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ABSTRACT

In the present study we characterized and compared cytogenetically populations of seven
closely related Dendropsophus (Hylinae), a group of 30 chromosomes species, that show
similar external morphology: D. nanus (Botucatu, SP; Bodoquena, MS; Telémaco Borba, PR;
Bacabal, MA), D. walfordi (between Rio Madeira and Pacaas, RO), D. sanborni (Torres, RS),
D. jimi (Uberlandia, MG), D. rubicundulus (Uberlandia, MG), D. elianeae (Botucatu, SP;
Nova Itapirema, SP; Bodoquena, MS) e D. minutus (Vitéria Brasil, SP; Bodoquena, MG). The
metaphases were obtained from intestinal epithelium and testis cell suspensions. The slides
were stained with 10% Giemsa solution or submitted to the C-band (King, 1980), silver
staining (Ag-NOR) and in situ fluorescence hybridization techniques. All species had 2n=30
chromosomes, except some individuals of D. nanus, which showed up to three little B-
chromosomes, all telocentrics. These chromosomes were univalent in meiosis. All the species
presented a little amount of heterochromatin, located only in the centromeric region. However,
some individuals of D. nanus from Telémaco Borba (PR) and of D. rubicundulus from
Uberlandia (MG) had a little block of interstitial heterochromatin in the pair 3 (D. nanus) and
in the pair 12 (D. rubicundulus), characterizing an intra-populational variation. The nucleolar
organizing region (NOR) was detected in only one chromosomal pair in all species. An
individual of D. sanborni had one heteromorphism due to a duplication of the NOR in one of
the homologues of the pair 12. Dendropsophus nanus from Telémaco Borba (PR), Bacabal
(MA) and Serra da Bodoquena (MS) and of D. walfordi collected between the Madeira and
Pacaas rivers (RO) showed identical karyotypes, with 2n=30 and NF=52. A specimen of D.
nanus from Serra da Bodoquena presented NF=51 due to an heteromorphism in the pair 6, in
which one of the homologues is metacentric and the other is telocentric, probably because of a
pericentric inversion. In all the specimens, the NOR was located in the metacentric pair 13.
Dendropsophus sanborni from Botucatu (SP) and Torres (RS), and D. jimi from Uberlandia
(MGQ) also had identical karyotypes, with 2n=30 e NF=50, differing from the other two species

by the presence of five telocentrics instead of four, with the NOR located in the telocentric pair



12. We did not observe citogenetic differences between the populations of D. nanus and of D.
sanborni, neither differences among these populations and others already described in the
literature. The B-chromosomes found in two populations of D. nanus did not showed
heterochromatin neither ribosomal genes. Dendropsophus elianeae had three pairs of
telocentric and the NOR in the pair 11. In contrast, D. rubicundulus presented only two
telocentrics and the NOR in the pair 5. The two populations of D. minutus had the same
karyotype already described for other populations, with absence of telocentric chromosome.
The NOR was detected in the pair 9. The cytogenetic data presented here did not permit to
distinguish D. nanus from D. walfordi, neither D. sanborni from D. jimi, suggesting that these
species are very closely related. Dendropsophus elianeae and D. rubicundulus were until
recently considered as a unique species, and for a long time D. rubicundulus was erroneously
denominated as D. elongata. These species were easily distinguished from each other by the
number of telocentrics and location of the NOR. They also differ from the D. elongata,
described in the literature, which has only one pair of telocentric. No significant difference was
detected among the karyotypes of the three populations of D. elianeae. Hence, the cytogenetic
data confirm the current taxonomic status of D. elianeae and of D. rubicundulus.
Rearrangements, such as inversion and translocation, should have occurred during the
differentiation of these species, driving the changes in the chromosome morphology and the

migration of the NOR in the genome, without modifying the chromosomal number.

Obs.: This work was developed under permission of the Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Renovaveis (IBAMA) for the animal capture (Proc. 02001.008876/01-83) and for access to
the genetic patrimony (CGEN/MMA, no. 023/2005).



RESUMO

No presente estudo caracterizamos € comparamos citogeneticamente populacdes de sete
espécies de Dendropsophus (Hylinae) proximamente relacionadas e que apresentam
morfologia externa semelhante: D. nanus (Botucatu, SP; Bodoquena, MS; Telémaco Borba,
PR; Bacabal, MA), D. walfordi (entre Rio Madeira e Pacaas, RO), D. sanborni (Torres, RS),
D. jimi (Uberlandia, MG), D. rubicundulus (Uberlandia, MG), D. elianeae (Botucatu, SP;
Nova Itapirema, SP; Bodoquena, MS) e D. minutus (Vitéria Brasil, SP; Bodoquena, MG). As
metafases foram obtidas a partir de suspensdes de células do epitélio intestinal e de testiculo.
As laminas foram coradas com solu¢ao de Giemsa 10% ou submetidas as técnicas de banda C
e de impregnacao por prata (Ag-NOR) e hibridagdo in situ fluorescente. Os dados citogenéticos
revelaram a presenga de 2n=30 cromossomos em todas espécies, exceto em alguns individuos
de D. nanus, que apresentaram até trés cromossomos B pequenos, todos telocéntricos e
univalentes na meiose. Todas as espécies apresentaram pequena quantidade de
heterocromatina, localizada somente na regido centromérica. No entanto, alguns individuos de
D. nanus de Telémaco Borba (PR) e de D. rubicundulus de Uberlandia (MG) apresentaram um
pequeno bloco de heterocromatina intersticial no par 3 e no par 12, respectivamente,
caracterizando uma variagdo intrapopulacional. A regido organizadora do nucléolo (NOR) foi
detectada em um Unico par cromossOmico nas diferentes espécies. Um individuo de D.
sanborni apresentou um heteromorfismo no par 12 devido a uma duplicagdo da NOR em um
dos homologos. As populacdes de D. nanus provenientes de Telémaco Borba (PR), Bacabal
(MA) e Serra da Bodoquena (MS) e a de D. walfordi coletada entre os rios Madeira e Pacaas
(RO) apresentaram caridtipos idénticos, com 2n=30 e NF=52. Um espécime de D. nanus da
Serra da Bodoquena, apresentou NF=51 devido a um heteromorfismo no par 6, em que um dos
homologos é metacéntrico e o outro telocéntrico, provavelmente devido a uma inversao do tipo
pericéntrica. Em todos os espécimes, a NOR foi localizada no par metacéntrico 13.
Dendropsophus sanborni proveniente de Botucatu (SP) e Torres (RS) e D. jimi de Uberlandia

(MG) também apresentaram cariotipos idénticos, com 2n=30 e NF=50, diferindo das outras



duas espécies pela presenca de cinco telocéntricos em vez de quatro, com a NOR localizada no
par telocéntrico 12. Nao foram observadas diferencas citogenéticas entre as populagdes de D.
nanus ¢ entre as de D. sanborni, e nem destas com as outras populagdes j& descritas na
literatura. Os cromossomos B presentes em duas populagdes de D. nanus ndo apresentaram
heterocromatina e nem genes ribossomais. Dendropsophus elianeae apresentou trés pares de
telocéntricos ¢ a NOR no par 11, enquanto D. rubicundulus apresentou apenas dois
telocéntricos € a NOR no par 5. As duas populagdes de D. minutus apresentaram o mesmo
cariotipo ja descrito para outras populagdes, com auséncia de cromossomo do tipo telocéntrico.
A NOR nessa espécie foi detectada no par 9. Os dados citogenéticos do presente trabalho nao
permitiram distinguir D. nanus de D. walfordi, nem D. sanborni de D. jimi, sugerindo que sao
espécies muito intimamente relacionadas. Dendropsophus elianeae e D. rubicundulus foram
até pouco tempo consideradas como uma Unica espécie e D. rubicundulus foi por muito tempo
erroneamente denominada de D. elongata. Essas espécies foram facilmente diferenciadas pelo
numero de telocéntricos e pela localizagdo da NOR. Diferem também de D. elongata, descrita
na literatura, que possui apenas um par de telocéntricos. Nenhuma diferenga siginificativa foi
detectada entre os caridtipos das trés populacdes de D. elianeae. Portanto, os dados
citogenéticos corroboraram o status taxondmico atual de D. elianeae ¢ D. rubicundulus.
Rearranjos do tipo inversao e translocagdo devem ter ocorrido durante a diferenciagao das
espécies de Dendropsophus, levando a modificacdo na morfologia dos cromossomos e a

migra¢do da NOR no genoma, sem alterar o nimero de cromossomos.

Obs.: Este trabalho foi desenvolvido com permissdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos
Recursos Renovaveis (IBAMA) para coleta dos animais (Proc. 02001.008876/01-83) e para acesso ao
patriménio genético (CGEN/MMA, no. 023/2005).



1. INTRODUCAO



1. Introducao

1.1. A ordem Anura: aspectos gerais

A ordem Anura possui 33 familias e aproximadamente 5000 espécies descritas (Frost,
2004, AmphibiaWeb, 2005). Os anuros sdo representados pelos sapos, rds e pererecas, € sao
cosmopolitas. Estdo ausentes somente na maioria das ilhas oceénicas e nas regides onde o
clima ¢ extremamente adverso as suas adaptacdes morfofisiologicas, como desertos e regides
polares (Duellman & Trueb, 1986; Frost, 2004).

Uma vez que os anuros sdo bastante conservados do ponto de vista morfoldgico,
investigacoes das relacdes filogenéticas baseadas somente nestes caracteres muitas vezes sao
pouco informativas (Hillis, 1991). Recentemente, novas abordagens aos estudos filogenéticos
de anuros foram possibilitadas pelo uso de outras ferramentas como andlises citogenéticas,
ultra-estrutura de espermatozodides, estudos moleculares, comportamentais, bioquimicos e
biogeograficos (Maxson & Heyer, 1982; Miura et al., 1995; Hass et al.,1995; Hay et al.,
1995; Caldwell,1996; Cannatella et at., 1998; Clough & Summers, 2000; Chek et al., 2001;
Busin et al. 2001; Garda et al., 2002). Além disso, para esclarecer alguns problemas
filogenéticos e taxondmicos, muitas vezes hd a necessidade de uso de mais de uma destas
ferramentas. Algumas técnicas sdo utilizadas para solucionar problemas entre espécies
supostamente aparentadas, outras para elucidar relacdes entre tdxons mais elevados (Hillis,

1987).



1.2. Citogenética de Anura

Estudos baseados somente em caracteres morfologicos podem gerar muitas dividas por
falta de mais dados que possam caracterizar de forma precisa as entidades sistematicas. O
estudo citogenético tem contribuido para as investigacdes em sistemadtica e taxonomia de
varios grupos de anuros. O uso de caracteres morfoldgicos juntamente com os de outras
areas, como da citogenética, vem ajudando a esclarecer os problemas filogenéticos e
taxondmicos neste grupo.

As investigacoes filogenéticas em Anura com base apenas em dados morfologicos sao de
dificil interpretacao, uma vez que, apesar do grande nimero de espécies e da diversidade de
habitats, os Anura sdo pouco variados morfologicamente. Exceto pelas relagdes entre as
familias basais (Canatella, 1985; Hillis, 1991), pouco ¢ conhecido sobre a filogenia dessa
ordem. A pequena divergéncia morfoldgica entre os Neobatrachia pode ser explicada pelo
fato de a maioria das familias desse grupo ter derivado do ancestral comum ha pouco tempo
na escala evolutiva (Hillis, 1991). No entanto, isso ndo impede que os caracteres
citogenéticos € moleculares tenham sofrido maior divergéncia do que os morfoldgicos, o que
justifica uma maior investigagdo dos Neobatrachia nesses niveis.

Em citogenética, espécies que sdo morfologicamente muito parecidas, como Hyla
brunnea e H. septentrionalis, consideradas inicialmente como uma unica espécie, foram
submetidas a andlise cromossdmica oque neste caso foi muito elucidativo. Demonstrou-se
que a primeira apresentava 2n=34 ¢ a segunda 2n=24 cromossomos, além de diferencas na
morfologia destes (Cole, 1974). No caso de H. nana ¢ H. sanborni, espécies

morfologicamente muito semelhantes, apesar de apresentarem o0 mesmo numero



cromossomico, foram diferenciadas pela presenca da NOR em diferentes pares
cromossomicos ¢ pelo nimero de telocéntricos (Medeiros et al., 2003).

Existem ainda estudos em que espécimes morfologicamente idénticos de uma mesma
populagdo exibiram dois cariétipos distintos, como em Physalaemus petersi (Lourengo et al.,
1999). Outro caso ocorreu com o género Pseudis, no qual foi encontrada uma populagdo
morfologicamente muito parecida com P. minutus, 2n=24, no entanto apresentava 2n=28
cromossomos (Busin et al., 2001). Posteriormente os espécimes com 2n=28 foram
confirmados tratar-se de outra espécie, descrita previamente por Kwet (2000) como P.
cardosoi.

Analisando as primeiras descri¢des cariotipicas de anuros, que consistiam na
determinagdo do niimero cromossomico, identificagdo de constri¢des secundarias, posi¢oes
centroméricas e comprimento relativo dos cromossomos, Morescalchi (1968, 1973) e Lynch
(1971), sugeriram que anuros com caracteres morfologicos primitivos tinham cariotipos com
alto nimero cromossdmico ¢ apresentavam cromossomos telocéntricos.

Fusdo céntrica e fusdo “in tandem* foram os mecanismos responsaveis pelas redugdes
cromossOmicas durante o processo evolutivo em Anura (Bogart, 1973, 1991; Begak et al.,
1970 e Morescalchi, 1973, Miura et al., 1995). Porém ndo existem dados suficientes para
apontar a polaridade da transformagdo cariotipica, sendo impossivel a elei¢do da redugdo ou
do aumento do niimero cromossomico (Bogart, 1991). Em alguns casos, como em Pseudis
cardosoi (Busin et al., 2001), ha evidéncias de que fissdo céntrica tenha sido o mecanismo

principal.



