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ABSTRACT

The genus Colostethus is composed of a great number of species, which are
characterized by a brownish color and the fact that they are not poisonous. When compared to
the other genera of the Dendrobaidae family, Colostethus is not highly specialized and has the
largest chromosome number known for the family (2n = 24). Karyotypical data of the family
indicate a tendency to reduce the chromosome number, however the intrageneric relationships
and the family origin are still disputed.

The few cytogenetic studies of dendrobatids have been restricted to the number and
chromosome imorphology. In this work, a karyotypical analysis of 4 Brazilian Amazonian
Colostethus species was made, 3 species being of the marchesianus group, in which we
described for the first time, the heterochromatic patterns and nucleolus organizer regions
(NOR) of this genus.

Colostethus stepheni shows 2n = 24 chromosomes, like all the other species of this
genus that are described in the literature. The Colostethus stephenti karayotype differs from the
other species of this genus in the morphology of some chromosome pairs and in the
localization of the secondary constriction. The bimodal structure of the karyotype and the
presence of a large first metacentric pair are common characteristics of the dendrobatids.
These species have only one NOR pair, localized in the pericentromeric region of the
chromosome, coincident with the secondary constriction and with a constitutive
heterochromatin block. Heteromosphism of the NOR size was detected in some specimens and
the constitutive heterochromatin were located in centromeric regions of all the chromosomes.

The three species of marchesianus group, Colostethus caeruleodactylus, C. sp. 1 (aff.
marchesianus) and C. sp. 2 (aff. marchesianus) differ from Colostethus stepheni and from the
other Colostethus species karyotyped, because they show 2n = 22 chromosomes, revealing a
new chromosome number for the genus. In the Dendrobatidae family, intrageneric variability
of the chromosome number was described only in Dendrobates, in which species with 2n = 18

or 20 chromosomes were found.



The karyotypes of the three species are similar, with small differences in the
morphology of some chromosome pairs. However, these species can easily be differentiated
from each other, by NOR localization and by the constitutive heterochromatin distribution
pattern, The NOR is localized on the long arm of pair 4 in C. caeruleodactylus, on the short
arm of pair 8 in C. sp. 1 (aff. marchesianus) and on the short arm of pair 7 in C. sp. 2 (aff.
marchesianus). Heteromorphisms in the sizes of the NORs were observed in these last species.
In C. caeruleodactylus, an additional NOR site on the interstitial region of the long arm of one
homologue of pair 1, was detected. Exclusively in C. sp. 2 (aff. marchesianus), the secondary
constriction did not indicate the nucleclus organizer region, being characterized by the
presence of a constitutive highly stained heterochromatin, located adjacent to the NOR. In situ
hybridization with rDNA probe has confirmed the localization of all the NORs detected by
silver impregnation. However, an additional marking on the long arm of pair 5 in one
specimen of C. sp. 1 (aff marchesianus), undetected by AgNOR, was also observed,
indicating the presence of homolgous sequences in rDNA on this region.

Despite the differences found in the distribution pattern of the constitutive
heterochromatin, a small band was detected on the long arm of pair 7 in the three species. This
heterochromatin can be considered as indicative of the Colostethus of marchesianus group.

Colotethus caeruleodactylus, C. sp. 1 (aff. marchesianus) and C. sp. 2 (aff
marchesianus) show the same chromosome number and karyotypical similarity, but differ in
both their NOR and C-band patterns. It is possible that chromosome rearrangements, such as
translocations and addition of heterochromatic blocks, transformation of euchromatic
segments to heterochromatic ones and concerted evolutions of multiple heterochromatic sites
may be involved in the differentiation of these species.

The chromosome number reduction from 24 to 22, seems to be a characteristic of the
marchesianus group Colostethus, and may have involved more than one type of chromosome
rearrangement, because there are no direct evidences that fusion and fission are, themselves,

responsible for the karyotype presently found in this group.
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RESUMO

O género Colostethus é composto por um grande numero de espécies, que se
caracterizam por exibir uma coloragdo parda e ndo apresentar toxinas na pele. Quando
comparado aos Outros géneros da Familia Dendrobatidae, Colostethus possui caracteristicas
menos especializadas e o maior namero cromossémico conhecido para 2 familia (2n= 24).
Dados cariotipicos obtidos para os géneros desta familia indicam uma tendéncia a diminuigdo
do miimero cromossdmico, porém as relages intergenéricas e a origem desta familia ainda ¢
coNtroversa.

