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I - Resumo

O género Pseudis é composto atualmente por 7 espécies, todas elas ja cariotipadas. Dentre essas, apenas P.
tocantins apresenta cromossomos sexuais heteromorficos Z e W, o que sugere que a diferenciacdo desses
cromossomos tenha sido um evento recente na historia evolutiva do género. O cromossomo Z de P. focantins
¢ metacéntrico e apresenta uma NOR intersticial no brago longo, adjacente a uma banda heterocromatica
pericentromérica. J& o cromossomo W é submetacéntrico, portador de uma NOR pericentromérica no brago
longo, adjacente a uma banda heterocromatica bastante evidente, maior do que aquela presente no
cromossomo Z, o que ¢ responsavel, inclusive, pela diferenca de tamanho observada entre esses
cromossomos. A distinta posi¢éo relativa ocupada pela NOR e pela banda heterocromatica no brago longo dos
cromossomos Z ¢ W evidencia a ocorréncia de inversdo paracéntrica ao longo da diferenciagdo evolutiva
desses cromossomos. J4 o tamanho diferencial da banda heterocromatica sugere que um fendmeno de
amplificacdo tenha ocorrido durante esse processo. Mesmo com todas essas informagdes, a caracterizagéo
citogenética classica ndo permite avaliar as diferengas moleculares entre esses cromossomos sexuais. No
presente trabalho, a fim de melhor comparar os cromossomos Z ¢ W foram empregadas as técnicas de
hibridagdo gendmica comparativa (CGH) e de pintura cromossémica com sondas construidas a partir de
copias do cromossomo Z microdissecadas. Sequéncias PcP190EcoRI, pertencentes a uma familia de DNA
satélite derivada de DNAr 5S isolada originalmente do anuro Physalaemus cuvieri, também foram
investigadas. Para melhor analise desses resultados, foram também caracterizadas e mapeadas sequéncias de
DNAr 5S. Nos experimentos de CGH foi possivel identificar um sinal de hibridagdo W-especifico
correspondente ao segmento heterocromatico DAPI-positivo no brago longo desse cromossomo. A
microdisseccdo de copias do cromossomo Z permitiu a constru¢o de uma sonda, denominada 190.1Z, que
revelou sinais de hibrida¢do na regido heterocromética do cromossomo Z, porém nenhum sinal dela foi
observado no cromossomo W. Esses resultados permitem a inferéncia de que os blocos heterocromaticos
presentes no brago longo dos cromossomos Z ¢ W, além de diferirem no tamanho, diferem também em
composi¢do, o que ainda ndo havia sido observado. Foram isolados dois tipos de DNAr 5S, um com 227 pb,
chamado de DNAr 5S do tipo I, e outro com 760 pb, chamado de DNAr 5S do tipo II. Esse ultimo foi
mapeado no cromossomo 5 de P. tocantins. Sequéncias do DNA repetitivo PCP190EcoRI foram isoladas a
partir do DNA gendémico de fémeas e também a partir de copias do cromossomo Z microdissecadas. Todas
apresentaram alta similaridade com sequéncias de PcP190EcoRI de Physalaemus cuvieri, embora aquelas
isoladas do cromossomo Z tenham apresentado maior similaridade (70,31%) do que as obtidas de amostras do
DNA gendmico (66,83%). Um dos fragmentos isolados a partir de amostras do DNA gendmico mostrou duas
repeticdes adjacentes, o que permitiu verificar o tamanho completo de um monémero (166 pb). Os fragmentos
de PcP190EcoRI isolados de DNA genémico de fémeas quando utilizados como sondas em experimentos de
FISH detectaram exclusivamente a regido heterocromética do braco longo do cromossomo W. Um forte sinal
de hibridag@o dessas sondas se estendeu por toda essa regifio heterocromatica, enquanto nenhum sinal foi
observado na banda heterocromatica do cromossomo Z. Esse resultado e a nfio amplificagéo, a partir do DNA
isolado de cromossomos Z, da sequéncia PcP190EcoRI mapeada no cromossomo W levanta a possibilidade
de que este seja exclusivo do cromossomo W. Embora essa possibilidade ainda necessite de confirmago, os
dados disponiveis ja permitem concluir que, a0 menos em relagéo ao numero de repeticdes de sequéncias da
familia PcP190EcoRI, os blocos heterocromaticos dos cromossomos Z ¢ W diferem bastante. Portanto, o
DNA repetitivo PcP190EcoRI parece ter exercido um importante papel na diferenciacdo dos cromossomos
sexuais de P. focantins. As sequéncias isoladas no presente estudo fornecem novos elementos para a andlise
mais aprofundada dos cromossomos das demais espécies do género, especialmente de seus pares
cromossOmicos 7, provavelmente homedlogos ao par sexual de P. focantins e, dessa forma, poderdo ainda
auxiliar no estudo da evolugfo cariotipica ocorrida nesse grupo.



