., 1984). Para

outros grupos, inclusive hilideos, ndo ha dados na literatura.
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Dos espécimes de H. prasina provenientes de Jundiai, encontrou-se ainda
heteromorfismo no tamanho da banda C nos cromossomos do par 10 em apenas um
espécime. Isso indica que os caridtipos destas espécies estdo sofrendo
modifica¢es que se refletem em polimorfismo, como os discutidos anteriormente.
Esta diferen¢a no tamanho daquele bloco heterocromético ndo refletiu mudancas no
tamanho do cromossomo como ocorre em algumas espécies do género Litoria
(KING, 1980). Heteromorfismo como o encontrado em H. prasina é comum em
humanos, peixes, répteis, passaros, insetos, plantas ¢ anfibios (SUMNER, 1990).

Todas as espécies, exceto H. p. pulchella, apresentaram heterocromatina
centromerica em quase todos os cromossomos. Em H. p. pulchella foi encontrada
pequena quantidade de heterocromatina centron‘}érica, apesar de existirem bandas
intersticiais comuns com as demais espécies. Inexisténcia de heterocromatina
centromeérica ja foi descrita por MIURA et al. (1995) em espécies de Rana. Além
disso, H. p. pulchella apresentou diferente resposta ao método de banda C, com a
maioria das bandas fortemente coradas e algumas outras pouco coradas. Este
resultado talvez indique uma diferenca na natureza das seqiiéncias de DNA presentes
neste local (JOHN, 1988; SUMNER, 1990) a qual podera ser melhor esclarecida no

futuro com a utiliza¢do de corantes fluorescentes especificos.

Considerando que os anfibios primitivos pertencentes a Archaeobatrachias
possuem quantidade relativamente pequena de heterocromatina e que de acordo com
a teoria da evolugdo da heterocromatina, o aumento desta seria caracteristico de
espécies de anfibios mais evoluidos (KING, 1980, 1990), € de se supor que as
esi)ééies estudadas se enééixem NESSES grupos. |

Os resultados obtidos estdo de acordo com o esperado, jé- que nos anfibios
considerados  avangados como bufonideos, hilideos, leptodactilideos e
miobatrachideos ha grande diversidade interespecifica na distribuigio da

heterocromatina (KING, 1990). Entretanto, as mudangas na distribui¢io da
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heterocromatina ndo estdo necessariamente relacionadas com diferengas no tamanho
dos cromossomos (SCHMID, 1978a; MATSUI et al., 1985), sendo sugerido que
possa ocorrer transformagdo da eucromatina em heterocromatina e nio adigio de
heterocromatina (KING, 1990). Apesar disso, admite-se que o género Litoria
apresente tanto a adi¢do de blocos heterocromaticos alterando o tamanho dos
cromossomos quanto transformacdo de eucromatina em heterocromatina (KING,
1980)

Diferengas na quantidade de heterocromatina entre espécies e subespécies,
como ¢ o caso das do grupo pulchella, ja foram detectadas entre subespécies de
camundongo, Mus musculus € M. m. molossinus (RICE ¢ STRAUSS, 1973), em
bufonideos, hylideos, ranideos, microhylideos e rhacophorideos (SCHMID 1978a ¢
b), em espécies do género Litoria (KING, 1980), em subespécies de Rana (R. aurora
aurora € R. a. draytoni) (GREEN, 1985), em Gastrotheca pseuste (SCHMID et al.,
1990), em varias espécies de Hyla holodrticas e neotropicais (ANDERSON, 1991) e
em especies de Rana (MIURA et al.,, 1995). Essas diferengas podem servir, em

alguns casos, para caracterizar a espécie e ajudar a solucionar problemas

sistematicos.

5.5. Implicagdes taxondmicas

De acordo com CARRIZO (1990), H. caingua, H. semiguttata ¢ H. p.
pulchella sdo geralmente confundidas entre si morfolégicamente, podendo indicar
uma maior proximidade. No entanto, de acordo com o padrio de banda C obtido
neste trabalho, verifica-se que tais espécies s3o distintas e podem ser reconhecidas
pelos padrdes apresentados.