A ocorréncia de poliploidia natural nos anuros também tem sido descrita em pelo menos
38 espécies distribuidas em diferentes familias, ¢ pode ser originada por autopoliploidia ou
alopoliploidia, sendo a primeira a mais comum (Tymowska, 1991).

Cromossomos sexuais heteromorficos sdo raros nos anuros, ocorrendo em
aproximadamente 20 espécies e em muitos casos sua identificagdo ¢é feita apds a utilizacao de
algum tipo de bandamento cromossomico (Schmid, 1980; Nishioka ef al., 1993; Lourengo et

al., 1999; Schmid, et al., 2002a,b; Schmid, et al., 2003; Schmid & Steinlein, 2003).

1.3. Cromossomos B

Em algumas espécies, além dos cromossomos que compdem o caridtipo normal, ditos
cromossomos A, aparecem cromossomos extras, geralmente pequenos e heterocromaticos,
chamados cromossomos B, cromossomos acessorios ou cromossomos supernumerarios. Nas
espécies que  possuem esses Cromossomos, 0  nuamero deles  por
individuo pode ser muito variavel. Podem tanto se assemelhar aos cromossomos do
complemento normal como serem claramente distintos (revisao em Guerra, 1988).

A variagdo numérica se deve, em parte, ao comportamento meidtico irregular,
freqiientemente com forma¢dao de univalentes, migracao preferencial para um dos polos,
retardo anafésico ou, mais raramente, pareamento com um cromossomo A. Em algumas
espécies, o nimero de cromossomos B varia entre diferentes células de um mesmo individuo.
Neste caso, isso se deve a um retardo anafasico, com eliminacdo do cromossomo B de
algumas células ou tecidos, ou a ndo disjuncao mitdtica, quando ambas as cromatides

migram para um mesmo poélo. Em plantas, existem varios casos em que 0S supernumerarios



sao completamente eliminados das raizes e sdao mantidos em niveis varidveis em outros
orgdos (revisao em Guerra, 1988).

A julgar por esta alta instabilidade, dever-se-ia esperar que os cromossomos B fossem
rapidamente eliminados das espécies onde surgem. Entretanto, isso ndo ocorre e varios dados
sugerem que em algumas espécies, o numero de cromossomos B ¢é controlado geneticamente.
Em milho e centeio, por exemplo, observa-se que quando existe um B no grao de polen ele
migra preferencialmente para o polo que ira originar o nicleo reprodutivo ou o gameta que
fecundara a oosfera, garantindo assim sua transmissao (revisao em Guerra, 1988).

A existéncia de mecanismos capazes de controlar o nimero de cromossomos B em
determinados o6rgdos ou de favorecer a sua transmissdo gamética sugere que esses
cromossomos tenham alguma importancia para as espécies. Embora nesses cromossomos nao
tenham sido localizados genes que causem alteragdo fenotipica importante, sabe-se que em
alguns casos os cromossomos B interferem em caracteristicas criticas para a espécie, como o
emparelhamento de homoélogos A e freqiiéncia de quiasmas (revisdo em Guerra, 1988).

Em alguns espécimes de Akodon sp (2n=25) foi encontrada atividade génica em
cromossomos B (Kasahara & Yonenaga-Yassuda, 1982). Nesses roedores foram observadas
regides organizadoras de nucléolos em ambos os teldmeros de um cromossomo B
submetacéntrico. Isto mostra que cromossomos B podem conter informagdes genéticas.
Entretanto, os genes da regido organizadora do nucléolo (NOR) constituem um tipo especial
de informagdo genética, devido a sua repetitividade. Em varios organismos tem sido
demostrado que quando ha variagdo intraespecifica no nimero de genes para RNAr, essa
varia¢do geralmente é compensada pela taxa de transcri¢do desses genes. Com relacdo aos

genes das NOR de Akodon sp, observou-se que os presentes no cromossomo B ndo t€ém
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conseqiiéncias importantes para seu portador (Kasahara & Yonenaga-Yassuda, 1982). Por
outro lado, em determinado momento da historia evolutiva de uma espécie pode haver
necessidade de alterar a freqiiéncia de quiasmas ou aumentar o limite de transcri¢do de genes
de RNAr, e os cromossomos B poderdo conferir uma vantagem adaptativa para a espécie
(revisdo em Guerra, 1988)

Em Anura, apenas em dez espécies, distribuidas em seis familias, foi detectada a presenga
de cromossomos B (Morescalchi, 1968; Nur & Nevo, 1969; Schmid, 1978b; Wu & Zhao,
1985; Schmid et al., 1987; Kuramoto, 1989; Belcheva & Sophianidou, 1990; Green, 1991;
Baldissera et al, 1993; Schmid et al., 2002; Rosa et al., 2003). Morescalchi (1968) descreveu
cromossomos B em Leiopelma hochstetteri. Até 1988, 20 populagdes desta espécie haviam
sido estudadas e verificou-se a existéncia de muitas variagdes interpopulacionais em relagao
ao numero de cromossomos B. Os cromossomos B de L. hochstetteri parecem ndo ter efeito
algum. Essa falta de influéncia pode ocasionar um aumento no nimero destes cromossomos
(Green et al., 1987; Green, 2004).

Nur & Nevo (1969) encontraram em uma populagdo do hilideo Acris crepitans de zero a
cinco pequenos supernumerarios metacéntricos por individuo. Dessauer & Nevo (1969)
encontraram uma varia¢ao no loci de transferina e esterase desta populacdo que ndo ocorria
nas outras populagdes. Esses autores concluiram que nesta populagdo os cromossomos B
podem provocar efeitos detrimentais.

Wu & Zhao (1985) descreveram um cromossomo B metacéntrico pequeno em uma
espécie de ranideo chinés Amolops liagshanensis que foi observado somente em fémeas. Os
autores argumentaram que esse cromossomo B talvez fosse um indicativo de um sistema

sexual OW/00. Contudo foram analisados somente trés fémeas e um macho e mais estudos
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precisariam ter sido feitos para confirmar esta hipétese. Schmid et al. (1987) encontraram um
cromossomo B telocéntrico pequeno em uma fémea de Discoglossus pictus, que segundo
estes autores era muito semelhante ao pequeno cromossomo que aparecia no caridtipo de
Ascaphus truei. Um unico e grande cromossomo B tem sido encontrado entre populagdes do
sapo Scaphiopus hammondii, sendo esse telocéntrico e heterocromatico, exceto em uma
pequena regido onde se encontra a NOR (Green, 1991; Green, 2004). Kuramoto (1989)
descreveu um cromossomo B telocéntrico em um macho de Rana everetti das Filipinas.

Cromossomos B também foram descritos em espécimes de Rana temporaria de quatro
populagdes da Bulgaria (Belcheva & Sophianidou, 1990). Estes cromossomos eram
metacéntricos € a heterocromatina ocupava a regido distal de um dos bragos. Segundo
Schmid (1978b) a preservacao dos cromossomos B em espécimes das populagdes até entdo
analisadas indicava que eles garantiriam alguma vantagem podendo estar relacionada com
atividade transcricional ou com um aumento de recombinacdo, assim aumentando a
variabilidade genética da espécie. Belcheva & Sophianidou (1990) ao estudar a espécie Rana
temporaria, também concordaram que cromossomos B conferem alguma vantagem seletiva
através do aumento da variabilidade genética.

Baldissera et al. (1993) também descreveram em Hyla sp. (aff. circundata) um
cromossomo B. Dois espécimes (um macho e uma fémea) apresentaram um cariotipo com
2n=25, que era similar ao de 2n=24 exceto pela presengca de um pequeno metacéntrico.
Recentemente, Rosa ef al. (2003) descreveram o primeiro caso de cromossomo B na familia
Leptodactylidae, em dois espécimes de Megaelosia massarti, sendo que um deles apresentou

um pequeno metacéntrico inteiramente heterocromatico, € o outro um metacéntrico grande

12



contendo heterocromatina apenas na regido telomérica de ambos os bragos. Nesses
cromossomos também nao foram detectados genes para RNAr.

No anuro equatoriano, Gastroteca espeletia, foi encontrado uma evidéncia substancial na
variagdo e ocorréncia de cromossomos B Todos os 47 individuos (machos e fémeas) tem de 1
a 9 cromossomos B mitoticamente estdveis com morfologia diferente, em adigcdo aos
cromossomos do complemento normal (2n=26 cromossomos) (Schmid et al., 2002b). Os
cromossomos B destes animais sdo inteiramente heterocromaticos. Ele também carregam

genes de RNA 18S + 28S em seqiiéncias teloméricas (Schmid ez al., 2002b).

1.4. A Regiao Organizadora Nucleolar (NOR)

A transcricdo continua de multiplas copias dos genes dos RNAr garante um suprimento
adequado destas moléculas, que sdo imediatamente associadas a proteinas ribossomais para
formar as subunidades ribossomais. Essa associacdo ocorre no nucleo, em uma estrutura
grande e distinta, chamada nucléolo. O nucléolo contém grandes algas de DNA que emanam
de um ou mais pares de cromossomos, cada uma das quais contém um agrupamento de genes
de RNAr. Cada um desses agrupamentos ¢ conhecido como uma regido organizadora
nucleolar (Alberts et al., 2002).

As regioes organizadoras de nucléolos sdo sitios cromossomicos formados por numerosas
copias de genes que, na maioria dos animais, codificam os RNAr 18S, 5,8S e 288S, arranjados
"in tandem" e separadas por seqiiéncias espagadoras (Long & David, 1980). Esses
espacgadores podem transcrever, embora o transcrito formado seja rapidamente desorganizado

(Miller, 1981).
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Células eucarioticas sintetizam grande quantidade de RNAr, que corresponde a cerca de
80% do total de RNA celular. Acima de 100 copias de genes RNAr sdo necessarias para
sintetizar milhares de novos ribossomos por ciclo celular, utilizados para manter a
capacidade sintética das células filhas (Webb & Mougey, 1991).

O tamanho das NORs (mesmo que sejam homodlogas) pode variar bastante entre
diferentes individuos da mesma espécie, devido ao diferente numero de copias dos genes
ribossomais apresentado por cada NOR (Schmid, 1982). King er al. (1990) relataram
variag¢ao desse tipo entre diferentes células de um mesmo individuo em espécies de Litoria e
em Cyclorana novaehollandiae (Hylidae, Anura). No entanto, o numero ¢ a localiza¢do das
NORs tendem a ser caracteristicos de cada populagdo ou espécie (Schmid, 1978a, b) embora
varia¢ao dessa natureza ja tenha sido relatada para algumas espécies, como, por exemplo, em
Agalychnis callidryas (Schmid et al. 1995), Bufo terrestris (Foote et al., 1991), Hyla nana
(Medeiros et al., 2003), H. chrysocelis ¢ H. versicolor (Willey et al., 1989), Physalaemus
petersi (Lourengo et al., 1998) e Paratelmatobius poecilogaster (Lourenco et al., 2000).
Amplificagdo de cistrons ribossomicos, ativagdo de NORs latentes, rearranjos
cromossdmicos, como inversdes ¢ translocacdes, e elementos genéticos moveis sdo alguns
dos mecanismos utilizados para explicar o surgimento de NORs adicionais. A maioria das
NORs aparece como constrigdes secundarias e em alguns casos essas regides contém
heterocromatina (King, 1980; Schmid, 1982).

Em muitas espécies de anuros foram detectadas NORs adicionais e algumas delas se
destacavam pelo tamanho maior do que aquelas encontradas em pares onde a NOR era fixa.

NORs adicionais sdo comuns entre espécies de anuros e naquelas em que ndo se observa
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outras NORs no genoma, a hibridacao in situ com sonda de DNAr mostra os mesmos sitios
detectados pela prata e muito raramente tem se detectado sitios adicionais por FISH.

NORs podem ser detectadas pelos métodos de hibridagcdo in situ (método mais
especifico) coloragdo com mitramicina ou cromomicina, bandamento N e impregnagao pelo
ion prata

O método de impregnagdo por prata € o mais utilizado, embora a impregnagao pela prata
nao ¢ especifica para NORs, pois outras estruturas como heterocromatina e cinetocoro
também podem ser evidenciadas, porém, quando marcadas s3o facilmente distinguiveis das
NORs pelas suas formas e coloragdes, pois geralmente as NORs aparecem mais escuras € sao
puntiformes (Sumner, 1990).

A analise cuidadosa do numero, da localizagdo cromossOmica e das caracteristicas
moleculares das NORs em diferentes individuos pode permitir a identificagdo de
homeologias entre diferentes populagdes e espécies. A identificacdo de homeologias
possibilita, em alguns casos, o reconhecimento de alguns rearranjos cromossdmicos que
possivelmente diferenciaram cariotipicamente espécies ou grupos.

Portanto, a analise da NOR e suas caracteristicas, como numero, tamanho e posi¢ao no
genoma, ¢ de fundamental importancia para o entendimento da evolu¢ao cromossomica de
grupos em estudo e constituem um carater informativo para a distin¢do de diferentes espécies

e populacdes.
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1.5. Heterocromatina

O termo heterocromatina ¢ usado genericamente para descrever a regiao do cromossomo
que permanece condensada durante todo o ciclo celular e que ¢ transcricionalmente inativa
durante a intérfase (Alberts et al., 2002). Outra caracteristica muito marcante ¢ a chamada
replicagdo tardia do DNA, isto ¢, a heterocromatina inicia sua replicacdo depois da
eucromatina, caracteristicamente no final da fase S.

O termo heterocromatina era dividido em constitutiva e facultativa. Atualmente isto ndo ¢
mais necessario, pois a organizacdo de ambos os tipos de cromatina ¢ baseada no mesmo
modelo de interagdo da cromatina nucleossomal com complexos de proteinas (Henning,
1999).