II -Abstract

The genus Pseudis is currently composed of 7 species, all of them already karyotyped. Among them, only P.
tocantins shows Z and W heteromorphic sex chromosomes, suggesting that the differentiation of these
chromosomes was a recent event on evolutionary history of the genus. The P. tocantins Z chromosome is
metacentric and presents an interstitial NOR on the long arm, which is adjacent to a pericentromeric
heterochromatin. Meanwhile the submetacentric W chromosome carriers a pericentromeric NOR on the long
arm, adjacent to a quite evident heterochromatic band, which is greater than that found on Z chromosome and
responds to the size difference observed between these chromosomes. The distinct relative position of the
NOR and heterochromatin band in the long arm of the Z and W chromosomes is an evidence of the
occurrence of paracentric inversion along the evolution of these chromosomes. In addition, the differential
size of the heterochromatic band in the long arm of these chromosomes suggests the occurrence of
amplification phenomenon. Despite all these inferences, molecular differences between these sex
chromosomes remain to be elucidated. In the present work, to better evaluate the differences between Z and
W chromosomes, we employed comparative genomic hybridization (CGH) and chromosome painting with
probes generated from microdissected copies of the Z chromosome. Sequences of PcP190EcoRI, belonging to
a satellite DNA family derived from 5S rDNA, which was originally isolated from the anuran Physalaemus
cuvieri, were also investigated. For a better analysis of PcP190EcoRI results, sequences of the 5S rDNA were
characterized and mapped. CGH identified a Wq-specific region, coincident with the heterochromatic DAPI-
positive segment of this chromosome arm. The probe generated from the microdissected Z chromosome
copies, named 190.1Z probe, did not enable the detection of the entire chromosome but did reveal a region in
the heterochromatic segment of Zq. In contrast, this probe produced no hybridisation signal in the W
chromosome. These results allow to infer that the heterochromatic blocks in the long arm of the Z and W
chromosomes differ not only in size, but also in composition. Two types of 5S rDNA were isolated, one of
them with a putative repetitive unit of 227 bp, called type I 5S rDNA, and another with a repetitive unit of 760
bp, called type II 5S rDNA. The last onec was mapped to chromosome 5 of P. tocantins. Sequences of the
repetitive DNA PcP190EcoRI were isolated from female genomic DNA and from microdissected copies of
the Z chromosome. All sequences exhibited high similarity with PcP190EcoRI sequences of Physalaemus
cuvieri, although those isolated from the microdissected Z chromosomes had greater similarity (70,31%) than
those obtained from genomic DNA (66,83%). One of the PcP190EcoRI fragments isolated from genomic
DNA of P. tocantins showed two adjacent repeats, allowing to verify that a complete monomer sizes 166 bp.
The PcP190EcoRI probe isolated from genomic DNA detected exclusively the heterochromatic region of the
long arm of the W chromosome in FISH experiments. An intense hybridization signal of this probe extends
for this entire heterochromatic region, while no signal was observed in the heterochromatic region of the Z
chromosome. This FISH result and the absence of amplification, from the microdissected Z chromosomes, of
the PcP190EcoRI sequence mapped to the W chromosome raise the possibility that this type of PcP190EcoRI
sequence is exclusive of the W chromosome. While this possibility needs further confirmation, the available
data leads to the conclusion that, at least in relation to the number of repeats of PcP190EcoRI sequences, the
heterochromatic blocks of the Z and W chromosomes differ widely. Thus, the repetitive DNA PcP190EcoRI
seems to have played an important role in the differentiation of the sex chromosomes of P. tocantins. Besides
the above-mentioned conclusions, the present work provides new tools for a deeper analysis of the
chromosomes of the remaining species of the genus, especially of their chromosome pairs 7, which are
probably homeologous to the sex chromosomes of P. tocantins and, thus, our work may help further studies
on the karyotypic evolution in Pseudis.
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II1.1 - Aspectos taxonomicos e filogenéticos de Pseudis

O género Pseudis Wagler, 1830, compreende espécies de hilideos neotropicais de
origem recente (Mioceno — Plioceno) na América do Sul. Atualmente, ocorrem no Brasil e
também no Uruguai, Argentina, Paraguai, Bolivia, Peru, Venezuela, ilha de Trinidad e
Guianas (Frost, 2013). As espécies de Pseudis apresentam cerca de 70 mm de
comprimento, olhos grandes e protuberantes dispostos na regido dorsal da cabega e
membranas interdigitais bem desenvolvidas, uma caracteristica adaptativa relacionada ao
habito de vida aquatico dessas espécies. Apresentam pele verrugosa ou ndo, com membros
posteriores longos. Algumas espécies apresentam artelhos com uma falange adicional e
outras, discos terminais nos dedos. Os ovos sdo depositados em corpos aquaticos € os
girinos sdo, geralmente, maiores que os individuos adultos, chegando a 250 mm em
Pseudis paradoxa (Savage e Carvalho, 1953; Gallardo, 1972; Cei, 1980; Duellman e Trueb,
1985).

Desde sua descricdo até os dias atuais, o gé€nero Pseudis passou por varias
reorganizagdes taxondmicas e diversos estudos (morfoldgicos, comportamentais e
citogenéticos) contribuiram de maneira significativa nesse contexto. Atualmente sdo
catalogadas sete espécies para o género Pseudis (Frost, 2013): P. paradoxa (Linnacus,
1758), P. bolbodactyla Lutz, 1925, P. fusca Garman 1883, P. platensis Gallardo, 1961, P.
minuta Glnther, 1858, P. tocantins Caramaschi e Cruz, 1998 e P. cardosoi Kwet, 2000. A
espécie-tipo do género € P. paradoxa (originalmente descrita como Rana paradoxa por
Linnaeus em 1758) e, durante varios anos, os taxons hoje reconhecidos como P.
bolbodactyla, P. fusca ¢ P. platensis foram considerados subespécies dela (ver
reconhecimento das subespécies em Gallardo, 1961 e as propostas de revalidagdo de P.
bolbodactyla e P. fusca em Caramaschi e Cruz, 1998 e de P. platensis em Aguiar-Jr. et al.,
2007). Pseudis tocantins é uma espécie diagnosticada pela auséncia de calo carpal, também
caracteristica de P. bolbodactyla e P. fusca, cabe¢a mais longa que larga, faixas
longitudinais estreitas na face ventral da coxa, e ocorre nos estados brasileiros de Mato
Grosso, Goias, Maranhdo e Tocantins (Charamaschi e Cruz, 1988).

Desde o trabalho de Savage e Carvalho (1953), o género Pseudis é considerado
préoximo filogeneticamente das espécies do género Lysapsus. Estudos filogenéticos mais
recentes utilizando dados moleculares mostraram um melhor entendimento sobre as
relagdes entre os dois géneros. O monofiletismo de Pseudis foi questionado por trabalhos
realizados por Aguiar-Jr et al. (2007) e Garda e Cannatella (2007), basedos em inferéncias
realizadas a partir de sequéncias nucleotidicas de genes mitocondriais € um gene nuclear
(Aguiar-Jr et al., 2007) ou apenas mitocondriais (Garda e Cannatella, 2007). Em ambos os
trabalhos, foram recuperadas trés linhagens distintas. Uma delas apresentou todas as
espécies de Lysapsus, outra foi composta por P. paradoxa, P. tocantins, P. fusca e¢ P.
bolbodactyla, e uma terceira linhagem foi composta por P. minuta € P. cardosoi e
constituiu o clado-irméo daquele composto pelas duas primeiras linhagens. Para resolver o
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problema taxonOomico gerado pelo parafiletismo inferido para Pseudis, no entanto, os
autores dos trabalhos em questdo apresentaram diferentes propostas. Enquanto Garda e
Cannatella (2007) propuseram a revalidagdo do género Podonectes para alocar P. minuta
P. cardosoi, Aguiar-Jr. et al. (2007) sugeriram que Lysapsus fosse sindbmimo junior de
Pseudis.