Os poucos estudos citogenéticos existentes para dendrobatideos restringem-se apenas a
determinagdo do nimero e morfologia cromossdmica. Neste trabalho, foi realizada a analise
cariotipica de 4 especies de Colostethus da Amazbnia brasileira, sendo trés delas do grupo
marchesianus, ¢ descrevemos pela primeira vez os padrdes de heterocromatina e regido
organizadora do nucléolos (NOR) para o género. _

Colostethus stepheni apresenta niimero dipldide 2n = 24 cromossomos, a semelhanca
de todos os outros Colostethus descritos na literatura. O cariotipo de Colostethus stepheni
difere do de outras espécies do género, tanto na morfologia de alguns pares cromossémicos,
quanto na localizacdo da constrigdo secundaria. A estrutura bimodal do cariétipo ¢ a presenga
do par 1 metacéntrico grande sdo caracteristicas comuns aos dendrobatideos em geral. Esta
espécie possui apenas um par de NOR localizado na regifio pericentromérica dos
cromossomos 1, coincidente como uma constrigdo secundaria e com um bloco de
heterocromatina constitutiva. Heteromorfismo de tamanho de NOR foi detectado em alguns
individuos e a heterocromatina constitutiva foi localizada nas regides centroméricas de todos
0S CrOMOSSOMOS.

As trés espécies do grupo marchesianus, Colostethus caeruleodactylus, C. sp. 1 (aff.
marchesianus) ¢ C. sp. 2 (aff. marchesianus), diferem de C. stepheni e das demais espécies de
Colostethus cariotipadas por apresentarem 2n = 22 cromossomos, revelando, assim, um novo
nfimero cromossomico para o género. Na Familia Dendrobatidae, variabilidade intragenérica
no namero de cromossomos foi descrita apenas em Dendrobates, sendo encontradas espécies

com 2n = 18 ou 20 cromossomos.
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Os cariotipos das trés espécies sio semelhantes, com pequenas diferencas na
morfologia de alguns pares cromossémicos. Porém, essas espécies podem ser facilmente
distinguidas entre si, também pela localizagdo da NOR e pelo padrio de distribuicdo de
heterocromatina constitutiva. A NOR esta localizada no brago longo de par 4 em C.
caeruleodactylus e no brago curto do par 8 em C. sp. 1 (aff. marchesianus) ¢ do par 7 em C.
sp. 2 (aff. marchesianus). Heteromorfismos de tamanho de NOR foram observados nessas
duas ultimas espécies. Em C. caeruleodactylus, foi detectada uma NOR adicional na regido
intersticial do brago longo de um dos homélogos do par 1. Somente em C. sp. 2 (aff.
marchesianus), a constrigio secundaria nio foi indicadora da regido organizadora do nucléolo,
sendo caracterizada pela presenca de uma heterocromatina constitutiva fortemente corada,
localizada adjacente 2 NOR. A hibridagdo in sitv (FISH) com sonda de rDNA confirmou a
localizagiio de todas as NORs, detectadas pela impregnagdo por prata, porém uma marcagio
adicional no brago longo do par 5 em um individuo de C. sp. 1 (aff. marchesianus), nio
detectada por AgNOR, também foi observada, indicando a presenca de seqiiéncias homodlogas
ao rDNA nesta regido.

Apesar das diferengas encontradas no padrio de distribuigdo de heterocromatina
constitutiva, uma pequena banda no brago longo do par 7 foi detectada nas trés espécies,
podendo esta heterocromatina ser considerada marcadora para os Colostethus do grupo
marchesianus.

Considerando-se que Colostethus caeruleodactylus, C. sp. 1 (aff. marchesiarus) ¢ C.
sp. 2 (aff marchesianus) apresentam O mesmo nimero cromossOmico e similaridade
cariotipica, mas diferengas no padrio de NOR e de banda C, ¢ possivel que rearranjos
cromossémicos, como translocagdes e eventos como adigio de blocos heterocromaticos,
transformagdo de segmentos eucromaticos em heterocromaticos e a evolugio em conjunto de
multiptos sitios heterocromaticos, possam estar envolvidos na diferenciacio destas espécies.