A heterocromatina de diversos organismos ja estudados ¢ composta predominantemente
por seqiiéncias curtas de DNA, altamente repetitivas € ndo codificadoras, como confirma a
revisao de John (1988). A inexisténcia de genes na heterocromatina e a observagao de que
essa cromatina pode ser eliminada ou ndo amplificada enquanto o restante do DNA softre
politenizagdo em cé€lulas somaticas levou alguns pesquisadores a considerar a
heterocromatina como um "lixo" do ntcleo. Sumner (1994) lembra que a auséncia de genes
nao exclui a possibilidade dessa cromatina exercer outras fungdes. Pardue & Henning (1990)
discutem que a heterocromatina ndo deve ser um “lixo” e sim exercer fungdes ainda nao
definidas, fazendo uma analogia de heterocromatina com “artigo de colecionadores”
(collector’s item), cuja importancia ¢ reconhecida apenas por quem entende. Esses autores
mencionam ainda alguns fendmenos relacionados a heterocromatina, como variegagao,

associacgdo desse tipo de cromatina com cromossomos Y de insetos, € outros.
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O método mais utilizado para se evidenciar a heterocromatina ¢ a banda C, embora
existam outros métodos como por exemplo os bandamento N, Q, H e mitramicina. A reagdo
de Feulgen (Sumner, 1990).

Diferencas nos padrdes heterocromaticos entre espécies sao encontradas tanto nos anuros
primitivos quanto nos mais derivados (King, 1991). Porém, nos anuros primitivos de sete
familias pertencentes aos Archaeobatrachia foram detectadas pequenas quantidades de
heterocromatina através das técnicas de bandamento. Ja os Neobatrachia, anuros
considerados derivados, apresentam uma grande diversidade na distribui¢ao e quantidade de
heterocromatina (King, 1991).

Schmid (1978a) detectou trés classes de heterocromatina em bufonideos e em hilideos,
diferenciadas pela resposta aos métodos de bandamento: banda C positiva fortemente
fluorescente a quinacrina mostarda; banda C positiva fracamente fluorescente e
heterocromatina telomérica com uma fraca banda C. Tais diferengas na coloragdo da
heterocromatina, principalmente com relagdo a banda C, foram encontradas em alguns
hilideos dos géneros Litoria (King, 1980) e Hyla (Anderson, 1991), nos leiopelmatideos do
género Leiopelma (Green, 1988), e nos ranideos do género Rana (Schmid, 1978a).

Além destas diferengas, as bandas de heterocromatina podem se apresentar em estado
heteromérfico. Schmid (1978a), por exemplo, encontrou diferencas no tamanho dos blocos
heterocromaticos entre cromossomos homologos em 7 espécies de bufonideos e hilideos.
King (1980) detectou heteromorfismo em uma banda telomérica de Litoria meireiana.

Caracteristicas da heterocromatina banda C positiva evidenciam que seu estudo pode
fornecer importantes informagdes evolutivas, sendo, portanto um carater citogenético a ser

analisado. Como poe exemplo, a presenca de um bloco de banda C associada a uma
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constri¢cao secundaria, permitiu que Lourenco et al. (2003) demonstrassem a presenca de uma

inversdo paracéntrica em um individuo de Scythrophrys sawayae.

1.6. A Familia Hylidae e o Género Dendropsophus: aspectos gerais
A familia Hylidae possui trés subfamilias, 43 géneros e aproximadamente 731 espécies
(Frost, 2004, AmphibiaWeb, 2005, Faivovich et al., 2005). Esta familia compreende

anuros arboricolas que usualmente possuem cabeca e olhos grandes e, freqiientemente,
cintura delgada, patas longas e de tamanho extremamente varidvel (Duellman & Trueb,
1986). Muitas espécies da familia Hylidae possuem discos digitais aumentados e sdo
denominadas pererecas (Pough et al., 1993).

A subfamilia Hylinae atualmente ¢ constituida por 36 géneros e aproximadamente 570
espécies, todos possuindo uma distribuicdo geografica bastante variavel, habitando a
América do Norte e do Sul, oeste da India, Regido Australo-Papua, Eurasia, incluindo o
extremo norte da Africa e o Arquipélago japonés (Frost, 2004, Faivovich et al., 2005).
Algumas espécies que pertenciam ao género Hyla foram recentemente realocadas em novos
géneros por Faivovich et al. (2005), como ¢ o caso do género Dendropsophus, que recebeu
as espécies anteriormente denominadas de “Hyla de 30-cromossomos”. Este género ¢
atualmente contituido por 87 espécies.

O género Dendropsophus, ¢ caracterizado até o momento, pelo niumero conservado de
2n=30 cromossomos (Bogart, 1973, Kaiser et al., 1996, Medeiros et al., 2003, Gruber et al.,
2005) . Essa caracteristica associada a analise molecular de genes mitocondriais, nucleares e

caracteres morfologicos sugerem que o género seja monofilético (Faivovich et al., 2005).
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1.7. Problematica e Justificativa

As espécies Dendropsophus nanus (=Hyla nana Boulenger, 1889), D. sanborni (=H.
sanborni Schmidt, 1944), D. walfordi (=H. walfordi Bokermann, 1962), D. elianeae (= H.
elianeae Napoli & Caramaschi, 2000), D. jimi (=H. jimi Napoli & Caramaschi, 1999b) D.
rubicundulus (=H. rubicundula Reinhardt & Lutken, 1862) e D. minutus (=H. minuta
Peters,1872) (Faivovich et al., 2005), sdo consideradas espécies proximas e pertencentes ao
género Dendropsophus de 30 cromossomos (Del-Grande, 1995; Langone & Basso, 1987;
Langone, 1994). Barrio (1967) chegou a considerar D. sanborni como sendo subespécie de
D. nanus. Posteriormente, Cardoso (1981) considerou D. sanborni como espécie plena, sendo
isso também aceito por Basso et al. (1985) baseado nas observacdes osteoldgicas e do canto
de anuncio, além da verificacdo de ambas ocorrendo em simpatria em varios locais (Langone
& Basso, 1987).

Segundo Langone & Basso (1987), devido as semelhancas destas duas espécies, muitos
dos trabalhos feitos com Dendropsophus nanus sao na verdade exemplares de D. sanborni e
vice-versa.

Dendropsophus walfordi tem sido considerada como subespécie ou ainda sinonimo de D.
nanus (Langone & Basso, 1987). Bokermann (1962) descreveu D. walfordi com base no
material do Forte Principe da Beira, Estado de Rondonia. Lutz (1973) considerou D. walfordi
como sindénimo de D. nanus, baseando-se em sua morfologia, mas Heyer (1976) considerou
D. walfordi como espécie plena. Segundo Langone & Basso (1987), Cardoso (comun. pess.)

também a considerava espécie plena baseando-se em seu canto nupcial, registrado em
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Rondodnia. Esses mesmos autores examinaram exemplares dessa espécie e observaram
diferengas morfoldgicas que a separa de D. nanus.

Dendropsophus rubicundulus, cuja localidade tipo ¢ Lagoa Santa (MG), também ja foi
confundida com D. nanus (Lutz 1973, Langone & Basso 1987). Cochran (1955) utilizou D.
rubicundulus como se fossem espécimes de D. nanus (Langone & Basso 1987).

Dendropsophus jimi e D. elianeae sdao espécies que foram recentemente descritas por
Napoli & Caramaschi (1999, 2000), como pertencentes ao grupo de espécies de D.
rubicundulus. Esse grupo, definido por Napoli & Caramaschi (1998), compreende as
espécies D. rubicundulus Reinhardt & Liitken, 1862, D. tritaeniata Bokermann, 1965, D.
anataliasiasi Bokermann, 1972, D. araguaya Napoli & Caramaschi, 1998, D. cerradensis
Napoli & Caramaschi, 1998, D. jimi Napoli & Caramaschi, 1999, D. rhea Napoli &
Caramaschi, 1999, D. cachimbo e D. elianeae Napoli & Caramaschi, 2000. Porém Faivovich
e colaboradores (2005) através de estudos moleculares aloca tais espécies no grupo de D.
microcephalus clado D. rubicundulus. Os espécimes dos Estados de Sao Paulo, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Goiais atribuidos a D. rubicundulus foram considerados uma nova
espécie, denominada D. elianeae, por se diferenciar morfologicamente dos espécimes que
ocorrem em Minas Gerais. Os espécimes de D. elianeae dos Estados de SP, MT e MS,
consideradas até entdo como D. rubicundulus chegaram a ser também chamados
erroneamente de D. elongata (Napoli & Caramaschi, 1999).

Dendropsophus minutus foi considerada espécie proxima de D. nanus e de D. sanborni
(Barrio 1967, Cei, 1987). Esses autores consideraram essas trés espécies como pertencentes
ao grupo de Dendropsophus minutus. Porém, ha ainda muita controvérsia na literatura pois

Jim (1980) e Frost (1985) consideram Dendropsophus nanus, D. sanborni ¢ D. walfordi
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como pertencentes ao grupo de Dendropsophus nanus e Langone (1994) considerou
Dendropsophus nanus € Dendropsophus sanborni pertencentes ao grupo de Dendropsophus
microcephala. Faivovich e colaboradores (2005) alocaram as 33 espécies ao grupo de D.
microcephala, entre elas: Dendropsophus nanus, D. sanborni, D. walfordi, D. elianeae, D.
jimi e D. rubicundulus. Ja Dendropsophus minutus pertence agora ao grupo D. minutus com
outras trés espécies (D. aperomeus, D. miyatai € D. riveroi).

Uma andlise cariotipica feita recentemente em espécimes de Dendropsophus nanus e de
D. sanborni de uma populacdo de Nova Alianga (SP) (Medeiros et al., 2003) conflitam com
os dados obtidos por Skuk & Langone (1992), para populagdes dessas mesmas espécies
provenientes da Provincia do Chaco na Argentina e do Parand, Brasil.

O cariodtipo de Dendropsophus nanus mostrado por esses autores ¢ mais parecido ao de
D. sanborni estudado por Medeiros et. al. (2003). A populagdo de D. sanborni de Nova
Alianga (SP), por outro lado, difere daquela do Parana analisada por Skuk & Langone (1992)
por apresentar cinco telocéntricos em vez de quatro e fica idéntico ao de D. nanus de Nova
Alianca (SP) se trocarmos os pares 6 ¢ 9 de posi¢ao no caridtipo de D. sanborni do Parana.
Bogart (1973) também analisou o caridtipo de D. nanus que apresentou 5 telocéntricos. Com
a troca de posicao do par 13 com o 14, o caridtipo também ficaria idéntico ao de D. sanborni
de Nova Alianga (SP) (Medeiros et al., 2003). Considerando-se que Skuk & Langone (1992)
mediram apenas duas metafases de D. sanborni, ¢ que esses cromossomos médios tém todos
tamanhos muito proximos, a possibilidade de ter ocorrido um posicionamento invertido no
caridtipo ¢ muito grande. Comparag¢des da morfologia cromossémica das populagdes de D.
nanus ¢ de D. sanborni feitas por Medeiros et al. (2003) com as descritas na literatura

mostram que, com apenas uma inversdo na posi¢cdo de dois pares de cromossomos, o
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cariotipo de D. nanus do norte da Argentina (Bogart, 1973) e o de D. sanborni do Parana
(Skuk & Langone, 1992) ficam idénticos, respectivamente, ao de D. sanborni e de D. nanus
de Nova Alianca (Medeiros er al., 2003). E possivel que a semelhan¢a morfoldgica entre
essas duas espécies esteja dificultando sua identificagdo. Uma outra possibilidade ¢ que as
diferengas detectadas estejam caracterizando as diferentes populacdes dessas espécies, que
provavelmente sofreram pequenas modificagdes em seus cariotipos, podendo-se especular se
um processo de especiacao incipiente estaria ocorrendo nessas populacdes.

Portanto, as dificuldades de identificacdo por critérios morfoldgicos associadas a esses
dados citogenéticos conflitantes, indicam a necessidade de uma revisdo dessas populagdes ¢
também do relacionamento dessas com outras espécies proximas. A analise citogenética de
outras populacdes de D. nanus ¢ D. sanborni poderiam contribuir para esclarecer se de fato
existem apenas duas espécies, D. nanus ¢ D. sanborni, ¢ a relagdo destas com outras espécies

do grupo de Dendropsophus.