Contudo, Wiens et al. (2010), utilizando genes nucleares e mitocondriais em uma
vasta analise da familia Hylidae, ndo reconheceram o parafiletismo entre Pseudis e
Lysapsus. Nesse estudo, os autores recuperaram o clado formado por P. minuta+P.
cardosoi como grupo irmdo do clado contendo as demais espécies do género Pseudis
(Figura 1), diferindo do que foi inferido tanto por Garda e Cananatella (2007) quanto por
Aguiar-Jr et al (2007). Portanto, Wiens et al. (2010) consideraram desnecessarias as
propostas taxondmicas de Aguiar-Jr. et al. (2007) e Garda e Cannatella (2007), citadas
anteriormente. J4 o monofiletismo de Pseudis + Lysapsus, clado denominado por Garda e
Cannatella (2007) de “Pseudae”, foi também inferido por Wiens et al. (2010). No presente
trabalho, nds seguimos a proposta de Wiens et al. (2010) e utilizamos os nomes genéricos
Pseudis e Lysapsus conforme reconhecidos naquele trabalho, decisdo também adotada por
Garda et al. (2010) e Frost (2013).

Scarthyla goinorum
— Lysapsus laevis

100 ! Lysapsus sp.

100 Lysapsus caraya
Lysapsus limellus
100 W: Lysapsus limellus bolivianus
100 — Podonectes cardosoi
100| L— Podonectes minutus

Pseudis fusca

87 W' Pseudis tocantins
100 — Pseudis bolbodactyla

Pseudis par occidentalis

99 :
Pseudis paradoxa
100
1 OTE Pseudis par platensis

Figura 1. Viséo parcial do cladograma obtido por Wiens et al. (2010), com base na andlise
de genes mitocondriais ¢ nucleares. *Com base nesse cladograma, Wiens et al. (2010)
sugerem a sinonimizag¢do de Podocnetes a Pseudis (ver explicagdo no texto).**Wiens e
colaboradores optam por usar, no cladograma, a designa¢do das subespécies de P.
paradoxa, embora as considerem como espécies potencialmente distintas.'

Além das questdes relativas aos relacionamentos interespecificos, também as
relagdes de Pseudis e Lysapsus com outros géneros permanece pouco elucidada e t€m sido

! A relagio filogenética de P. p. occidentalis, P. p. platensis ¢ P. p. paradoxa apontada por Wiens et al.
(2010) difere daquela apontada por Aguiar-Jr. et al. (2007) e Garda & Cannatella (2007), o que sugere que
uma melhor delimitacio das espécies atualmente reconhecidas como P. paradoxa e P. platensis ainda
dependa de futuros estudos.
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alvos de diversas discussdes. Os géneros Pseudis e Lysapsus ja foram alocados na familia
Ranidae (Glinter, 1858), na familia Leptodactylidae (Noble, 1922) e na familia Hylidae
(Parker, 1935). Ja constituiram também uma familia, denominada Pseudidae (Savage e
Carvalho, 1953). Estudos de grande abrangéncia (de taxons e caracteres moleculares) tém
corroborado a proposta de que Pseudis e Lysapsus sejam hilideos e tém apontado que o
género Scarthyla seja o grupo irmao de Pseudis+Lysapsus (Faivovich et al., 2005; Frost et
al., 2006; Wiens et al., 2010).

I11.2 — Aspectos citogenéticos de Pseudis e Lysapsus

A primeira comunica¢do abordando os cromossomos das espécies de Pseudis e
Lysapsus foi feita por Barrio e Rubel (1970) e consistiu na descri¢do cariotipica de trés
espécies: Pseudis minuta (a época denominada Lysapsus mantidactylus), Lysapsus limellum
e Pseudis paradoxa. Os cariotipos dessas espécies apresentaram 2n = 24, tendo sido os
pares 1, 7, 10, 11 e 12 classificados como metacéntricos e os pares 2, 3,4, 5, 6, 8 ¢ 9, como
submetacéntricos. Barrio e Rubel também destacaram a posi¢do diferencial de uma
constricdo secunddria do par cromossdmico 7 do caridtipo do exemplar de Lysapsus em
relagdo aos de Pseudis. Enquanto essa constricdo era localizada na por¢do mediana do
braco longo do cromossomo 7 de Lysapsus, ela ocupava uma posi¢do pericentromérica em
Pseudis.

A descricdo de padrdes de bandamento para os cromossomos de Pseudis e
Lysapsus, bem como uma maior amostragem das espécies desses géneros, se fazia
necessaria ndo apenas para o levantamento de um novo conjunto de caracteres uteis em
estudos taxondmicos, mas também para a andlise das mudangas cariotipicas ocorridas ao
longo da evolugdo desses anuros. Os trabalhos de Busin et al. (2001, 2006, 2008)
contribuiram muito nesse sentido, ja que permitiram uma descricio detalhada da
morfologia cromossdmica e da localizagdo de bandas heterocromaéticas e de regides
organizadoras de nucléolo (NORs) de outras cinco espécies de Pseudis e duas de Lysapsus.
Mais recentemente, Sudrez (2010) analisou citogeneticamente L. laevis, completando assim
a descrigdo dos caridtipos de todas as espécies do grupo Pseudis + Lysapsus. Em todas as
espécies desse grupo, o niumero diploide encontrado foi 24, exceto em P. cardosoi, que
apresentou 2n = 28 (Busin et al., 2001). Com base na andlise comparativa de caridtipos
submetidos ao bandamento C ¢ ao método Ag-NOR, Busin et al. (2001) inferiram vérias
homeologias cromossdmicas e sugeriram que o cariétipo de P. cardosoi tenha originado a
partir da fissdo céntrica de cromossomos de um caridtipo ancestral composto por 24
cromossomos, inferéncia esta corroborada por Aguiar-Jr. et al. (2007). Segundo a hipotese
de Busin et al. (2001), os eventos de fissdo teriam envolvido dois cromossomos portadores
de dois bragos, gerando assim quatro pares de cromossomos telocéntricos como aqueles
observados no cariétipo de P. cardosoi.
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A NOR principal estd localizada no par cromossdmico 7 em todas as espécies de
Pseudis que apresentam 2n = 24 (Busin et al., 2001; 2008) e em todas as espécies de
Lysapsus, exceto em L. caraya, cuja NOR principal estd no par cromossémico 6, embora o
cromossomo 7 seja portador de NOR em alguns espécimes (Busin et al, 2006). Em L.
bolivianus, NORs adicionais foram observadas nos pares cromossomicos 1 e 8 (Busin et al.
2001; Busin et al., 2006; Busin et al., 2008). Segundo Busin et al. (2006), a NOR presente
no cromossomo 6 foi originda daquela presente no cromossomo 7, sendo, portanto, a NOR
no cromossomo 7 uma condi¢cdo plesiomorfica compartilhada por varias espécies de
Pseudis e Lysapsus. Além disso, a localizacdo que a NOR ocupa no brago longo do
cromossomo 7 varia entre as espécies em questfio, indicando que rearranjos, como
inversdes, ocorreram durante a evolugdo desse par cromossomico (Busin et al., 2008).