A reducio do niimero cromossdmico de 24 para 22 parece ser uma caracteristica do
grupo de Colostethus marchesianus e deve ter envolvido mais de um tipo de rearranjo
cromossémico, ja que ndo ha evidéncias diretas de que fendmenos de fissdo e fusdo, por si sb,

sejam responsaveis pelo cariétipo atualmente encontrado nesse grupo.
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I1- INTRODUCAO

1.1. A Classe Amphibia e a Ordem Anura: aspectos gerais

O grupo basal dos vertebrados terrestres € a classe Amphibia, cuja denominacdo
(Amphi, dual + bios, vida) indica, corretamente, que a maioria das espécies pertencentes a esta
classe vive parcialmente na agua e parcialmente na terra (Storer e a/, 1989, Romer &
Parsons, 1985).

A Classe Amphibia estd dividida em trés Subclasses: Labyrinthodontia, Lepospondyli
e Lissamphibia (Duellman & Trueb, 1986).

Com relagdo a Subclasse Lissamphibia, acredita-se que tenha surgido no periodo
Jurassico da era Mesozobica, ha cerca de 200 milhSes de anos. Esta Subclasse expandiu-se
rapidamente €, atualmente, apresenta cerca de 4000 espécies distribuidas em trés ordens
viventes: Anura, representada pelos sapos, rds e pererecas, Urodela, representada pelas
salamandras, ¢ Gymnophiona, representada por anfibios vermiformes cavadores (Duellman &
Rodriguez, 1994, Duellman & Trueb, 1986; Storer ez al., 1989, Romer & Parsons, 1985).

Os Anura s8o os anfibios mais bem sucedidos, estando divididos em 29 familias (Frost,
1999), com mais de 4200 espécies que habitam todos os continentes, com excegdo dos pélos,
algumas ilhas oceénicas e regides desérticas. Cerca de 1600 dessas espécies vivem na América
do Sul e, principalmente, na Amaz0nia e nas florestas tropicais Umidas, sendo que em
nenhuma outra parte do mundo ha uma fauna tio diversificada. Os Anura diferem dos outros
anfibios por serem especializados para saltar. Esta especializa¢io inclui um encurtamento do
corpo, auséncia de cauda e presenca de poderosos membros posteriores (Duellman &
Rodriguez, 1994; Zug, 1993).

Diferente de muitos animais terrestres como salamandras, cobras e mamiferos, os
anuros ndo sdo conhecidos por deixar rastro de odor para marcar territério e identificar
possiveis companheiros. Portanto, os Anura, assim como os passaros, anunciam sua presenga
através do som. De maneira geral, o encontro entre machos e fémeas é feito por orientagio

sonora. Algumas espécies de anfibios anuros produzem sons variados, sendo o mais comum o
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canto de anincio, para atrair fémeas, cantos territoriais que séo reconhecidos por outros
machos e cantos de combate que sdo produzidos durante interagdes entre machos (Duellman
& Rodriguez, 1994). O canto ¢ bastante diversificado entre as espécies, sendo que suas
caracteristicas auxiliam na identificagiio da espécie, bem como na determinagdo do sexo do
animal (Lutz, 1973).

Os Anura apresentam uma diversidade de modos reprodutivos, sendo a fertilizagdo
externa a mais freqiiente, exceto em Ascaphus, Mertensophryne micranotis e em algumas
espécies de Nectophrynoides e Eleutherodactylus. Modos mais primitivos envolvem ovos e
larvas aquaticas, porém modos mais especializados incluem deposi¢do de ovos fora da agua,
mas com larvas aquaticas, ovos terrestres, ovoviviparidade e viviparidade (Duellman &
Rodriguez, 1994; Duellman & Trueb, 1986).

Muitas espécies de anuros exibem um cuidado parental, seja vigiando ninhos ou
transportando ovos e girinos para agua, sendo que este tipo de comportamento pode ser

realizado de maneira maternal, paternal ou biparental (Beck, 1998).

1.2. A Familia Dendrobatidae

A Familia Dendrobatidae é composta por seis géneros, sendo: Aromobates,
Dendrobates, Epipedobates, Minyobates, Phyllobates e Colostethus, 0s quais possuem um
total de mais de 150 espécies (Ford, 1993) distribuidas nas regides tropical e subtropical
Gmidas da Nicarigua, até a Bolivia e o sudeste do Brasil (Duellman & Trueb, 1986).