1.8. Objetivos

1) Caracterizar e comparar citogeneticamente populagdes de Dendropsophus nanus e de
D. sanborni, e as espécies D. minutus, D. rubicundulus, D. elianeae, D. jimi ¢ D. walfordi.
2) Analisar diferentes populacdes (geograficamente distintas) de D. elianeae e
compara-las com D. rubicundulus.
3) Comparar populagdes de D. nanus com D. walfordi, espécies cujo relacionamento

ainda é confuso.
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Resumo

Foram comparadas citogeneticamente trés populagdes de Dendropsophus nanus, uma de
D. walfordi, duas de D. sanborni e uma de D. jimi, visando contribuir para o esclarecimento de
problemas taxonomicos que envolvem tais espécies. Foram utilizadas técnicas de coloragao
com Giemsa, banda C, Ag-NOR e hibridacao in situ fluorescente (FISH). As populacdes de D.
nanus provenientes de Telémaco Borba (PR), Bacabal (MA) e Serra da Bodoquena (MS) e D.
walfordi coletados entre os rios Madeira e Pacaas (RO) apresentaram cariotipos idénticos, com
2n=30 e NF=52. Um espécime Dendropsophus nanus da Serra da Bodoquena, apresentou
NF=51 devido a um heteromorfismo no par 6, em que um dos homologos ¢ metacéntrico € o
outro telocéntrico, provavelmente devido a uma inversdo do tipo pericéntrica. Todas as
espécies apresentaram apenas heterocromatina centromérica, a excecao de alguns individuos de
D. nanus provenientes de Telémaco Borba (PR) que apresentaram um pequeno bloco de
heterocromatina préoximo ao centrdmero do par 3. Em todos os espécimes, a NOR foi
localizada no par metacéntrico 13. Dendropsophus sanborni proveniente de Botucatu (SP) e
Torres (RS) e D. jimi de Uberlandia (MG) também apresentaram cariotipos idénticos entre si,
com 2n=30 e NF=50, diferindo das outras duas espécies pela presenga de cinco telocéntricos
em vez de quatro e a NOR localizada no par telocéntrico 12. Os dados citogenéticos nao
permitiram distinguir D. nanus de D. walfordi, assim como D. sanborni de D. jimi, sugerindo
que se tratam de espécies intimamente relacionadas. O caridtipo de D. jimi e de D. walfordi

foram descritos pela primeira vez nesse trabalho.
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Introducao

As espécies Dendropsophus nanus (=Hyla nana Boulenger, 1889), D. sanborni (=H.
sanborni Schmidt, 1944), D. walfordi (=H. walfordi Bokermann, 1962), e D. jimi (=H. jimi
Napoli & Caramaschi, 1999b) (revisdo em Faivovich ef al., 2005) t€m sido alvo de discussao
taxondmica (Langone & Basso, 1987, Medeiros et al., 2003) especialmente devido a
semelhancas morfoldgicas. Todas estas espécies sdo proximas e pertencentes ao grupo de
Dendropsophus com 30 cromossomos (Langone & Basso, 1987; Langone, 1994).
Dendropsophus sanborni chegou a ser considerada subespécie de D. nanus (Barrio,1967;
Cei, 1980) e posteriormente Cardoso (1981) considerou D. sanborni como espécie plena,
sendo também aceito por Basso et al. (1985). No entanto, estas espécies foram
freqlientemente confundidas (Langone & Basso 1987, Medeiros et al., 2003). Além disso, D.
walfordi foi considerada sinénimo de D. nanus baseado em sua morfologia (Lutz, 1973;
Duellman 1977; Frost, 1985). Porém, Langone & Basso (1987) retiraram D. walfordi da
sinonimia com D. nanus ¢ a consideraram como uma espécie valida com base em dados de
canto e morfologia do girino. A espécie D. jimi foi descrita recentemente e incluida no grupo
D. rubicundulus no complexo tritaeniata (Napoli & Caramaschi 1999b). Tais espécies
apresentam caracteristicas distintas de morfologia externa de adulto e girino, vocalizagdo ¢
habitat e por estarem sempre relacionadas aos ambientes de cerrado (Napoli & Caramaschi,
1998). Enquanto as espécies aqui estudadas pertencem ao grupo de D. microcephalus.
Faivovich et al. (2005), baseado em estudos moleculares, propos a inclusdo de todas essas
espécies no grupo D. microcephalus.

Recentemente, analises cariotipicas feitas por Medeiros ef al. (2003) para espécimes de

Dendropsophus nanus ¢ de D. sanborni provenientes de Nova Itapirema, SP, conflitaram
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com os dados cariotipicos obtidos por Skuk & Langone (1992) e por Bogart (1973).
Medeiros et al. (2003) observaram que om apenas uma inversao na posi¢ao de dois pares de
cromossomos, o cariotipo de D. nanus do norte da Argentina (Bogart, 1973) ¢ o de D.
sanborni do Parand, Brasil (Skuk & Langone, 1992) tornam-se idénticos, respectivamente,
aos de D. sanborni e de D. nanus, ambas procedentes de Nova Alianga, Sdo Paulo, Brasil.
Possivelmente, a semelhanga morfologica entre essas duas espécies tenha causado problemas
na identificacdo. As dificuldades de identificagdo por critérios morfoldgicos associados a
esses dados citogenéticos indicam a necessidade de andlises cariotipicas de outras populagdes
de D. nanus e D. sanborni ¢ também do relacionamento dessas com outras espécies
proximas. A analise citogenética de outras populacdes destas espécies visa contribuir para
esclarecer se de fato existem apenas duas espécies (e.g., D. nanus e D. sanborni).

Neste trabalho foram analisadas trés populagdes de D. nanus, uma de D. walfordi
coletada proxima da localidade-tipo, duas de D. sanborni e uma de D. jimi. O numero ¢ a
morfologia cromossdmica, a distribuicdo e a quantidade de heterocromatina e a localizagao
da NOR foram considerados como critério de comparagdo com o objetivo de caracterizar ¢

diferenciar essas espécies.

Material e Métodos

Foram examinadas trés populagdes de Dendropsophus nanus do Brasil, sendo dez
espécimes (todos machos) coletados em Telémaco Borba (24'18’S, 5033°W), PR, em
Novembro de 2002, identificados e coletados por R. Machado, 22 espécimes (15 machos e 7
fémeas) coletados em Bacabal (4022’S; 44052’W), MA, em Fevereiro de 2002, identificados e

coletados por G. V. Andrade e 13 espécimes (12 machos e 1 fémea) coletados na Serra da
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Bodoquena (20'41°S; 56 44°W), MS, em Novembro de 2001 identificados e coletados por M.
Uetanabaro. Dezesseis espécimes (todos machos) de D. walfordi, coletados entre os rios
Madeira e Pacads Novos (aproximadamente 11050’8; 64010’W), RO, Brasil, em Janeiro de
2003, identificados e coletados por A. P. Lima. Duas populagdes de D. sanborni, 22
especimes (20 machos e duas fémeas) foram coletadas em Botucatu (22'53°S, 4826°W), SP,
Brasil em Janeiro de 2000 coletados por S. C. Almeida, identificados por J. Jim e S. C.
Almeida e oito espécimes (quatro machos e quatro fémeas) foram coletados em Torres
(29'18’S; 49'41°W), RS, Brasil identificados e coletados por G. Vinciprova. Uma populacio
de D. jimi, 16 especimes (todos machos) de Uberlandia (1856’S; 48 18°W), MG, Brasil
identificados e coletados por A. A. Giaretta (Fig. 1).

Os espécimes foram depositados no Museu de Historia Natural "Prof. Addo José
Cardoso" (ZUEC), Universidade Estadual de Campinas, SP, Brasil, com os numeros ZUEC
12382-12391 (Dendropsophus nanus, Telémaco Borba), 11850-11871 (D. nanus, Bacabal),
13178-13190 (D. nanus, Serra da Bodoquena), 12190-12205 (D. walfordi, coletados entre os
rios Madeira e Pacads Novos), 12433-12454 (D. sanborni, Botucatu), 13146- 13153 (D.
sanborni, Torres), 12401-12408, 12463-12464, 12305-12310 (D. jimi, Uberlandia). Os
animais foram coletados com autorizag¢ao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente IBAMA
— Proc.02001.008876/01-83) e permissdo para pesquisa com material gendmico (Autorizacao
de Acesso ao Patrimoénio Genético, CGEN/MMA, n0.023/2005).

As preparagdes cromossomicas foram obtidas de suspensdo de células de epitélio
intestinal e testiculo descritas por Schmid (1978a) e Schmid et al (1979). As laminas foram
coradas com solugdo de Giemsa 10% ou submetidas as técnicas de: banda C (King, 1980),

coloracdo Ag-NOR (Howell & Black, 1980) e hibridagdo in situ fluorescente (FISH) com
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sondas de rDNA (Viegas-Péquignot, 1992). A sonda consiste de um plasmideo recombinante
HM123 com fragmentos de rDNA de Xenopus laevis (Meunier-Rotival et al, 1979), usando
protocolo da GIBCO. Todas as preparagdes cromossomicas foram analisadas em
microscopio Olympus BX60. A classificagdo cromossdmica seguiu aquela descrita por Green

and Sessions (1991).

Resultados

Dendropsophus nanus, D. walfordi, D. jimi € D. sanborni apresentaram cariotipos com
2n=30 cromossomos (Figs. 2A, D.). Dendropsophus nanus e D. walfordi possuem um
nimero fundamental igual a 52 (Figs. 2A, B e 5A, B), exceto um espécime de
Dendropsophus nanus (fémea) proveniente da Serra da Bodoquena, que mostrou um ntimero
fundamental igual a 51 devido a um heteromorfismo entre os homdlogos do par 6, sendo um
cromossomo telocéntrico (morfo 6a) e o outro submetacéntrico (morfo 6b) (Figs.2A, 5A e
tabela 2). Dendropsophus jimi e D. sanborni apresentaram niumero fundamental igual a 50
(Figs. 2C, D e 5C, D).

Nos espécimes de D. nanus das trés populacdes e nos individuos de D. walfordi os
pares 3, 8, 9, 10, 11 e 13 s@o metacéntricos; os pares 1, 2, 4, 5 e 7 submetacéntricos € os
pares 6, 12, 14 ¢ 15 telocéntricos (Figs.2A, B, 5A, B e Tabela 1). Em alguns individuos de D.
nanus foi possivel detectar uma constrigdo secundaria na regido telomérica do brago longo do
par 13 (Fig. 2A). Dendropsophus jimi e D. sanborni apresentaram o mesmo caridtipo, com o0s
pares 2, 8,9, 10, 11 e 14 metacéntricos; os pares 1, 3 , 4 e 6 submetacéntricos e os pares 5, 7,
12, 13 e 15 telocéntricos (Figs. 2C, D 5C, D e tabela 2). O método de bandamento C marcou

apenas as regides centroméricas de todos os cromossomos das quatro espécies (Figs. 3A-D),
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com excecao de alguns individuos de D. nanus provenientes de Telémaco Borba (PR) em
que foi detectado um pequeno bloco de heterocromatina no brago longo do par 3, préximo ao
centrdmero (Figs. 3A e 5A). O método Ag-NOR permitiu identificar marcagdo na regido
telomérica do par cromossomico 13 nos espécimes das trés populagdes de D. nanus e na
populacdo de D. walfordi (Figs. 2A, B e 5A, B), entre o centrdmero e o teldmero do par
telocéntrico 12 na populacdo de D. sanborni de Botucatu, no telomero deste mesmo par na
populacdo de D. sanborni de Torres (Figs. 2C e 5C) e no telémero do par 12 em D. jimi
(Figs. 2D e 5D).

A hibridacao “in situ” evidenciou as mesmas regioes detectadas pelo método Ag-NOR

em todas as populacdes de todas as espécies (Figs. 4A-G).

Discussao

Os espécimes das trés populagdes de D. nanus apresentaram cariotipos idénticos ao da
populacdo de Nova Itapirema (SP) descrito por Medeiros et al. (2003). O heteromorfismo
observado no par 6 de um espécime da populagdo da Serra da Bodoquena (MS), em que o
cromossomo 6a apresentou morfologia semelhante ao par 6 telocéntrico dos outros
espécimes € o cromossomo 6b apresentou morfologia de submetacéntrico pode ser explicada
por uma inversao do tipo pericéntrica. A hipotese de inversdo se baseia na morfologia
cromossdmica e no fato de nao ter sido detectado alteragdo de tamanho total do cromossomo
submetacéntrico, o que ocorreria se o fendmeno fosse delegcdo ou translocagdo. Em Anura, a
ocorréncia de inversdes pericéntricas ja foi sugerida, por exemplo, para explicar a origem do
heteromorfismo na razdo de bragos entre os homoélogos do par 1 em um espécime de

Paratelmatobius cardosoi (Lourenco et al., 2003a). Nessa espécie, no entanto,
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diferentemente de D. nanus do presente trabalho, o par 1 apresentou também variacao de
tamanho entre os homodlogos e de padrao de banda C, os blocos de heterocromatina serviram
também como marcadores ¢ permitiram comprovar a ocorréncia da inversdo. Em D. nanus
ndo foi possivel encontrar um marcador com as técnicas utilizadas no presente trabalho.

O caridtipo de Dendropsophus nanus mostrado por Skuk & Langone (1992) ¢
semelhante ao de D. sanborni estudado por Medeiros et. al. (2003) e ao das duas populacdes
analisadas no presente trabalho, por apresentar cinco telocéntricos em vez de quatro e se
torna idéntico ao de D. nanus de Nova Alianca (SP) e das demais populagdes estudadas aqui
(Telémaco Borba, Bacabal e Serra da Bodoquena). Bogart (1973) também analisou o
caridtipo de D. nanus que apresentou 5 telocéntricos. Com a inversao na posi¢cdo de apenas
um par cromossomico o cariotipo ficaria idéntico ao de D. sanborni de Nova Alianga (SP)
(Medeiros et al., 2003) e das populagdes apresentadas neste trabalho (Torres e Botucatu).
Portanto, podemos confirmar que provavelmente o que houve foi um erro de identificacio
das espécies feita por estes autores devido a grande semelhanga morfologica destas espécies.

Medeiros et al. (2003), encontraram também NORs adicionais em varios individuos da
populacdo de D. nanus de Nova Itapirema (SP). Entretanto, no presente estudo a NOR nas
diferentes populagdes desta espécie foi sempre observada no par 13 ¢ nenhuma NOR
adicional foi encontrada.

Dendropsophus walfordi também apresentou cariotipo idéntico ao das populagdes de D.
nanus analisadas, ndo s6 no numero ¢ morfologia dos cromossomos como também na
localizagao da NOR e na distribuicdo de heterocromatina. Bokermann (1962) descreveu D.
walfordi com base no material do Forte Principe da Beira, (RO), Brasil. Desde entdo, essa

espécie foi sucessivamente sinonimizada a D. nanus por alguns pesquisadores (Lutz, 1973;
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Duellman 1977; Frost, 1985) e considerada espécie plena por outros, baseado principalmente
no canto de anuncio (Heyer, 1976, 1977; Langone & Basso, 1987; De La Riva et al. (1997).
Os dados citogenéticos obtidos no presente trabalho ndo permitiram diferenciar D. nanus de
D. walfordi, favorecendo a proposta de sinonimizagdo e confirmando que esses dois tdxons
devem ser intimamente relacionados e que provavelmente tiveram uma origem comum.