Busin et al. (2008) também destacam outra caracteristica marcante para o género
Pseudis: a existéncia de cromossomos sexuais heteromorficos do sistema ZZ/ZW em P.
tocantins. Sendo assim, a presenca de cromossomos sexuais heteromdrficos em P.
tocantins seria uma autapomorfia para essa espécie. O par de cromossomos sexuais em
questdo é o classificado como ntimero 7, sendo os dois homologos metacéntricos em
machos (ZZ), porém nas fémeas um dos cromossomos desse par ¢ submetacéntrico e maior
(W) do que seu cromossomo homoélogo metacéntrico. Além disso, enquanto o cromossomo
Z apresenta uma banda heterocromadtica pericentromérica no brago longo e adjacente a ela
uma NOR de localizacdo distal, no brago longo do cromossomo W ¢ a NOR que ocupa
posicdo pericentromérica, enquanto a banda heterocromatica adjacente a ela assume
localizagdo intersticial. Com base nesses resultados, Busin et al. (2008) sugerem que uma
invers@o possa estar envolvida na diferenciagdo desses cromossomos. A grande quantidade
de heterocromatina no cromossomo W ¢ também outra intrigante caracteristica observada
nesse cariotipo (Busin et al., 2008; Figura 2).

Q Figura 2. Ideograma do par de
cromossomos sexuais de P.

tocantins (baseado em Busin et
al., 2008). Blocos em preto
7] representam as regides
Z W

heterocromaticas e circulos
cinzas as NORs.

A evidéncia de inversdo cromossomica e de amplificagdo de heterocromatina no
cromossomo W de P. tocantins (Busin et al., 2008) tornam o estudo dos cromossomos
sexuais de P. tocantins um assunto muito interessante. Um estudo mais detalhado da
composicdo molecular dos cromossomos sexuais em P. focantins pode fornecer
importantes dados sobre os processos de diferenciagcdo que acarretaram no heteromorfismo
desses cromossomos, bem como permitir futuras abordagens comparando-os com os
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cromossomos 7 de outras espécies de Pseudis ¢ Lysapsus a fim de se obter um melhor
entendimento da evolugdo desses cromossomos.

II1.3 — Cromossomos sexuais

Em vertebrados, o sexo pode ser determinado por fatores ambientais (ESD -
environmental sex determination) ou genéticos (GSD - genetic sex determination). No caso
do mecanismo ambiental de determinag@o sexual, presente em varias espécies de répteis, o
sexo de determinado organismo serd definido por fatores tais como a temperatura de
incubacdo dos ovos, que para tartarugas e crocodilianos constitui o principal fator
responsavel pela ativacdo diferencial da transcrigdo de genes envolvidos na determinacdo
sexual. Em répteis, o mecanismo ESD pode ter se originado a partir de mecanismos GSD e
tanto hipdteses adaptativas quanto neutras explicam a sua origem e evolugdo (Bull, 1983;
Valenzuela, 2004). Os mecanismos moleculares responsdveis pelo desenvolvimento sexual
em organismos com mecanismo ambiental de determinacdo sexual ainda sdo pouco
conhecidos, apesar de evidéncias sugerirem que variagdes ambientais (como a temperatura
de incubagdo dos ovos) atuem sobre mecanismos genéticos de enzimas esteroideogénicas
ou receptores de hormdnios durante a determinagdo sexual (revisdo de Sarre et al., 2004;
Graves, 2008).

Enquanto nos organismos com ESD a determinag¢io do sexo ndo depende de
diferencas entre os gendtipos/genomas de machos e fémeas, naqueles em que ocorre o
mecanismo genético de determinag@o sexual ha diferengas genéticas entre os sexos, de tal
maneira que um dos sexos origina gametas de um unico tipo (sexo homogamético) e o
outro, dois diferentes tipos (sexo heterogamético). As diferencgas genéticas observadas entre
0s sexos em organismos com GSD podem consistir em diferencas alélicas referentes a um
unico locus, ou na existéncia de um Jocus sexo-especifico (como o Sry em mamiferos) ou
ainda em sistemas que se baseiam na dosagem de um gene (como o Dmrtl em aves) (para
revisdo, Solari, 1994; Ayling e Griffim, 2002; Ferguson-Smith, 2007; Graves, 2008). Os
cromossomos portadores do locus de determinacio sexual e seus homdlogos constituem os
pares de cromossomos sexuais das espécies com GSD.

O gene de determinagdo sexual de mamiferos, exceto monotremados, ja ¢ bem
conhecido e denominado Sry (Sinclair et al., 1990; Berta et al., 1990; revisdo de
Goodfellow ¢ Lovell-Badge, 1993). Mesmo sendo um gene de determinag¢do sexual na
maioria dos mamiferos, ele € muito pouco conservado, havendo diversos sitios com
substituicdo ndo sinOnima entre espécies (revisdo de Ezaz et al., 2006a; Graves, 2006;
Graves, 2008). Para aves, em que o sexo heterogamético é a fémea (sistema de
determinagdo sexual ZZ/ZW), o maior candidato a gene determinante do sexo é o Dmrtl.
Nessa classe de vertebrados, o gene Dmrtl ¢ mapeado no cromossomo Z e inexiste no
cromossomo W. Dessa maneira, esse gene atuaria na determinagdo sexual pela sua
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dosagem no genoma (presenga de duas copias leva ao desenvolvimento de gdnadas
masculinas, presenca de uma copia gera gonadas femininas) (revisdo de Ferguson-Smith,
2007; Graves, 2008). Entretanto, Hori et al. (2000) isolaram uma forma alterada do gene
PKCI repetido diversas vezes no cromossomo W de Gallus gallus (Wpkci), que pode estar
envolvido no desenvolvimento de gonadas femininas.

Em répteis que possuem cromossomos sexuais, como serpentes, ainda ndo foi
identificado nenhum gene canditato a fator principal da determinacdo sexual. Dentre os
peixes, grupo em que diversos sistemas cromossomicos de determinacdo sexual existem,
apenas Oryzias latipes ja teve um gene candidato a exercer a fungdo de determinaco
sexual apontado. Trata-se de um gene pardlogo ao Dmrtl, que foi chamado de DMY
(Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002). O papel do DMY como gene determinante sexual
em O. latipes foi corroborado por experimentos de reversdo sexual em fémeas
geneticamente XX ¢ em machos nocautes para DMY (Paul-Prasanth et al., 2006; Matsuda et
al., 2007).