Varios dendrobatideos sio conhecidos por suas brilhantes cores de adverténcia
(aposematica) e pela presenca de alcaloides toxicos na pele de alguns de seus membros (Ford,
1993). Estes alcaldides tém atraido a atengdo de pesquisas biomédicas, devido aos seus
diversos efeitos nos tecidos muscular e nervoso (Myers & Daly, 1983). Algumas tribos
indigenas da América do Sul utilizam as toxinas liberadas pelas glandulas da pele destes
animais, com a finalidade de preparar suas flechas e zarabatanas para a caga.

Os dendrobatideos possuem uma complexa historia de vida. Os ovos sdo colocados em

pinhos terrestres € as larvas da maioria das espécies, sdo transportadas no dorso de um dos
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parentais até um ambiente aquatico, onde o desenvolvimento ¢ completado (Savage, 1968;
Praderio & Robinson, 1990). Em muitas espécies, 0 comportamento € conhecido e inclui
cuidado parental, territorialidade e até mesmo combate (Bogart, 1991).

Aromobates nocturnus (Myers et al., 1991), difere das espécies dos demais géneros por
apresentar atividade noturna e aquética, um tamanho grande e ndo possuir alcalbides toxicos.

Dentro da Familia Dendrobatidae, ha uma aparente progressdo de espécies menos
especializadas para mais especializadas, especializacio esta correlacionada com cuidado
parental e tamanho da desova (Savage, 1968; Bogart, 1991).

Segundo Ford (1993), Colostethus € o maior género contendo 98 espécies descritas,
mas certamente muitas ainda aguardam descrigfo. Sua distribuigdo da-se principalmente na
baixa América Central ¢ nordeste da América do Sul, Amazonia ¢ Mata Atlintica, com
algumas representacdes no leste dos Andes (Duellman & Trueb, 1986; Myers et al., 1991;).

O género Colostethus possui caracteristicas menos especializadas quando comparado a
outros géneros, pois apresenta um maior numero de ovos, menor territorialidade € menor
cuidado com a prole (Ver Bogart, 1991, para referéncias).

As espécies do género Colostethrus sdo de coloragio parda e ndo apresentam toxinas na
pele (Dueliman & Simmons, 1988), com exceg¢do de Colostethus inguinalis, uma espécie do
Panami, na qual Daly er al. (1994) detectaram a presenga de uma toxina chamada
tetrodotoxina. Membros deste género parecem nfo produzir nem seqiiestrar nenhum dos
alcaloides lipofilicos, caracteristica esta que define as linhagens dos géneros Epipedobates,
Dendrobates, Minyobates e Phyliobaies.

A auséneia de uma defesa quimica tem sido considerada uma caracteristica primitiva
em Colostethus, mas a descoberta de um dendrobatideo primitivo (4romobates), que possui
uma secregdo volatil defensiva, tem levantado a possibilidade de que a perda de alguma defesa
quimica primitiva pode ser uma caracteristica derivada de Colostethus (Myers et al., 1991).

O grupo ancestral que teria originado os Dendrobatidae permanece ainda indefinido.
Alguns autores consideram a familia mais proxima aos Leptodactylidae da América do Sul,

relacionada ao género Hylodes (Noble, 1931; Lynch, 1971 e Ardila-Robayo, 1979), e outros
aos Ranidae africanos (Griffths, 1959, 1963).

15



A filiaco dos dendrobatideos com os ranideos ou leptodactilideos depende das
caracteristicas analisadas, uma vez que Ford (1993), através de analises baseadas em
caracteres osteologicos, afirma que os dendrobatideos sdo uma unidade monofilética e que
estio estritamente relacionados como os ranideos. No entanto, Morescalchi (1973) descreveu
os cromossomos dos dendrobatideos como sendo do tipo dos leptodactilideos e, também,
levantou a hipotese de que todos os neobatraquios, incluindo os ranideos, s3o derivados de um
“estoque” leptodactilideo. Hay er al. (1995), através de estudos moleculares com DNA
mitocondrial, mostraram que os dendrobatideos estdo associados em 92% com o0s
leptodactilideos € excluidos do grupo dos ranideos em 95%.