As duas populagdes de D. sanborni (Torres-RS e Botucatu-SP) apresentaram caridtipos
idénticos aos descritos por Medeiros et al. (2003) para a populagdo de Nova Itapirema (SP).
A diferenca de localizagdo da NOR no par 12, telomérica nos espécimes de Nova Itapirema e
intersticial na populagdo de Botucatu (SP), aqui estudadas, ¢ uma variagdo interpopulacional
que pode ter ocorrido por inversdo paracéntrica, ja que aparentemente nao ha perda ou ganho
de segmentos, uma vez que os dados morfométricos ndo mostraram diferenca no tamanho
relativo desses cromossomos ¢ nem mudanga de morfologia. O heteromorfismo de tamanho
da NOR observado entre os cromossomos homélogos em um individuo de D. sanborni do
municipio de Botucatu (SP), provavelmente se deve a uma duplicagdo dessa regido, pois
foram observados dois blocos distintos em um dos cromossomos homologos, tanto pelo
método de Ag-NOR como por hibridagdo in sifu. Esse heteromorfismo interindividual tem
sido freqlientemente demonstrado em Anura (Schmid, 1978a,b; Schmid et al., 1990; Vitelli et
al., 1982; Aguiar-Jr. et al., 2002; Lourenco et al., 2003b; Veiga-Menoncello et al., 2003).
Geralmente ¢ assumido que variagdes de NORs, incluindo duplicagdes e delegdes, sdo
originadas por crossing-over desigual (Schmid et al. 1987) ou troca desigual entre cromatides
irmas.

O cariotipo de D. jimi esta sendo descrito pela primeira vez neste trabalho. Comparando

com os as demais espécies, pode-se observar que esta espécie possui cariotipo idéntico ao das
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populagdes de D. sanborni analisadas no presente trabalho e a de Nova Alianga (Medeiros et
al., 2003), assim como a mesma localizagdo de NOR no telomero do par telocéntrico 12.
Considerando que essa espécie difere marcadamente de D. sanborni e das demais por
caracteristicas morfoldgicas e comportamentais, ¢ possivel que esse seja um caso de origem
comum dessas entidades taxondmicas, cujas modificagdes citadas ndo se refletiram em
mudangas cromossdmicas detectaveis pelos métodos utilizados. Em anuros, exemplos de
espécies com caridtipos indistinguiveis ja foram relatados, por exemplo, em trés espécies do
género Bufo (Kasahara et al., 1996) que apresentaram cariotipos idénticos € o mesmo padrao
de banda C ¢ NOR. Resultado semelhante foi obtido para outros hilideos, como H. guentheri
e H. bischoffi (Raber et al., 2004).

Dendropsophus jimi foi descrita recentemente por Napoli & Caramaschi (1999b) como
pertencente ao grupo de espécies de D. rubicundulus, que inclui as espécies D. rubicundulus,
D. tritaeniatus, D. anataliasiasi, D. araguaya, D. cerradensis, D. cachimbo, D. jimi, D. rhea
e D. elianeae (Napoli & Caramaschi 1998, 1999a, 1999b, 2000). No entanto, o cariétipo de
D. jimi ¢ idéntico ao de D. sanborni (presente trabalho) alocada anteriormente no grupo de D.
microcephalus ¢ difere de D. rubicundulus e D. elianeae (Medeiros et al., em preparacao)
pela morfologia dos cromossomos e localizacdo da NOR. Portanto, considerando essas
caracteristicas cariotipicas, os dados de presente trabalho estao de acordo com o agrupamento
proposto na filogenia de Faivovich et al. (2005) que inclui no grupo de Dendropsophus
microcephalus todas essas espécies estudadas aqui.

As marcagoes apresentadas pelo método de banda C, para todas as espécies, foram
detectadas somente em regides centroméricas. Porém, em alguns espécimes de D. nanus da

populacdo de Telémaco Borba (PR) foi detectado um bloco heterocromatico no brago curto
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proximo ao centromero no par cromossomico 3. Este bloco ndo foi observado nas das demais
populacdes de D. nanus estudadas e pode se tratar de um polimorfismo populacional.
Pequenas quantidades de heterocromatina tém sido observadas em grupos de espécies com
cariétipos muito conservados, como relatado por exemplo em Bufo (Kasahara et al., 1996),
espécies do grupo de H. pulchella (Ananias, 1996) e Physalaemus (Amaral et al., 2000), o
que ndo ¢ o caso desse grupo de Dendropsophus que apresenta variagdo em morfologia

cromossomica e distribuicdo de NOR no genoma.
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Legendas
Figura 1: Mapa do Brasil representando os locais onde foram coletadas as espécies

estudadas

Figura 2: Cariotipos corados com Giemsa e em destaque submetidos ao método Ag-
NOR. Dendropsophus nanus (A) mostrando o morfo 6a ¢ 6b, constricdo secundaria do
par 13 e NOR no memo par; D. walfordi (B) mostrando NOR do par 13; D. sanborni (C)
de Botucatu, mostrando constricdo secundaria do par 12 ¢ marcacdo da NOR neste local
duplicacdo da NOR no par 12° e a NOR da populagdo de Torres 12’’e D. jimi (D)

mostrando a NOR do par 12.(Barra = Sum).

Figura 3: Cromossomos metafasicos de células intestinais submetidos ao método de
Banda C. Dendropsophus nanus (A); D. walfordi (B); D. sanborni (C) e D. jimi (D).

(Barra= 5um).

Figura 4: Cromossomos metafasicos de células intestinais submetidos ao método de
hibridagao “in situ” fluorescente (FISH). Dendropsophus nanus (A); D. walfordi (B); D.

sanborni de Botucatu (C); D. sanborni de Botucatu mostrando ao duplicagdo da NOR

(D); D. sanborni da populacao de Torres (E) e D. jimi (F). (Barra= Sum).

Figura 5: Ideogramas representativos dos caridtipos. As areas pretas indicam regides de
heterocromatina, os circulos cinza indicam a NOR. D. nanus (A); D. walfordi (B); D.

sanborni (C) e D. jimi (D).
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Tabela 1: Dados morfométricos dos cromossomos mitoticos de Dendropsophus nanus de
Bacabal (MA) (A) e de D. walfordi. Classificacdo segundo Green & Sessions (1991).

Dendropsophus nanus(A) (n=14)

D. walfordi (n=12)

B)

Cromossomo T.R.(%) R.B I.C. P.C. T.R.(%) R.B. I.C. P.C
1 10,9 2,37 0,29 SM 10,78 2,5 0,28 SM
2 10,5 2,25 0,3 SM 10 2,25 0,30 SM
3 10,14 1,08 0,48 M 9,24 1 0,41 M
4 9,73 3,0 0,25 SM 8,85 2,28 0,3 SM
5 8,92 1,75 0,36 SM 8,47 2,66 0,27 SM
6 7,29 B _ T
6’ 7,07 2,6 0,31 SM 7,7 _ _ T
7 6,88 2,4 0,29 SM 6,93 2 0,33 SM
8 6,1 1,14 0,46 M 6,16 1,28 0,43 M
9 5,67 1,33 0,42 M 5,77 1,5 0,4 M

10 5,26 0,85 0,53 M 5,39 1,33 0,42 M
11 4,45 1,2 0,45 M 5 1,16 0,46 M
12 4,15 _ _ T 4,62 _ _ T
13 3,74 1,25 0,44 M 4,22 1,2 0,45 M
14 3,34 B _ T 3,82 _ _ T
15 2,93 T 3,05 T

Tabela 2: Dados morfométricos dos cromossomos mitdticos de Dendropsoph_us sanborni de
Botucatu (SP) e D. jimi de Uberlandia (MQG). Classificagcdo segundo Green & Sessions (1991).

Dendropsophus sanborni (n=14) D. jimi (n=16)
Cromossomo T.R.(%) R.B I.C. P.C. T.R.(%) R.B. I.C. P.C.
1 11,27 2,97 0,25 SM 10,84 2,98 0,27 SM
2 10,17 2,23 0,47 M 10,52 1,76 0,44 M
3 9,63 1,13 0,30 SM 9,57 1,29 0,38 SM
4 8,06 2,86 0,25 SM 7,91 2,39 0,30 SM
5 7,73 _ T 7,72 B _ T
6 7,34 2,77 0,26 SM 6,94 2,36 0,35 SM
7 6,73 B _ T 6,86 _ _ T
8 6,36 1,44 0,39 M 6,05 1,65 0,39 M
9 5,69 1,39 0,41 M 5,88 1,34 0,44 M
10 5,29 1,28 0,43 M 5,26 1,27 0,44 M
11 4,94 1,43 0,41 M 5,18 1,33 0,43 M
12 4,75 _ _ T 4,85 _ _ T
13 4,55 _ _ T 4,58 _ _ T
14 4,17 1,37 0,42 M 4,17 1,36 0,43 M
15 3,32 T 3,67 T

R.B.= Relagao de bragos, T.R.= Tamanho relativ_o, I.C.= Indice Centromérico, P.C.= I_’osic;éo do
centrdmero; M.= Metacéntrico, S.M.= Submetacéntrico, T=Telocéntrico, n.= Numero de

metafases medidas.
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RESUMO

Os cariotipos de trés populacdes de Dendropsophus elianeae, espécie recentemente
descrita, uma de D. rubicundulus e de duas de Dendropsophus minutus foram descritos nesse
trabalho utilizando técnicas de coloragdo convencional, banda C ¢ Ag-NOR. Dendropsophus
elianeae ¢ D. rubicundulus foram até pouco tempo consideradas como uma unica espécie e D.
rubicundulus foi por muito tempo erroneamente denominada D. elongata. Os dados do presente
trabalho mostraram que D. elianeae apresenta trés pares de telocéntricos ¢ NOR no par 11,
enquanto D. rubicundulus apresenta apenas dois telocéntricos € NOR no par 5. Diferem também
de D. elongata, descrita na literatura, com apenas um par de telocéntricos. Esses dados
corroboram o status taxondmico de D. elianeae e D. rubicundulus. Nenhuma diferenca
siginificativa foi detectada entre os caridtipos das trés populagdes de D. elianeae. As duas
populacdes de D. minutus apresentaram o mesmo caridtipo ja descrito anteriormente para outras
populacdes, com auséncia de cromossomo do tipo telocéntrico. A NOR foi detectada no par 9. Na
diferenciagdo dessas espécies, pode ter ocorrido rearranjos do tipo inversdo e translocagdo,

levando a modificagdo na morfologia dos cromossomos.

INTRODUCAO

O género Dendropsophus é atualmente constituido por 87 espécies (Faivovich er al.,
2005) sendo que 31 delas ja foram cariotipadas, possuindo 2n=30 cromossomos (King, 1990;
Kuramoto, 1990; Medeiros, et al., 2003, Gruber et al., 2005). No entanto, poucas espécies foram
estudadas utilizando técnicas de coloracdo diferencial dos cromossomos. Até o final da década de
70, os dados citogenéticos eram obtidos a partir de técnicas simples e a maior preocupacao das

investigagdes era a caracterizagdo do nimero cromossdmico de cada espécie. Algumas espécies
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de Dendropsophus de 30 cromossomos foram estudadas dessa maneira (Rabello,1970; Bogart,
1973) tendo sido possivel observar variagdo na morfologia dos cromossomos, sendo o nimero e
o tamanho dos cromossomos telocéntricos a caracteristica mais utilizada para diferenciar as
espécies desse grupo.

As espécies, D. elianeae, recentemente descrita por Napoli & Caramaschi (2000) com
base em espécimes coletados em Bela Vista (MS), Brasil e D. rubicundulus, Reinhardt & Liitken
1862, foram envolvidas em uma discussdo taxondmica, uma vez que espécimes dos Estados de
Sdao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias, Brasil, atribuidos a D. rubicundulus,
foram re-descritos como uma nova espécie denominada D. elianeae. Essa re-descrigdo se baseou
em diferenciagdo morfologica, pelo fato desses animais serem maiores € mais robustos e
apresentarem dorso imaculado, em relacdo a D. rubicundulus de Minas Gerais (Napoli &
Caramaschi, 2000). Esta espécie, por sua vez, também foi erroneamente chamada de D. elongata,
até que Cardoso & Vielliard (1985), baseados em dados de vocalizacdo, identificaram os
espécimes de Minas Gerais como D. rubicundulus, espécie distinta de D. elongata.

Dendropsophus minutus Peters, 1872 ¢é uma espécie neotropical, uma das mais
amplamente distribuidas e abundantes da América do Sul (Lutz, 1973). Cardoso e Haddad (1984)
encontraram diversas formas com base no padrio de coloragdo, tamanho e bioactstica e
sugeriram que poderiam representar estagios de especiagdo. Esta espécie de Dendropsophus nao
apresenta nenhum cromossomo telocéntrico (Rabello, 1970; Bogart, 1973; Gruber, 2002),
caracteristica esta pouco comum nos caridtipos das espécies desse género, que apresentam em
geral de 1 a 5 telocéntricos.

No presente trabalho descrevemos os caridtipos de trés populagdes de D. elianeae, uma de

D. rubicundulus e duas de D. minutus, bem como o padrdo de heterocromatina e a localizacao da
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regido organizadora do nucléolo (NOR), buscando contribuir com dados para a sistematica dessas

espécies.