Em anuros, foi isolado em Xenopus laevis o gene DM-W (paralogo de Dmrtl)
ligado ao cromossomo W, bem como a expressdo desse gene ocorre durante a determinagéo
sexual de fémeas (Yoshimoto et al., 2008). Além disso, € proposto que o gene DM-W
divergiu de Dmrtl como um gene dominante-negativo inibindo a cascata de diferenciacio
sexual que leva a formagao testicular (Yoshimoto et al., 2010).

111.3.1 — Aspectos gerais da diferenciacdo dos cromossomos sexuais

Os cromossomos sexuais se originam de autossomos quando esses adquirem genes
de determinacdo sexual e a supressdo na recombinagdo meiodtica entre esses homodlogos
acarreta, progressivamente, o acimulo de diferengas entre eles (Muller, 1964; Ohno, 1967;
revisdo de Graves, 2008). Virias espécies possuem cromossomos sexuais homomorficos,
ou entdo com um leve heteromorfismo, demonstrando que diferentes graus de
heteromorfismo resultam de processos e estagios diferentes na evolu¢do dos cromossomos
sexuais (Bull, 1983). A razdo evolutiva para a supressdo inicial da recombinacdo ¢é a
necessidade de prevenir que esta ocorra entre os linkages de determinagdo sexual,
permitindo que mutagdes sejam fixadas no cromossomo do sexo heterogamético, bem
como reduzindo a probabilidade de que esta mutag@o seja reparada (revisdo de Ayling e
Griffin, 2002; e Bergero e Charlesworth, 2008). Progressivamente, 0s cromossomos sexo-
especificos (Y e W) perdem genes e ficam expostos a forcas seletivas especiais,
constituindo a parte mais varidvel do genoma dos animais (Bull, 1983; revisdes de
Charleswoth et al., 2005; e de Graves, 2008).

Diferengas entre os cromossomos sexuais X ¢ Y ou Z ¢ W podem ser resultantes de
rearranjos estruturais como inversdes, translocagdes e também adig¢do e/ou duplicacdo de
segmentos heterocromadticos (para revisdo, Ayling e Griffin, 2002). Eventos de inversdo
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tém sido apontados como importantes rearranjos envolvidos nas etapas iniciais de
diferenciagdo de cromossomos sexuais. Inversdes por si sO ndo inibem o crossing-over
entre 0s cromossomos, porém esses rearranjos podem permitir uma situagdo na qual a falta
de recombinagio seja selecionada positivamente (Ohno, 1967). O acimulo/amplificagdo de
segmentos heterocromdticos também pode ser o passo que precede a diferenciacdo
morfoldgica dos cromossomos sexuais. O acumulo de segmentos de DNA repetitivo,
constituintes de blocos heterocromaticos, pode gerar assincronia no padrdo de replicacdo
dos dois cromossomos, concomitantemente auxiliando na reducdo da frequéncia de
recombinagdo entre os cromossomos sexuais (Singh et al., 1976; Singh et al., 1980).

A andlise de serpentes, as quais possuem sistema cromossomico de determinagéo
sexual do tipo ZZ/ZW oferece evidéncias do importante papel tanto de inversdes
cromossdmicas como de duplicacdo na diferenciacdo morfoldgica de cromossomos sexuais.
Na familia Boidae, que ocupa uma posi¢@o mais basal na filogenia das serpentes, todos os
pares cromossOmicos, tanto de machos quanto de fémeas, sdo homomorficos. Na familia
Colubridae, muitas espécies exibem cromossomos sexuais heteromorficos, estando a
diferenca entre os cromossomos Z € W possivelmente relacionada, em algumas espécies, a
ocorréncia de uma inversdo pericéntrica no cromossomo W e, em outros casos, a
duplicacdo de segmentos do W. Ja a familia Viperidae apresenta espécies com alto grau de
heteromorfismo entre os cromossomos sexuais, sendo o cromossomo W de tamanho
bastante reduzido e heterocromatico (Begak et al., 1964; revisdo de Oguiura et al., 2009).
Mais recentemente, Matsubara et al. (2006) propuseram que a diferenciagdo dos
cromossomos sexuais em serpentes comecou na regido distal no braco curto do par
ancestral destes a partir da aquisi¢do de um /ocus de determinagdo sexual, o que levou a
supressdo da recombinacdo entre 0s cromossomos homologos € consequente acumulo de
sequéncias repetitivas. Estudos filogenéticos recentes (revisdo de Oguiura et al, 2010;
Pyron et al., 2013) apontam a familia Colubridae (que apresenta cromossomos sexuais com
diferenciagdo intermedidria) como mais derivada do que a Viperidae (que apresenta
cromossomos sexuais altamente diferenciados). Dessa maneira, é provavel que a
diferenciagdo dos cromossomos sexuais de serpentes tenha tido uma origem comum e que
tenha prosseguido independentemente em diferentes linhagens evolutivas (ver revisdo de
Oguiura et al., 2010).

Schmid et al. (1979), estudando salamandras identificadas a época como
pertencentes ao género Triturus, consideram a heterocromatinizacdo como passo anterior a
diferenciag@o morfologica dos cromossomos sexuais. Os cromossomos X € Y de espécimes
antes identificados como Triturus alpestris alpestris (atualmente Ichthyossauria alpestris) e
Triturus vulgaris vulgaris (atualmente Lisotriton vulgaris) apresentam mesmo tamanho e
morfologia, porém o cromossomo Y dessas espécies apresenta um segmento
heterocromatico terminal no brago longo (Schmid et a., 1979).
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111.3.2 — Os cromossomos sexuais de Anura

Em anfibios a ocorréncia de cromossomos sexuais heteromdrficos ¢ limitada a
poucas espécies, porém ha uma grande diversidade no que diz respeito ao tipo de sistema
cromossémico (ZW ou XY) e ao grau de diferenciacdo. De acordo com Hillis e Green
(1990), o sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW ¢ a condicdo plesiomorfica para
anfibios e sistemas do tipo XX/XY se originaram independentemente em diversas
linhagens evolutivas. No entanto, estudos recentes que envolveram andlises filogenéticas de
populacdes de Glandirana rugosa mostraram que, nessa espécie, que apresenta populagdes
com heterogametia feminina e populagdes com heterogametia masculina, os sistemas
cromossOomicos do tipo ZZ/ZW (heterogametia feminina) evoluiram independentemente a
partir do sistema XX/XY (heterogametia masculina) (Ogata et al., 2008).