O padréo de banda C das trés populagdes de H. prasina e de H. semiguttata &

bastante semelhante, podendo indicar uma maior proximidade entre estas duas
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espécies. Além disso, estas espécies possuem a NOR na mesma regifo do mesmo
CTOmMOoSSomo.

Os dados citogenéticos em geral, indicam uma proximidade entre as
populagbes de H. prasina de S&o Joaquim, SC, com as outras duas populagdes de
Jundiai, SP, ¢ de Botucatu, SP, embora tenha sido detectado algum polimorfismo de
banda C confirmando também as diferencas entre a populagio de H. prasina de Sio
Joaquim, SC, e de H. p. joaquini de Urubici, SC, uma vez que estas duas espécies ja
foram confundidas pelo padrio de canto.

Ja H. p. joaquini, que LUTZ (1973) considerou como uma subespécie de H.
pulchella, nédo apresentou o padrio de banda C e a localizagio da NOR parecidos
com o das oufras espécies sendo a inica com NOR no cromossomo 1.

Dada a importancia do padrdo de bandamento C e da localizacio de NOR
para o reconhecimento de relagdes filogenéticas entre anuros, evidéncias desta
natureza reforgam a interpretacdo de que H. p. joaquini seja considerada como uma
espécie ndo pertencente ao grupo pulchella, uma vez que tando sua morfologia
quanto o -padrdo de canto (CARDOSO, comunicagdo pessoal) sdo bastante

diferenciados em relag@o as demais espécies aqui estudadas.
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6. CONCLUSOES

I- O grupo pulchella se caracteriza por apresemtar o mesmo numero de

cromossomos, 2n = 24, e cariétipo semelhante, sendo os pares 1, 8, 11 e 12
metacéntricos, os pares 2, 3, 4, 5, 7, 9 ¢ 10 submetacéntricos e o par 6 acrocéntrico;

com exce¢do de H. p. joaquini que apresentou o par 11 submetacéntrico e o par 10

metacéntrico.

2- As pequenas variaghes no padrdo de banda C intrapopulacional podem ser

considerados como variagdes geograficas.
3- As constri¢Oes secundarias presentes em H. caingua ¢ H. p. pulchella sio
coincidentes com NOR, e ndo associadas a heterocromatina, nfio se enquadrando na

classifica¢do proposta por KING (1980).

4- A presenca de heteromorfismo no tamanho da NOR em 28% dos espécimes de H.

p. pulchella analisados, deve-se provavelmente  duplicagdes do cistron ribossomal.

5- A marcagdo por prata observada nas espermétides em espermiagio pode ser

atribuida aos ‘vactiolos nucleares’ (estruturas provenientes da desintegragdo

nucleolar).

6- A auséncia de banda C em alguns cromossomos de H. p. pulchella pode ser
devido ou a uma diferenca na natureza da heterocromatina presente nestes locais, ou

a quantidade muito pequena nfio detectavel pelo método.
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7- Os padrdes de banda C e NOR permitem distinguir todas as espécies entre si, com

excegho de H. semiguttata ¢ H. prasina, cujos padrdes s&o muito semelhantes.

8- A diferenga no cari6tipo associada as outras caracteristicas sugerem que H. p.
joaquini pode ser considerada como uma espécie ndo pertencente ao grupo
pulchella, refor¢ando os dados de morfologia e padrio de canto que s3o bastante

diferenciados em relagéio as demais espécies aqui estudadas.

9- As espécies do grupo pulchella (2n = 24) apresentam cariotipo semelhante a H.
albopunctata (2n = 22), espécie considerada proxima por caracteristicas
morfoldgicas, apesar da redugfio no nimero e da provavel ocorréncia de outros

rearranjos que lavaram a pequenas altera¢es na morfologia de alguns cromossomos.
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