Material e Métodos

Foram analisados onze espécimes de Dendropsophus minutus, sendo seis espécimes
(todos machos) provenientes de Vitoria Brasil (SP) (20'11°S - 5026’W) e cinco (todos machos)
da Serra da Bodoquena (MS) (20'41°S - 56 44’W), 14 individuos de Dendropsophus elianeae de
trés localidades, sendo trés (todos machos) de Nova Itapirema (SP) (21'11°S - 49'42°W) cinco
espécimes (todos machos) de Botucatu (SP) (22°56°S - 48° 26°W) e seis espécimes (4 e 2 2),
provenientes de Serra da Bodoquena (MS) (20'41°S - 5644’ W) e onze espécimes (todos machos)
de D. rubicundulus provenientes de Uberlandia (MG) (18'56°S - 48'18°W).

Ap0s a retirada do intestino e dos testiculos, 6rgaos utilizados para a analise citogenética,
os espécimes foram fixados e depositados na colecdo do Museu de Historia Natural "Prof. Adao
José Cardoso" (ZUEC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), SP, Brasil, ou no
Museu do Departamento de Zoologia (DZSJRP), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), de
Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil, com os seguintes nimeros de registro: DZSJRP 007970-
007972 e 007974-007976 (Dendropsophus minutus de Vitéria Brasil), ZUEC 12409-12413 (D.
minutus da Serra da Bodoquena), DZSJRP 007964-007966 (D. elianeae de Nova Itapirema),
ZUEC 12273-12277 (D. elianeae de Botucatu), ZUEC 12465-12470 (D. elianeae da Serra da
Bodoquena), ZUEC 12455-12462 e 13130-13132 (D. rubicundulus de Uberlandia). Os animais

foram coletados com autorizag¢do do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e recursos renovaveis
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(IBAMA — Proc. 02001.008876/01-83) e a pesquisa teve autorizagao de Acesso a amostra do
patrimonio genético (CGEN/MMA, no. 023/2005).

As preparagdes cromossomicas foram obtidas a partir de suspensao de células do epitélio
intestinal e de testiculo como descrito por Schmid (1978a) e Schmid e colaboradores (1979). As
laminas foram coradas com solu¢do de Giemsa 10% ou submetidas as técnicas de banda C (King,
1980) e impregnacao por prata (Howell & Black, 1980). Para a nomenclatura cromossdmica

relativa a posi¢ao centromérica foi seguida a proposta de Green e Sessions (1991).

RESULTADOS

As trés espécies do presente estudo Dendropsophus elianeae, D. rubicundulus ¢ D.
minutus apresentaram cariotipos com 2n=30 cromossomos (figs.1, 2, 3 e 4). O numero
fundamental (NF) variou entre as trés espécies, sendo 54 nas trés populacdes de Dendropsophus
elianeae analisadas, 56 em D. rubicundulus ¢ 60 nas duas populagdes de D. minutus (figs.1, 2, 3
e4).

As trés populagdes de Dendropsophus elianeae apresentaram os pares 3, 10, 12, 14 ¢ 15
metacéntricos; os pares 1, 2, 4, 5, 7, 8 ¢ 11 submetacéntricos e os pares 6, 9 e 13 telocéntricos
(figs.1A, 4A e tabela 1). A NOR foi detectada no telomero do brago curto da par 11 pelo método
Ag-NOR em todos os espécimes desta espécie (figs.1A e 4A). Dendropsophus rubicundulus
apresentou os pares 3, 8, 9, 10, 11, 13, 14 e 15 metacéntricos, os pares 1, 2, 4, 5 e 7
submetacéntricos e ao pares 6 ¢ 12 telocéntricos (figs. 2A, 4B e tabela 1). A NOR foi localizada
no teldmero do brago curto do par 5 (fig. 2A e 4B). Em Dendropsophus minutus os pares 3, 12,

13, 14 e 15 s@o metacéntricos e os pares 1, 2,4, 5,6, 7, 8,9, 10 e 11 sdo submetacéntricos (figs.
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3A, 4C e tabela 1). Nas duas populagdes, a NOR foi localizada entre o centromero e o telomero
no brago longo do par 9 (fig. 3A e 4C).

O método de bandamento C permitiu identificar uma pequena quantidade de
heterocromatina somente na regido centromérica de todos os cromossomos de todos os
individuos das trés espécies (figs. 1B, 2B, 3B ¢ 4A-C). Em quatro individuos de D. rubicundulus
foi observado também um bloco de heterocromatina entre o centromero e o telomero do par 12

(fig. 2B).

DISCUSSAO

As diferengas marcantes na morfologia cromossdémica D. elianeae (de SP) e D.
rubicundulus (de MG) devido principalmente a presenca de trés pares de cromossomos
telocéntricos na primeira ¢ apenas dois pares na segunda e a localizacdo da NOR nos pares 11
(submetacéntrico) em D. elianeae ¢ 5 (submetacéntrico) em D. rubicundulus, corroboram a
classificagdo feita por Napoli & Caramaschi (1999).

A banda C intersticial encontrada no par 12 nos quatro individuos de D. rubicundulus
parece ser apenas uma variag¢do intra-especifica. O padrdo de heterocromatina ndo foi um bom
marcador para diferenciar essas espécies ja que ambas apresentaram pequena quantidade,
localizada somente na regido centromérica. Em contraste, a NOR e o niimero de telocéntricos as
diferenciam claramente (tabela 2). Essas caracteristicas dos caridtipos tém se mostrado muito
uteis para diferenciar as espécies de Dendropsophus de 30 cromossomos, as quais s30
morfologicamente muito parecidas ou cripticas, como ocorreu também com D. nanus e D.

sanborni (Medeiros et al., 2003).
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Os cariotipos dos individuos de D. elianeae do presente trabalho, provenientes de duas
populacdes do Estado de Sao Paulo (Nova Itapirema e Botucatu) e do Estado de Mato Grosso do
Sul (Bodoquena), apresentaram cariétipo semelhante ao da populagdo do municipio de Rio Claro,
analisado por Gruber (2005) em relagdo a morfologia dos cromossomos ¢ numero de
telocéntricos. Porém, além dos trés telocéntricos ocuparem posicdes diferentes no cariograma,
essa autora também descreveu a localizagdo da NOR em um cromossomo telocéntrico enquanto
nos individuos analisados no presente trabalho a NOR foi localizada em um par submetacéntrico.
Essa variagdo interpopulacional de NOR em D. elianeae poderia ser explicada por translocacao
do segmento da NOR, que alteraria o tamanho relativo dos cromossomos envolvidos no rearranjo
e conseqiientemente o posicionamento dos mesmos no cariograma. Variacdo desse tipo foi
encontrada em D. ebraccata da Costa Rica em que a populacao de Quepos apresentava a NOR no
brago longo do par 13 submetacéntrico, enquanto na populagdo do Vale de Talamanco, foi
localizada no cromossomo 10 telocéntrico (Kaiser et al., 1996). Pode-se especular se essa
variagdo cromossOmica, encontrada para essas populacdes geograficamente distintas de D.
elianeae, 3 semelhanga do que foi proposto por Kaiser er al. (1996) para D. ebraccata, seria
indicativa de um processo de especiagdo incipiente. Uma analise morfologica, comportamental e
de habitat dessas populacdes seria necessaria para se obter informagdes adicionais sobre a
diferenciagdo dessas populagdes citogeneticamente variaveis para confirmar essa hipotese.

O caridtipo de D. rubicundulus foi anteriormente descrito por Rabello (1970), porém, a
procedéncia dos espécimes ndo foi indicada no trabalho. O caridtipo analisado por Rabello
(1970) por coloragdo convencional apresentou quatro pares de cromossomos “acrocéntricos”
(=telocéntricos) enquanto D. rubicundulus do presente estudo apresentou apenas dois pares, o

que sugere um provavel erro de identificacdo. Ha outras espécies no grupo de Dendropsophus de
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30 cromossomos ja estudadas que apresentam quatro cromossomos telocéntricos em seu
caridtipo, mas ndo foi possivel associar o caridtipo obtido por Rabello com nenhum dos
cariotipos ja descritos. O desconhecimento do local de coleta dificulta ainda mais essa
comparacao.

Outra espécie estudada neste trabalho foi D. minutus, proveniente de duas localidades,
Vitéria Brasil (SP) e Serra da Bodoquena (MS). Os espécimes das duas populagdes apresentaram
morfologia cromossomica semelhante ao descrito por Rabello (1970), Bogart (1973) (ambas de
localidades desconhecidas) e Gruber (2002) (de Rio Claro e Ubatuba, SP). Comparando a
localizagao da NOR nas populagdes do presente trabalho (intersticial no brago longo do par 9)
com aquelas analisadas por Gruber (2002) (intersticial no par 12), h4 aparentemente uma grande
semelhanca; é provavel que os cromossomos sejam 0s mesmos, porém, ordenados em posigoes
diferentes nos cariotipos. Quanto ao bandamento C, a semelhancas das demais espécies de
Dendropsophus de 30 cromossomos, D. minutus também apresentou pouca heterocromatina
localizada apenas na regido centromérica. Os caridtipos das Dendropsophus de 30 cromossomos
variam principalmente pelo numero de cromossomos telocéntricos, sendo encontrados até cinco,
como em D. sanborni (Medeiros et al., 2003, Gruber, 2002), D. nahdereri (Gruber, 2002), D.
labialis (Bogart, 1973) e D. jimi (Medeiros et al., em preparagdo) (tabela 2) ou nenhum como em
D. minutus (Bogart, 1973), D. microcephalus (Anderson, 1991; Kaiser et al., 1996) e D. leali
(Bogart & Bogart 1971; Bogart, 1973).

Outra caracteristica marcante que diferencia essas espécies ¢ a localizacdo da NOR que
pode ser detectada nos cromossomos telocéntricos ou nos meta/submetacéntricos, tanto nos
maiores, como em D. nahdereri (Gruber, 2002) e D. rubicundulus (presente trabalho), quanto nos

Cromossomos menores, como ocorre com a maioria das espécies de Dendropsophus de 30
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cromossomos (tabela 2) (Kaiser et al., 1996; Medeiros et al., 2003; Gruber, 2002).
Dendropsophus rubicundulus, D. elianeae (presente trabalho) e D. jimi (Medeiros et al., em
preparacdo), pertencentes ao clado de D. rubicundulus (Napoli & Caramaschi, 1999, 2000),
diferem marcadamente por apresentarem, respectivamente, dois, trés e cinco telocéntricos e a
NOR em cromossomos distintos. No entanto, D. jimi (Medeiros et al., em preparagdo) apresenta
cariétipo idéntico ao de D. sanborni (Medeiros et al., 2003) a qual estava incluida em outro
grupo, o de D. microcephalus. O agrupamento proposto por Faivovich et al. (2005) na filogenia
de Hylinae derivada de estudos de seqiiéncias de DNA e morfologia externa, ¢ mais condizente
com os resultados obtidos pela andlise citogenética, uma vez que incluiu no grupo de D.
microcephalus as espécies Dendropsophus nanus, D. sanborni, D. walfordi, D. bipunctatus e D.
rhodopeplus (grupo D. microcephalus), D. berthalutzae (grupo decipiens) e D. rubicundulus
(clado rubicundulus). Portanto, D. jimi e D. elianeae citogeneticamente ficariam no grupo de D.
microcephalus.

Essas espécies apresentam em comum o numero de cromossomos € morfologia
conservada dos pares maiores. A analise desses caridtipos sugere que na diversificagdo dessas
espécies pode ter predominado rearranjos cromossOmicos do tipo inversdo pericéntrica e
translocagdo, que levaram a mudangas na morfologia e tamanho dos cromossomos ¢ a dispersao
da NOR dentro do genoma, sem alterar o nimero de cromossomos (todas 2n=30). Verifica-se
também pequena quantidade de heterocromatina, em geral restrita a regido centromérica. As
caracteristicas de aumento de contetido de heterocromatina e sua distribuicdo no genoma ja foram
inimeras vezes relacionadas com eventos de evolugdo cromossdmica de anfibios anuros. Em
especial, o aumento de heterocromatina parece caracterizar cariotipos mais derivados em anuros,

conforme proposto por Schmid ez al.(1978a).
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Segundo Borgart (1973), as espécies de Dendropsophus de 30 cromossomos parecem
formar agrupamentos conforme o niimero de cromossomos considerados telocéntricos. No
entanto, a medida que outras espécies do grupo sdo analisadas citogeneticamente, essa regra
parece nao se confirmar. Os cariotipos das espécies deste grupo tém, no entanto, algumas
caracteristicas em comum. Por exemplo, os pares cromossomicos 1, 2, 3 e 4 s3o sempre meta ou
submetacéntricos (Rabello, 1970; Bogart, 1973; Medeiros et al., 2003). Com excecdo de
Dendropsophus minutus, D. leali e D. microcephalus, as espécies analisadas até o momento
também apresentam um ou dois cromossomos telocéntricos grandes e a partir do sexto par
sempre sdo encontrados os trés tipos de morfologia cromossomica.