Na Amazdnia, o género Colostethus é constituido por um complexo de espécies
morfologicamente semelhantes. Muitas destas espécies ainda nio foram descritas, sendo,
portanto, agrupadas e consideradas como pertencentes a um grupo de espécies denominado
marchesianus. Nesse grupo, ha muitas espécies em descrigdo e outras que apresentam
dificuldades de identificagio (M. Martins, com. pessoal).

Uma das espécies em estudo é: Colostethus stepheni, que apresenta um tamanho
pequeno, sendo de 15,2 a 16,5 mm para os machos e de 17,0 a 18,0 mm para as fémeas.
Quanto a sua coloragdo, o exemplar vivo possui dorso castanho claro, com pequenas manchas
irregulares mais escuras € pouco distintas, faixa dorsolateral creme, desde os olhos até a regido
inguinal, sobre outra faixa castanho escura (Martins, 1989).

Colostethus stepheni vive no chio da floresta, onde vocaliza e se reproduz. O periodo
de reprodugéo corresponde a estagdo chuvosa, que normalmente ¢ iniciada em novembro e se
estende até maio (Junca, 1996).

De acordo com as observagdes de Junca ef al. (1994), C. stepheni possui um modo
reprodutivo diferente dos demais dendrobatideos, pois mostrou completo desenvolvimento
terrestre, dependente apenas da umidade do folhedo, portanto nio havendo necessidade dos
girinos serem transportados por um dos parentais para ambientes aquéticos, para completarem
seu desenvolvimento. Enquanto o cuidado parental em outras espécies desta familia termina
apos a deposigio dos girinos na 4gua, em C. stepheni este é continuo e proporcionado pelo

macho até o final da metamorfose.
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As outras trés espécies do género Colostethus analisadas no presente trabalho,
pertencentes a0 grupo marchesianus, sao morfologicamente semelhantes, porém diferem entre
si no tamanho, coloragdo e canto. Individuos adultos de Colostethus caeruleodactylus
caracterizam-se por apresentarem tamanho pequeno (15,0 - 16,3 mm) e os dedos das maos e
discos das mios e pés, azuis. Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) apresenta um tamanho
intermediaric (18 mm) e o dorso castanho claro, enquanto Colostethus sp. 2 (aff
marchesianus) possui o dorso castanho escuro e um tamanho maior (19,5 mm), quando

comparado as outras duas espécies (Lima & Caldwell, 2000).

1.2.1. Citogenética da Familia Dendrobatidae

Os poucos estudos citogenéticos realizados nesta familia, presentes na literatura,
restringem-se apenas 4 determinagdo do mumero e a analise da morfologia cromossémica.
Estudos sobre a distribui¢do e tipos de heterocromatina, assim como da posicic da regifo
organizadora do nucléolo (NOR), sdio escassos.

Duellman (1967) descreveu pela primeira vez o numero cromossdmico de duas
espécies da familia Dendrobatidae (Dendrobates pumilio, 2n =20 e Colostethus inguinalis, 2n
= 24). Outras espécies de Colostethus, Epipedobates, Minyobates, Dendrobates ¢ Phyllobates,
tiveram seus cariotipos analisados por Rada de Martinez (1976), Rasotto ef al. (1987) e Bogart
(1991).

Dados cariotipicos desta familia indicam uma tendéncia a diminuigdo do nimero
cromossdmico de 2n=24 para 2n=18. Bogart (1991) sugere que o nimero cromossémico
2n=24 seja o ancestral nos dendrobatideos € que a variagdo cromossdmica esteja relacionada a
historia de estratégia de vida, uma vez que o género Colostethus, além de apresentar 2n=24, é
considerado, também, o menos especializado quando comparado 3 Dendrobates, que

apresenta 2n= 20 ou 18, ¢ ¢ 0 género mais especializado da Familia Dendrobatidae.
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1.3. Regifio Organizadora do Nucléolo - NOR

Os organizadores nucleolares s3o sitios cromossomicos de genes para RNA ribossomal
(fRNA), que so sintetizados ¢ processados formando pré-ribossomos no nucléolo, e que,
posteriormente, tornam-se parte de ribossomos maduros no citoplasma. Estes sitios sdo
segmentos cromossdmicos, de cuja atividade se origina o nucléolo (Sumner, 1990).