Em anuros, de todas as espécies ja cariotipadas, apenas 47 tém cromossomos
sexuais identificaveis com algum nivel de heteromorfismo (Tabela 1). Ocorrem, dentre os
anuros, sistemas de determinagdo sexual que envolve a presenga de cromossomo
supranumerario Unico, como em Leiopelma hochstetteri (00/0W) (Green, 1988), até
sistemas cromossomicos multiplos, como em Strabomantis bipocartus (XXAA @/ XYAA
ou XAAY &) (Schmid et al., 1992; Schmid et al., 2010).

Tabela 1. Espécies de Anura com cromossomos sexuais heteromorficos ja descritos.

Familia/Espécies Cromossomos sexuais
Sistema Heteromorfismo Referéncias
Bufonidae
Rhinella marina 2Z/ZW tc (Z< W), CGH Abramyan et al. (2009)
Bufo viridis ZZ/ZW pbr Odierna et al. (2007)
Centrolenidae
Vitreorana antisthenesi XX/IXY ic, pbc Schmid et al. (1989)
Cycloramphidae
Eupsophus insularis XXIXY ic, pbc Cuevas e Formas (1996)
Eupsophus migueli XX/IXY ic, pbc Tturra e Veloso (1981)
Eupsophus roseus XX/XY pbc ITturra e Veloso (1989)
Proceratophrys boiei ZZ/ZW pbc Ananias et al. (2007); Amaro
et al. (2012)
Hemiphractidae
Gastrotheca ovifera XXIXY tc (X>Y), pbe Schmid et al. (1988); Schmid
Gastrotheca peruana XXIXY ic, pbc et al. (2002 b)
Gastrotheca pseustes XX/IXY pbc Schmid et al. (2012)
Gastrotheca riobambae XX/XY tc (X <Y), pbc, pn Schmid et a. (1990)
Gastrotheca walkeri XX/IXY tc (X>Y), pbe Schmid et al. (1983, 1986,
1988, 2002 b)
Hylidae
Hyla femoralis XXIXY pn Schmid e Steinlein (2003)
Pseudis tocantins ZZ/ZW tc (Z<W),ic, pbc,pn  Busin et al. (2008)
Leiopelmatidae
Leiopelma archeyi 77Z/ZW tc (Z < W), ic, pbc Green (2002)
Leiopelma hamiltoni 27/ZW tc (Z< W), pbc Green (1988 a)
Leiopelma hochstetteri 00/0W snu Green (1988 b)
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Leptodactylidae

Physalaemus ephippifer 27Z/ZW pbe, pn Nascimento et al. (2010)
Engystomops petersi XXIXY tc (X >Y), ic, pbe Targueta et al. (2010)
Engystomops freibergi XX/IXY tc (X>Y), ic, pbc Targueta et al. (2010)
Engystomops coloradorum 27Z/ZW pn Targueta et al. (2011)
Pseudopaludicola saltica XXIXY ic Duarte et al. (2010)
Myobatrachidae
Crinia bilingua Z7/ZW tc (Z < W), ic, pbc Mahony (1991)
Pyxicephalidae
Pyxicephalus adspersus 27Z/ZW tc (Z> W), pbc Schmid (1980 a), Schmid
Pyxicephalus edulis ZZ/ZW tc (Z>W) (1980 b)
Tomopterna delalandii ZZ/ZW ic, pbc Schmid et al. (2012)
Schmid (1980 b)
Ranidae
Pelophylax lessonae XX/IXY pbr Schempp e Schmid (1981)
Rana tagoi XX/IXY pbr, pbe Ryuzaki et al. (1999)
Rana sakurai XXIXY ic Ryuzaki et al. (1999)
Glandirana rugosa XX/IXY ic, pbr Nishioka et al. (1993);
77/ZW ic, pbr Nishioka et al. (1994)
Rhacophoridae
Buergeria buergeri 77/ZW pbe, pn Ohta et al. (1999); Schmid et
al (1993)
Eleutherodactylidae
Eleutherodactylus albipes 7Z/ZW tc (Z < W), pbc Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus caspari ZZ/ZW tc (Z < W), pbe Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus cuneatus 27/ZW tc (Z < W), ic, pbc Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus emiliae ZZ/ZW tc (Z < W), pbc Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus glamyrus 2Z/ZW tc (Z < W), ic, pb Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus turquinensis ~ ZZ/ZW tc (Z < W), ic, pbc Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus sp. nov. G ZZ/ZW tc (Z < W), pbe Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus johnstonei XX/IXY ic Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus oxyrhyncus XX/XY tc (X <Y), pbc Schmid et al. (2010)
Eleutherodactylus cavernicola XXAA/XYAA ou XAAY*  tc (X <Y),ic, pbe Schmid et al. (2010)
Strabomantidae
Pristimantis euphronides 2Z/ZW tc (Z < W), ic, pbc Schmid et al. (2002 c)
Pristimantis shrevei 7Z/ZW tc (Z <W), ic, pbc Schmid et al. (2002 ¢)
Pristimantis pulvinatus XXAA/XYAA ou XAAY*  tc (X<Y),ic Schmid et al. (2010)
Pristimantis riveroi XXAA/XYAA ou XAAY*  tc (X <Y),ic Schmid et al. (2003)
Pristimantis sp. nov. H XXAA/XYAA ou XAAY*  tc, ic, pbe, pn Schmid et al. (2010)
Strabomantins bipocartus XXAA/XYAA ou XAAY*  tc (X <Y),ic Schmid et al. (1992, 2002a)

CGH: heteromorfismo detectado apds hibridagdo gendmica comparativa; tc: heteromorfismo relativo ao
tamanho cromossdmico; ic: heteromorfismo relativo ao indice centromérico; pbc: heteromorfismo relativo ao
padrdo de banda C; pn: heteromorfismo relativo ao padrdo da NOR; pbr: heteromorfismo relativo ao padrio
de banda de replicagio; fusdo AY: fusdo entre cromossomo Y e um autossomo (i.e. Cromossomos sexuais
multiplos). *Tanto machos com cromossomo Y fundido a um autossomo como machos sem essa fusdo
cromossOmica sdo encontrados.