Skuk & Langone (1992) consideraram que os pares telocéntricos que aparecem nas quatro
espécies por eles estudadas (Dendropsophus nanus, D. sanborni, D. baileyi ¢ D. berthalutzae)
poderiam caracterizar a condi¢do ancestral. Assim, a auséncia destes cromossomos indicaria uma
condi¢do derivada. No entanto, na filogenia de Faivovich et al. (2005), D. microcephalus
(nenhum telocéntrico) esta no clado das espécies com um (D. rhodoplepus e D. bipunctatus), dois
(D. rubicundulus), quatro (D. nanus) e cinco (D. sanborni) telocéntricos, tendo ainda D.
marmorata (com cinco) (Bogart, 1973) como a espécie mais basal e D. minutus (com nenhum
telocéntrico) como espécie mais basal em relagdo a D. microcephalus. Por outro lado, na
filogenia de Faivovich er al. (2005), Dendropsophus forma um grupo monofilético proximamente
relacionado aos géneros Pseudis ¢ Lysapsus (Hylinae). Todas as espécies desses dois géneros
apresentaram 2n=24 (Busin et al., 2001; Busin et al. — em preparagdo), com exce¢ao de uma
unica espécie, P. cardosoi, que apresentou 2n=28 cromossomos com quatro pares de
telocéntricos (Busin er al., 2001). Um estudo filogenético incluindo essa espécie poderia ser

bastante esclarecedor.
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Verifica-se que as espécies de Hylinae com 2n=30 cromossomos sdo cariotipicamente
mais diversificadas do que as com 2n=24, em relagdo a morfologia dos cromossomos, sendo que
o numero fundamental (NF) das espécies de Dendropsophus varia de 50 a 60 (ver Bogart, 1973;
Anderson et al., 1991; Kaiser et al., 1996, Gruber et al., 2005; Medeiros et al., 2003). Segundo
King et al. (1990), esta diversidade no numero fundamental das espécies de 30 cromossomos ¢é
devido a uma consideravel quantidade de rearranjos cromossomicos, principalmente do tipo
inversdo pericéntrica. Apesar dessa diferenga cariotipica, as espécies de Dendropsophus sao
pequenas ¢ de coloragdo muito semelhante, o que dificulta a identificacdo (Bogart, 1973). O
estudo cromossomico, juntamente com dados morfologicos, osteoldgicos e moleculares confirma

que o grupo com 30 cromossomos ¢ monofilético.
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Legendas
Figura 1: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Dendropsophus elianeae
corados com Giemsa e submetidos ao método Ag-NOR (A), Caridtipo de D. elianeae

submetido ao método de banda C (B). (Barra= Sum).

Figura 2: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Dendropsophus
rubicundulus corados com Giemsa e submetidos ao método Ag-NOR (A), Cariotipo de

D. rubicundulus submetido ao método de banda C (B). (Barra= S5um).

Figura 3: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Dendropsophus minutus
corados com Giemsa e submetidos ao método Ag-NOR (A), Caridtipo de D. minutus

submetido ao método de banda C (B). (Barra= Sum).

Figura 4: Ideograma representativo dos cariotipos de Dendropsophus elianeae (A), D.
rubicundulus (B) e D. minutus (C). As areas pretas indicam regides de heterocromatina,

os circulos cinza indicam a NOR.
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Tabela 1: Dados morfométricos dos cromossomos mitoticos de Dendropsophus

rubicundulus de Uberlandia (MG), D. elianeae de Nova Itapirema (SP) e D.

minutus da Serra da Bodoquena (MS). Classificagdo segundo Green & Sessions

(1991).
Dendropsophus rubicundulus  (n=14) D. elianeae  (n=18) D. minutus ~ (n=16)

CR T.R.(%) RB IC. PC. TR(%) RB. LC. PC TR(%) RB IC. PC.
1 11,97 326 0,25 SM 10,23 3 0,25 SM 11,85 2,75 026 SM
2 10,28 2,23 0,31 SM 10.58 2,8 026 SM 10,27 333 0,25 SM
3 9,35 1,09 0,5 M 9,81 1,21 045 M 9,09 1 047 M
4 8,35 1,96 033 SM 8,19 284 026 SM 8,30 32 025 SM
5 7,79 2,19 0,31 SM 7,84 3,11 0,25 SM 7,50 2,16 0,31 SM
6 7,04 _ B T 7,76 _ _ T 7,45 2,16 031 SM
7 7,23 1,85 0,35 SM 7,44 2,88 025 SM 7,11 2,60 027 SM
8 6,47 1,46 0,40 M 6,58 1,81 035 SM 6,31 1,60 0,37 SM
9 6,10 1,40 041 M 6,15 _ _ T 5,92 1,50 0,35 SM
10 5,35 1,37 042 M 5,97 1,33 042 M 5,53 2,50 0,28 SM
11 4,69 1,38 042 M 4,87 1,85 0,34 SM 4,90 1,8 035 SM
12 4,88 ~ B T 4,44 1,08 048 M 4,73 14 041 M

13 4,13 1,09 047 M 426 _ - T 4,34 1,75 037 M

14 3,66 1,16 0,46 M 3,15 LI5 047 M 3,55 1,25 044 M

15 3,09 1,2 0,45 M 2,73 L,LI6 046 M 3,16 1 0,5 M

CR=cromossomo, R.B.= Razdo de bracos, T.R.= Tamanho relativo, I.C.= Indice

Centromérico,

P.C.= Posicdo do centromero;
Submetacéntrico, T=Telocéntrico, n.= Numero de metafases medidas.

M.= Metacéntrico, S.M.=
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Tabela 2: Dados cromossdmicos das espécies de Dendropsophus.

Espécie Local no. Nimer | NF | telocéntricos | metacéntricos | Submetacéntricos Banda C NOR OBS.
indivivduos | o de
analisados | cromos
D. nanus’ Botucatu 15(1%) 2n=30 52 | 6,12,14e15 | 3,89,10,11¢ 1,245¢e7 centromérica Telomero do brago longo | 9 espécimes 2n=31 ¢
(SP) 13 do par 13 um 2n=31,32 ¢ 33
D. nanus’ Telémaco 108 2n=30 52 6,12,14¢ 15 | 3,8,9,10,11¢ 1,24,5¢e7 Centroméricat+ um | Telomero do brago longo
Borba (PR) 13 peq. bloco no par 3 do par 13
D. nanus’ Bacabal 22(158 ¢ 2n=30 52 | 6,12,14e15 | 3,89,10,11¢ 1,245¢e7 Centromeérica Telomero do brago longo
(MA) 7%) 13 do par 13
D. nanus’ Bodoquena 131%) 2n=30 | 52a | 6,12,14e15 | 3,89,10,11¢ 1,245e7 centromérica Telomero do brago longo | Em um espécime um
MS) ? 13 do par 13 dos homologos do par
51 6 era submetacéntrico
D. walfordi’ Rondoénia 168 2n=30 52 6,12,14e 15 | 3,8,9,10,11¢ 1,245e7 centromérica Telomero do brago longo = Dendropsophus
13 do par 13 nanus
D. sanborni’ Botucatu 22 (208 e 2n=30 50 5,7,12,13 ¢ 2,8,9,10,11 ¢ 1,34¢e6 centromérica Entre o telomero € o Localizagdo da NOR #
(SP) 22) 15 14 centromero do parl2 de As de Nova
Itapirema
D. sanborni’ | Torres (RS) 8(4d e 2n=30 50 5,7,12,13 ¢ 2,8,9,10,11 ¢ 1,34¢6 centromérica Entre o telomero e o Localizagdo da NOR =
42) 15 14 centromero do parl2 Botucatu e # de As de
Nova Itapirema
D. jimi’ Uberlandia 168 2n=30 50 5,6,11,13 ¢ 3,8,9,10,12 ¢ 1,24¢e7 centromérica no teldmero do par 13 Quase idéntico
MG) 14 15 (posigao crom.) a D.
sanborni de N.
Itapirema
D. elianeae’ Bodoquena 6 (4 e 2n=30 54 6,9¢13 3,10,12,14 e 15 1,2,4578 ¢ 11 centromérica Telémero do brago curto =
MS) 2%) do par 11
D. elianeae’ Botucatu 58 2n=30 54 6,9¢el3 3,10,12,14 e 15 1,2,4,57,8 ¢ 11 centromérica Teldmero do brago curto =
(SP) dopar 11
D. elianeae® Nova 38 2n=30 54 69¢el3 3,10,12,14 ¢ 15 1,245,78¢e 11 centromérica Teldmero do brago curto =
Itapirema do par 11
(SP)
D. Uberlandia 118 2n=30 56 6el3 3,89,10,11,12, 1,24,5¢7 Centromérica em 4 | telomero do brago curto do
rubicundulus’ MG) 14¢e 15 As um peq. bloco par 5
inersticial no parl?2
D. minutus’ Vitéria 68 2n=30 60 _ 3,12,13,14¢ 15| 1,2,4,5,6,7,89,10 ¢ centromérica Entre o centrémero e o =
Brasil (SP) 11 telomero do brago longo do
par 9
D. minutus’ Bodoquena 58 2n=30 60 B 3,12,13,14¢e¢ 15| 1,2,4,5,6,7,89,10 ¢ centromérica Entre o centrémero e o =
MS) 11 telomero do brago longo do

par 9

(1) Medeiros et al., em preparacao; (2) Presente artigo

77




4. ARTIGO III

Obs.: Os dados citogenéticos referente a espécie Dendropsophus nanus da populagdo de Nova
Itapirema, SP, fizeram parte da tese de mestrado de Medeiros, 2000. A populagdo de Botucatu,
SP, foi analisada durante o doutorado.
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Abstract

This report describes the presence of B-chromosomes in two populations of
Dendropsophus nanus (= Hyla nana Boulenger, 1889) from Sao Paulo State, Brazil.
These chromosomes were observed in 9.3% (4 out of 43 specimens) and 60% (9 out of
15 specimens) of specimens from the municipalities of Nova Alianca and Botucatu,
respectively. The karyotype of 2n = 30+1B found in D. nanus was similar to that of
other species with 2n=30 chromosomes, except for the presence of an additional small
telocentric chromosome. In one specimen from Botucatu, cells with one to three extra
chromosomes were observed. These B-chromosomes appear as univalent in meiosis I
and did not bear a nucleolar organizer region (NOR) or exhibit constitutive

heterochromatin.

Introduction

B-Chromosomes are extra genomic elements that occur in animals and plants and
are generally considered dispensable for normal development since they have no
apparent functions (Jones and Rees, 1982). According to Beukeboom (1994), B
chromosomes occur in approximately 15% of living species. These chromosomes have
been described for 26 species of salamanders and frogs (Green, 2004). Individuals with
these chromosomes are usually phenotypically indistinguishable from those without

them (Clark and Wall, 1996). B-chromosomes bear no similarity to the autosomes, are
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inherited in a non-Mendelian pattern, and occur as univalents in meiosis (Jones and
Rees, 1982; Green, 1991, 2004).

The number of B-chromosomes can vary among populations of the same species,
among individuals of the same population and among cells of the same individual. In
the latter case, this variation results from a delay in anaphase, with subsequent
elimination of the B-chromosomes from some cells or tissues, or is caused by non-
mitotic disjunction in which both sister chromatids migrate to the same pole (Guerra,
1988; Clark and Wall, 1996).

Among vertebrates, one of the largest variations in the number of B-chromosomes
has been described for Leiopelma hochstetteri, a frog endemic to New Zealand, in
which individuals with up to 16 of these chromosomes have been observed (Green,
1988). This variation has been attributed to non-meiotic disjunction resulting from
instability during cell division.

In Anura, B-chromosomes have been described in only 10 species from six families:
Hylidae (Acris crepitans, Hypsiboas sp. aff. circundata) (Nur and Nevo, 19609;
Baldissera er al., 1993), Leiopelmatidae (Leiopelma hochstetteri) (Green et al., 1987,
1993; Green, 1988, 2004; Sharbel et al., 1998), Discoglossidae (Discoglossus pictus)
(Schmid er al., 1987), Pelobatidae (Scaphiopus hammondi) (Green, 1991), Ranidae
(Amolops liangshanensis, Rana everetti, R. temporaria) (Ullerich, 1967; Schmid, 1978;
Wu and Zhao, 1985; Kuramoto, 1989; Belcheva and Sofianidou, 1990) and
Leptodactylidae (Megaelosia massarti, Gastrotheca espeletia) (Rosa et al., 2003;
Schmid et al., 2002). Anuran B-chromosomes vary in size, in the amount of

heterochromatin and repeated DNA sequences, and in number. Most B-chromosomes in
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anurans are derived from the A set of chromosomes in the corresponding species and
have apparently undergone cumulative evolutionary changes since their formation
(Green, 2004).

In this report, we describe one more case of B-chromosomes in anurans involving
specimens of Dendropsophus nanus (= Hyla nana Boulenger, 1889) from two

populations collected at different localities in southeastern Brazil.

Materials and methods

Forty-three specimens (40 males and 3 females) of D. nanus were collected at Nova
Alianga (22'11°S, 49'42°W), in Sdo Paulo State (SP), Brazil, from February to May
1998 and from October 1998 to May 1999, and 15 specimens (all males) were collected
at Botucatu (22'53’S, 48 26’ W), SP, Brazil, in November 2000.

The specimens were identified according to Rossa-Feres (1997) and Rossa-Feres
and Jim (2001), and were deposited in the Museu de Histéria Natural "Prof. Addo José
Cardoso" (ZUEC), Universidade Estadual de Campinas, SP, Brazil and in the
Departamento de Zoologia (DSJRP), Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio
Preto, SP, Brazil, under the accession numbers ZUEC 11405 to 11412, 11416 to 11418,
11647 to 11677, 12242 to 12272 and DZSJRP 1111. The frogs were collected with a
permit issued by the Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Renovaveis
(IBAMA — Proc. 02001.008876/01-83).

Chromosomal preparations were obtained from intestinal or testicular cell
suspensions, as described by Schmid (1978) and Schmid er al., (1979). The slides were

stained with 10% Giemsa solution and prepared for C-banding (King, 1980), Ag-NOR
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staining (Howell and Black, 1980) and fluorescence in situ hybridization (FISH) with
rDNA probes (Viegas-Péquignot, 1992). The probe for FISH consisted of a recombinant
plasmid HM 123 containing a fragment of Xenopus laevis TDNA (Meunier-Rotival et al.,
1979), which was biotin-labelled by a nick translation reaction using a GIBCO protocol.
The chromosomal preparations were analyzed using an Olympus BX60
photomicroscope. The chromosomal nomenclature relative to the position of the

centromere followed that of Green and Sessions (1991).