Também em anuros, eventos de adi¢do/amplificagdo de heterocromatina e inversdes
cromossOmicas parecem ter importante papel na diferenciagdo de cromossomos sexuais.
Em Gastrotheca pseutes, os cromossomos X ¢ Y do citdtipo B sdo diferenciados apenas por
um segmento heterocromatico presente na regido terminal do cromossomo Y® (Schmid et
al., 1990). Em Proceratophrys boiei, os cromossomos Z ¢ W sdo homomorficos em
tamanho e morfologia, porém o cromossomo W ¢ quase que inteiro heterocromatico,
enquanto o cromossomo Z possui somente um bloco heterocromatico centromérico
(Ananias et al., 2007).
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Entretanto, nos anuros Gastrotheca walkerii e Gastrotheca ovifera, ambas com
sistema XX/XY, € relatado ndo o ganho, mas sim a perda de segmentos heterocromaticos
na regido pericentromérica do cromossomo Y (Schmid et al., 1988). Tal condicdo, de perda
de heterocromatina, foi também inferida para anuros do género Eupsophus (Cuevas e
Formas 1996; Iturra e Veloso, 1989).

Em algumas espécies de anuros € possivel inferir a ocorréncia tanto de eventos de
adi¢@o de heterocromatina quanto de inversdes cromossdmicas durante a diferenciagdo dos
cromossomos sexuais. Schmid (1980 a, b) descreve essa situagdo para Pyxicephalus
adspersus e P. dellandi. No que diz respeito aos cromossomos sexuais de P. adspersus o
cromossomo Z ¢ maior que o cromossomo W, cujo brago curto ¢é totalmente
heterocromatico. Ja em P. delandii, que apresenta cromossomos Z ¢ W homeologos aos de
P. adspersus, os cromossomos Z ¢ W tém o mesmo tamanho, diferindo apenas em
decorréncia de um possivel evento de inversdo cromossomica. Com base nesses dados, foi
inferido que os cromossomos Z ¢ W em P. delandii podem corresponder a um estdgio mais
inicial de diferenciacdo dos cromossomos sexuais do que aquele observado em P.
adspersus (Schmid 1980b). Bem como em tal situag@o, inversdo cromossOmica e
heterocromatinizagdo possivelmente ocorreram ao longo da diferenciagdo dos
cromossomos sexuais de Pseudis tocantins (Busin et al., 2008).

Outra espécie para a qual existem evidéncias de inversdo cromossomica durante a
diferenciagdo dos cromossomos sexuais € Glandirana rugosa, ja citada anteriormente.
Nessa espécie, que apresenta tanto populagdes com sistema de cromossomos sexuais
XX/XY, como populacdes caracterizadas pelo sistema cromossdmico de determinagdo
sexual ZZ/ZW (Rana rugosa em: Nishioka et al., 1993; Nishioka et al., 1994; Miura et al.,
1997; Uno et al, 2008), foram encontradas evidéncias de inversdes pericéntricas
recorrentes, as quais teriam sido as responsdveis pela mudanga da morfologia desses
cromossomos (Miura et al., 1997; Uno et al.; 2008; Nakamura et al., 2013). Além disso,
observa-se uma clara homeologia entre os cromossomos Z € Y e entre os cromossomos X €
W, demonstrada pelo mapeamento cromossomico de genes relacionados a diferenciagdo
sexual realizado por Uno et al. (2008). O caso desse anuro ¢ um dos poucos casos bem
documentados sobre a interessante transi¢do entre os sistemas cromossomicos XX/XY e
Z7/7ZW.

Os estudos sobre a diferenciagdo dos cromossomos sexuais em anuros sdo ainda
escassos. Entretanto, para varios outros organismos, a analise de sequéncias especificas
localizadas nos blocos heterocrométicos dos cromossomos sexuais ou técnicas que
permitam a comparagdo desses cromossomos sem prévio isolamento e caracterizagdo de
segmentos especificos, como as de pintura cromossomica ¢ CGH, estdo sendo utilizadas e
tém permitido grande avango no estudo de cromossomos sexuais, como sera discutido nos
itens a seguir.
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I11.4 — A analise de sequéncias de DNA repetitivas no estudo de cromossomos sexuais

Diversos tipos de DNA repetitivo estdo presentes no genoma dos eucariotos e
podem ser classificados de acordo com o seu grau de repeticdo, sua atividade gé€nica e sua
organiza¢do no genoma. Uma sequéncia é considerada moderadamente repetitiva quando
apresenta cerca de 103-10° c6pias por genoma haploide, j4 o DNA classificado como
altamente repetitivo apresenta 10° ou mais c6pias por genoma haploide (revisdo de Jelinek
e Schmid, 1982; Charlesworth et al., 1994; Plohl et al 2008). Algumas sequéncias de DNAs
repetitivos transcrevem moléculas de RNA, como os genes de RNA ribossomal (RNAr) e
as sequéncias responsaveis pela transcrigdo de suRNAs (small nuclear RNAs), outras
codificam proteinas, como os genes codificadores de histonas, enquanto varias sequéncias
repetitivas sdo consideradas ndo-codificantes. J4 em relacdo a sua organizagdo no genoma,
as sequéncias repetitivas podem se apresentar dispersas no genoma ou agrupadas in tandem
(para revisdo, Jelinek e Schmid, 1982; Charlesworth et al., 1994; Lopez-Flores e Garrido-
Ramos, 2012).

Dentre os DNAs repetitivos dispersos pelo genoma encontram-se os elementos
transponiveis (ETs), que sdo sequéncias de DNA capazes de se moverem de uma regido
cromossOmica para outra dentro do mesmo genoma (revisdo de Lopez-Flores e Garrido-
Ramos, 2012). Estes s@o divididos em duas classes: retrotransposons ou elementos
transponiveis da classe I (que utilizam uma molécula de RNA como intermediéria durante a
transposi¢@o) e transposons de DNA ou da classe II (que se movem no genoma via um
intermediario de DNA). Os elementos da classe I ainda s3o subdivididos em duas
categorias, baseadas na presenca ou ndo de longas repeti¢cdes terminais (LTRs) (revisio de
Tollis e Boissinot, 2012). Vérios estudos tém mostrado a ocorréncia de um grande acumulo
de elementos transponiveis nas regides ndo recombinantes de cromossomos sexuais (Baker
e Wichman, 1990; e revisdo de Abe et al., 2005; e Steinemann e Steinemann, 2005). Scoot
et al. (2006), por exemplo, reportaram o acumulo de retrotransposons LINE-1 no
cromossomo X de roedores Tokudaia osimensis, que apresentam o sistema de
cromossomos sexuais XX/X0, e chegaram a conclusdo de que o acumulo destes elementos
ocorreu apos a evolucdo desse sistema. No peixe Semaprochilodus taeniurus, com sistema
cromossdmico ZZ/ZW, a invasdo de retrotransposons Rex-1 apds a supressio da
recombinag@o dos cromossomos proto-Z e proto-W pode ter exercido importante papel no
processo de heterocromatinizagdo do cromossomo W (Terencio et al., 2012).