Results

The karyotype of 39 specimens of D. nanus from Nova Alianga and five specimens
from Botucatu showed 2n = 30 chromosomes (Figure 1A), as previously described for a
population from Nova Alianga (Medeiros et al., 2003). However, in four males from
Nova Alianga (ZUEC 11673, 11651, 11652 and DZSJRP 1111) and nine males from
Botucatu (ZUEC 12242, 12245, 12246, 12247, 12249, 12251, 12254, 12256 and
12261), the karyotype was 2n = 31 chromosomes (Table 1). This karyotype differed
from that of 2n=30 by the presence of an extra small telocentric chromosome (Figure
1B). In one specimen from Botucatu, we observed cells with 2n = 30+1B, 30+2B or
30+3B chromosomes (Figure 1B-D, Table 1). These additional chromosomes were all
of the same size and morphology.

The small extra chromosome was observed in metaphases from meiosis that had 15
bivalents and one, two or three small univalents (Figure 2A-C). Hence, the B-
chromosomes were not associated with the A chromosomes. Individuals with 2n = 30

chromosomes had 15 bivalents, and no univalents in meiosis I.
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The two populations of D. nanus shared a common C-banding pattern characterized
by small amounts of heterochromatin in the pericentromeric region of all chromosomes
(Figure 1E), except for the extra chromosomes (Figure 1F-H). In the metaphases of four
specimens with 2n = 30+1B chromosomes from Nova Alianga, and in all specimens
from Botucatu with 2n = 30+1B and in that one with 2n=30+1-3B, the small extra
chromosomes showed no signs of an NOR. This region was detected on chromosome
pair 13 in all specimens analyzed after Ag-NOR staining and FISH techniques (Figures

1T and 3A, B).

Discussion

The extra chromosomes found in specimens of D. nanus with 2n=31, and in the
specimen from Botucatu that had cells with 2n=31 to 2n=33 chromosomes, can be
considered as B-chromosomes since they showed some of the characteristics usually
attributed to these chromosomes. Previous descriptions of the karyotype of D. nanus for
other populations (Rabello, 1970; Bogart, 1973; Skuk and Langone, 1992) did not
mention the presence of any B-chromosomes. This small extra element, which differs
morphologically from autosomes, always occurs as a univalent in cells in metaphase I
(reviewed in Jones and Rees, 1982).

B-Chromosomes contain few genes with important effects, although some of these
chromosomes may carry functional genes (Green, 1990). The influence that these
chromosomes exert is usually determined by the number of these chromosomes present
in the cell, although this has not yet been documented for amphibians (Green, 1991). In

some cases, the effect can be a decrease in fertility (Hewitt et al., 1987) and abnormal
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meiosis (Parker et al., 1981). Several studies have shown that some genes on B-
chromosomes are expressed (Green, 1990; Jones, 1995; Covert, 1998; Camacho, 2000;
Green, 2004). An interesting case of B-chromosomes in amphibians involves Leiopelma
hochstetteri (Anura), which may have up to 16 extra chromosomes. In this species, the
B-chromosomes in the lampbrush state have small lateral loops indicating
transcriptional activity, although this is lower than that of autosomes (Green et al., 1987,
Green, 1988). In this species, B-chromosomes are most probably derived from the sex
chromosome (Green, 2004). This conclusion is supported by the homology between the
DNA sequences of the B-chromosomes and the univalent W chromosome that indicates
derivation from the latter (Sharbel et al., 1998).

The B chromosomes of D. nanus contained no active NOR, as shown by silver
staining and FISH. The presence of ribosomal genes in B-chromosomes is rare and has
been detected in the Anura only in Scaphiopus hammondi (Green, 1988) and
Gastrotheca espeletia (Schmid et al., 2002). In the former species, the NOR contributes
to the number of nucleoli in the cell, indicating that B-chromosomes can carry
functional genes of great importance (Green, 1991). Belcheva and Sofianidou (1990)
described B-chromosomes in Rana temporaria and argued that the maintenance of B-
chromosomes in this population indicated that they conferred some advantage to
transcriptional activity or to the genetic variability of the species.

Various mechanisms have been proposed to explain the origin and conservation of
B-chromosomes. Traditionally, these chromosomes are believed to be derived from
autosomes (Jones and Rees 1982). Since there is no pairing or quiasmata between B-

chromosomes and sections of A chromosomes in meiosis, it is probable that the initial
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homology among these two groups must have been quickly lost. Modifications in the
structure and in the pairing behavior during meiosis thus prevent association with the
ancestral A chromosomes (Camacho et al., 2000).

Heterochromatization is a common process that occurs during the differentiation of
these extra chromosomes since many are completely heterochromatic in numerous
species (Venere et al., 1999). Although the heterochromatic condition of B
chromosomes is not a general pattern, these chromosomes may have originated from
centromeric fragments, but this hypothesis has received little support (Green et al.,
1987; Camacho et al., 2000). This process of B-chromosome differentiation is not
applicable to D. nanus since these chromosomes showed no heterochromatic band.
Hence, their isolation from the A chromosomes must have involved other mechanisms.

Another possibility to explain the origin of B-chromosomes is that they may be
derived from the A chromosomes of other closely related species through interspecific
hybridization, as suggested for hybrid species of the fish Poecilia formosa (Schartl et
al., 1995) and the wasp Nasonia (McAllister and Werren, 1997). Dendropsophus
sanborni Schmidt, 1944 is morphologically (Cei, 1980; Langone, 1994) and
ecologically (Cei, 1980; Rossa-Ferres, 1997) very similar to D. nanus, and both belong
to the same intrageneric group (Frost, 2004). Considering their great similarity and
syntopic occurrence at several localities (Langone and Basso, 1987), we cannot discard
the hypothesis of interspecific hybridization as the origin of karyotypes with B-

chromosomes in D. nana.
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Legends

Figure 1. Karyotypes of D. nanus after Giemsa staining (A) and C-banding (E). One, two
and three small telocentric B-chromosomes were seen in metaphases of some specimens
after Giemsa staining (B-D) and C-banding (F-H). Ag-NOR-bearing chromosomes (I). Bar

=5 pum.

Figure 2. Metaphase I of D. nanus with 15 bivalents and one (A), two (B) and three (C)

small univalent B-chromosomes after Giemsa staining. Bar =5 pm.

Figure 3. Mitotic metaphases of D. nanus with one (A) and two (B) B-chromosomes

(arrows) after fluorescence in situ hybridization. Bar = 5 pm.
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Table 1: Museum accession number, sex, location, number of metaphases analyzed and number

of B chromosomes in Dendropsophus nanus.

Specimens Sex Collection Number of Number of Number
(Museum locality metaphases metaphases with ~ of B
accession analyzed B chromosomes chromo-
number) Intestine Testis Intestine Testis somes

ZUEC 11651 M Nova Alianga (SP) 19 17 11 12 1
ZUEC 11652 M Nova Alianga (SP) 23 11 14 7 1
ZUEC 11673 M Nova Alianga (SP) 12 8 5 6 1
DZSJRP 1111 M  Nova Alianga (SP) 14 12 8 6 1
ZUEC 12242 M Botucatu (SP) 28 39 9 10 1

6 9 2

5 12 3
ZUEC 12245 M Botucatu (SP) 24 6 18 9 1
ZUEC 12246 M Botucatu (SP) 14 12 12 8 1
ZUEC 12247 M Botucatu (SP) 8 5 5 3 1
ZUEC 12249 M Botucatu (SP) 22 7 17 5 1
ZUEC 12251 M Botucatu (SP) 12 10 8 8 1
ZUEC 12254 M Botucatu (SP) 18 12 13 9 1
ZUEC 12256 M Botucatu (SP) 28 14 23 9 1
ZUEC 12261 M Botucatu (SP) 13 8 7 6 1

ZUEC = Museu de Histéria Natural “Professor Adao José Cardoso”, Universidade Estadual
de Campinas, Sao Paulo, Brazil.
DZSIJRP = Colecao do Departamento de Zoologia, Universidade Estadual Paulista, Sdo José
do Rio Preto, Sao Paulo, Brazil.
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5. Conclusoes gerais

- Os dados obtidos para as sete espécies do presente estudo (Dendropsophus nanus, D.
sanborni, D. minutus, D. rubicundulus D. elianeae, D. jimi ¢ D. walfordi) revelaram a
presenga de 2n=30 cromossomos em todas espécies.

- Os cariotipos das quatro populagdes de Dendropsophus nanus analisadas mostraram-se
semelhantes ao descrito por Medeiros et al. (2003) para a populacdo de Nova Itapirema (SP).
Porém, na populacdo de Botucatu foi observada a presenca de um pequeno cromossomo
adicional em nove individuos e em um espécime foram encontrados até trés destes pequenos
cromossomos. Esses cromossomos foram considerados como cromossomos B por possuirem
algumas das caracteristicas a eles atribuidas, como comportamento de univalente na meiose I.
Esses cromossomos supernumerdrios se caracterizaram também pela auséncia de genes
ribossomais e de heterocromatina.

- Nas quatro populagdes de D. nanus, a NOR foi detectada também no par 13, como
descrito para a de Nova Itapirema (SP) por Medeiros et al. (2003) e ndo foram detectadas
marcagoes adicionais.

- O heteromorfismo no par 6, com um dos homdlogos telocéntrico e o outro
submetacéntrico (NF=51), em um espécime de Dendropsophus nanus proveniente da Serra da
Bodoquena (MS), provavelmente ocorreu por inversdo do tipo pericéntrica uma vez que mudou
a morfologia ~mas ndo foi detectada alteracio de tamanho total do cromossomo
submetacéntrico.

- As populacdes de Dendropsophus sanborni analisadas mostraram que,

morfologicamente, os cromossomos sdo muito semelhantes aos da populagdo de Nova
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Itapirema (SP). Porém, houve diferenca na localizagdo da NOR no par 12, pois nas populagdes
de Botucatu e Torres, encontra-se localizado entre o centrdmero e o telomero, enquanto na
populacdo de Nova Itapirema estd localizada no telémero. Isto provavelmente ocorreu por
inversao paracéntrica.

- O heteromorfismo de NOR observado no par 12 em um espécime de D. sanborni de
Botucatu (SP), trata-se de uma variagdo interpopulacional, devido provavelmente a uma
duplicacdo da NOR.

- Os dados citogenéticos ndo permitiram distinguir D. nanus de D. walfordi, assim como
Dendropsophus sanborni de D. jimi, sugerindo se tratam de espécies intimamente relacionadas.

- Os resultados do presente estudo corroboram a classificacdo feita por Napoli &
Caramaschi (1999) com relagdo a D. elianeae (de SP) e D. rubicundulus (de MG) devido a
diferengas marcantes na morfologia cromossdmica, principalmente pela presenca de trés pares
de cromossomos telocéntricos na primeira e apenas dois pares na segunda e pela localizagdo da
NOR nos pares 11 (submetacéntrico) em D. elianeae e 5 (submetacéntrico) em D.
rubicundulus.

- Dendropsophus jimi apresentou um cariotipo idéntico ao de D. sanborni e diferem de D.
rubicundulus e D. elianeae pela morfologia e localizagdo da NOR. Considerando essas
caracteristicas cariotipicas, D. jimi poderia fazer parte do mesmo grupo das demais espécies
estudadas aqui, o que esta de acordo também com o agrupamento proposto na filogenia de
Faivovich et al. (2005) que inclui essas espécies no grupo de Dendropsophus microcephalus.
Do ponto de vista citogenético, D. jimi também ficaria incluida nesse grupo.

- As duas populagdes de D. minutus, de Vitdria Brasil (SP) e Serra da Bodoquena (MS)

apresentaram morfologia cromossdmica semelhante ao descrito anteriormente por outros
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autores. A semelhanga morfoldgica entre os cromossomos portadores da NOR, par 9 nas
populagdes estudadas no presente trabalho e 12 naquelas analisadas por Gruber (2002), ¢ a
posicao coincidente da NOR nesses cromossomos, sugere que OS Cromossomos sejam o0s
mesmos, porém, ordenados em posigdes diferentes nos cariotipos.

- O padriao de distribuicdo de heterocromatina, com todas as espécies apresentando
pequena quantidade localizada somente na regido centromérica, ¢ semelhante ao das demais
espécies de Dendropsophus de 30 cromossomos. Exce¢des ocorreram apenas na populagao
de D. nanus de Telémaco Borba (PR) e em D. rubicundulus de Uberlandia (MG), em que
alguns espécimes apresentaram um pequeno bloco de heterocromatina intersticial em um
dos pares, caracterizando uma variagao intrapopulacional.

- Apesar da variacdo no NF, a morfologia de alguns cromossomos das espécies do
presente trabalho ¢ muito semelhante. Os pares 1, 2, 3 e 4 s3o sempre metacéntricos ou
submetacéntricos e, com excecdo de Dendropsophus minutus, a maioria das espécies
também apresenta um ou mais cromossomos telocéntricos grandes.

- O nimero fundamental (NF) variou de 50 a 60 entre as espécies analisadas devido as
diferengas no numero de cromossomos telocéntricos, sendo encontrados desde cinco pares
em D. sanborni até nenhum par como em D. minutus. Esses resultados ndo corroboraram a
hipdtese de Skuk & Langone (1992) de que a presenca de pares telocéntricos poderia indicar
uma condi¢do ancestral e a auséncia desse tipo de cromossomos uma condi¢do derivada,
uma vez que na filogenia de Hylidae proposta por Faivovich e colaboradores (2005) essas
espécies foram incluidas no grupo de D. microcephalus, clado derivado dentro das
Dendropsophus de 30 cromossomos, e que este clado é composto de espécies com nenhum

(D. microcephalus), com um (D. rhodoplepa e D. bipunctata), dois (D. rubicundulus),
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quatro (D. nana) e cinco (D. sanborni) telocéntricos, tendo ainda D. microcephalus (com

nenhum) como a espécie mais basal do grupo de Dendropsophus de 30 cromossomos.
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