Dentre os DNAs repetitivos in tandem utilizados como marcadores citogenéticos
podem ser destacados os genes de RNAr, genes codificadores de histonas e os genes de U
snRNAs (alguns exemplos em Cabral-de-Mello et al., 2011; Cabral-de-Mello et al., 2012;
Nakajima et al.,, 2012). Ja& dentre os DNAs repetitivos ndo codificantes, a andlise de
sequéncias de DNA satélite, principais constituintes de regides heterocromaticas dos
cromossomos (revisdo de Lopez-Flores ¢ Garrido-Ramos, 2012), tém permitido grandes
avancos no estudo de cromossomos sexuais de diversos grupos (exemplos em Singh et al.,
1976; Itoh e Mizuno, 2002; Parise-Maltempi et al., 2007). Maiores detalhes sobre os genes
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ribossomais e DNA satélites, sequéncias de especial interesse no presente estudo, sdo
apresentados a seguir.

111.4.1 — Genes ribossomais

Os genes de RNAr pertencem a familias multigénicas, estdo arranjados in fandem
no genoma e transcrevem as diferentes moléculas de RNAr que executam fungdes tanto
estruturais quanto cataliticas nos ribossomos (revisdes de Long e Dawid, 1980; e Lopez-
Flores e Garrido-Ramos, 2012). A familia de DNAr 45S é composta por genes responsaveis
pela produgdo de RNAr 5,8S e 28S, constituintes da subunidade maior do ribossomo, e de
RNAr 18S, constituinte da subunidade menor do ribossomo. A unidade repetitiva
caracteristica dessa familia génica é ainda composta por espagadores externos e internos
que também sdo transcritos (external transcribed spacers — ETS — e internal transcribed
spacers - ITS) e por um espagador externo ndo transcrito (NTS) (Figura 3A) (revisdo de
Raska et al., 2004, dentre varias outras). As copias dessas unidades repetitivas agrupadas in
tandem compdem as regides organizadoras de nucléolo (NOR), que estdo presentes em
variados nimeros nos diferentes organismos (revisdo de Raska et al., 2006; Boisvert et al.,
2007; e Cmarko et al., 2008).

A ® Espacador intergénico
585 Espagador externo transcrito
s HIN i (S — G e
185 155 @ Ezpagador inferno tramscrifo
B Espacador nio transcrite
— } { — Gene rDNA
55 55

Figura 3. Esquema geral da organizagdo dos genes de RNAr 45S (A) e RNAr 5S
(B). Adaptado de Raska et al. (2004).

J4 as sequéncias que compdem a familia de DNAr 5S ndo fazem parte das NORs,
estando agrupadas em outros sitios do genoma (revisdo de Long e Dawid, 1980). Porém, ha
relatos, para algumas espécies de fungos, protistas e crustdceos (revisdo de Drouin e
Moniz-de-Sa, 1995), de co-localizacdo entre as duas familias de rDNA. O DNAr 5S tem
uma organizagdo mais simples que o DNAr 458, ja que sua unidade repetitiva é composta
por uma regido transcritora de cerca de 120 pb, conservada entre diversos taxons, € um
espacador ndo transcrito (NTS), varidvel em tamanho e composi¢cdo nucleotidica
principalmente devido a mutagdes pontuais ou eventos de delegdo-inser¢do (para revisdo,
Long e Dawid, 1980; Barciszewska et al 2001) (Figura 3B). Em vertebrados, ¢ comum a
presenga de duas diferentes classes de DNAr 58S, as quais diferem entre si principalmente
pelo NTS (Martins ¢ Wasko, 2004). Dentre os anuros, a presenca de diferentes tipos de
DNAr j4 foi descrita para espécies do género Xenopus (Korn & Brown, 1978; Peterson et
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al., 1980; Nietfeld et al., 1988), para Physalaemus cuvieri (Vittorazzi et al., 2011) e para
espécies amazonicas de Engystomops (Rodrigues et al 2012).

O mapeamento cromossdmico tanto de sequéncias de DNAr 45S quanto de
sequéncias de DNAr 5S tem fornecido valiosa informagdo para estudos de homeologias
cromossOmicas e de diferengas inter e intraespecificas (exemplos em: Ferreira et al., 2007;
Aguilar e Galleti-Jr, 2008; Quinderé et al., 2009). Em muitos organismos, sitios de DNAr
sdo encontrados em cromossomos sexuais € o papel dessas sequéncias na evolugdo de
cromossomos sexuais tem sido discutido por alguns autores. Reed & Phillips (1997), por
exemplo, argumentam que a NOR presente nos cromossomos sexuais do peixe Salvelinus
alpinus possam funcionar como ponto preferencial de recombinagdo entre esses
cromossomos €, dessa maneira, a NOR poderia reduzir a frequéncia de recombinagdo em
areas adjacentes a ela, onde hipoteticamente pode estar localizado o locus relacionado a
determinag@o sexual. Dessa maneira, a NOR contribuiria para a diferenciacdo desses
segmentos sexo-especificos.

Em Anura, existem também casos em que a NOR é um importante marcador no
estudo de cromossomos sexuais. Em Buergeria buergeri e Hyla femoralis, o
heteromorfismo realtivo a presenga de NOR é o tnico notdvel entre os cromossomos
sexuais (Schmid et al., 1993; Schmid e Steinlein, 2003). Em Hyla femoralis, a NOR esta
exclusivamente presente no cromossomo X, sendo provavel que tenha ocorrido a delecdo
da NOR e da maioria da heterocromatina associada no proto-Y (Schmid e Steinlein, 2003).
Em Buergeria buergeri, a NOR estad presente no cromossomo Z, porém apresenta-se
ausente no cromossomo W possivelmente devido a um evento de delecdo dessas (Schmid et
al.,, 1993), bem como inferido para H. femoralis. Algumas espécies de anuros, cujos
cromossomos sexuais podem ser diferenciados pela morfologia cromossdmica e/ou padrio
de bandamento, também apresentam diferencas relacionadas a NOR. Em Physalaemus
ephippifer, por exemplo, além do heteromorfismo do padrdo de bandamento C entre os
cromossomos Z ¢ W, esses sdo também diferenciados pela presencga, no cromossomo <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>