Os métodos de coloragio para a NOR tém evoluido da complexidade para a
simplicidade. A técnica original de Howell ef al. (1975) envolve diversos estigios como:
fixagio dos cromossomos com formalina, tratamento com uma solugdio pré-corante de prata
amoniacal, um tratamento com hidréxido de sodio diluido, ¢ finalmente, a coloragdo com uma
mistura de formalina e prata amoniacal. Goodpasture & Bloom (1975) publicaram, no mesmo
ano, uma técnica que envolve a utilizagdo de nitrato de prata a 50%, colocado sobre a
preparagdo cromossdmica, coberto com laminula e exposto a uma ldmpada. Em seguida, os
cromossomos recebem uma mistura de prata amoniacal e formalina. Variagdes desta técnica
foram publicadas posteriormente por outros pesquisadores. Uma altemativa proposta para a
coloracio de prata foi dada por Olert (1579), que misturou uma solu¢3o de prata a 50% com
4cido formico diluido e incubou as ldminas nesta solugo. Este procedimento foi modificado
por Howell & Black (1980), que fizeram uma solugio coloidal reveladora ao adicionar acido
formico a uma solug@io de gelatina diluida. Este revelador coloidal foi misturado com uma
solucdio de nitrato de prata imediatamente antes do uso, sendo, entfio, as 1dminas incubadas em
uma estufa.

A especificidade pela prata di-se em razdo da reagio desta com as proteinas acidicas,
associadas ao TRNA recém-transcrito (Howell, 1977, Schwarzacher et al., 1978). Portanto,
apenas as NORs que estiverem ativas no ciclo celular anterior serio evidenciadas pelo método.

Fregilentemente, as NORs aparecem na mesma posigio onde se encontra a constri¢do
secundaria (Schwarzacher & Wachtler, 1993).

A localizagdo e o nimero da NOR podem variar entre familias, géneros ¢ até mesmo
espécies (Schmid, 1978; Batistic, 1989), sendo, portanto, uma caracteristica a ser considerada

em estudos citogenéticos comparativos.
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Segundo King (1991), aproximadamente 837 anuros foram analisados
cariotipicamente, sendo 252 caracterizados por algum tipo de bandamento. Entretanto, apenas
92 espécies foram analisadas pelo método Ag-NOR ou por hibridaggo in situ, com sondas de
DNA 188 + 28S. Atualmente, muitas outras espécies de anuros encontram-se
citogeneticamente estudas, o que pode contribuir para o entendimento das relagdes

filogenéticas e taxondmicas.

1.4. Heterocromatina

O termo heterocromatina foi criado por Heitz em 1928, para denominar ¢ descrever
segmentos Cromossomicos, ou, em alguns casos, cromossomos inteiros que se mantinham em
estado condensado durante toda a intérfase. A definigio proposta por Heitz foi inteiramente
baseada em analises morfologicas (John, 1988).

Ris & Korenberg (1979) mostraram, através de estudos autoradiograficos, que a sintese
de RNA ¢ possivel apenas na cromatina difusa, sendo entdo a cromatina condensada
transcricionalmente inativa.

A cromatina condensada pode ser classificada em diferentes formas, dependendo do
tipo de condensagio envolvido: eucromatina condensada, heterocromatina facultativa ¢
heterocromatina constitutiva. A eucromatina condensada envolve a inativagdo de uma fragio
cromossbmica em uma determinada geragdo celular, porém esta inativagdo é reversivel. A
eucromatina condensada pode ser diferenciada da heterocromatina em microscopia de luz,
entretanto em microscopia eletrénica elas apresentam a mesma densidade. Heterocromatina
facultativa refere-se & eucromatina que sofreu inativagdo e condensagdo no inicio do
desenvolvimento do organismo, e permanece inativada por muitas geragdes celulares em todos
os tecidos somaticos. A heterocromatina constitutiva é aquela que ocorre em posigOes
idénticas de cromossomos homologos. Essa heterocromatina corresponde aquelas regides
condensadas observadas por Heitz (ver revisio de John, 1988).

A heterocromatina constitutiva é predominantemente constituida por uma seqiiéncia de

DNA altamente repetitivo e nio codificador (John, 1988; Sumner, 1994). Pardue & Henning
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(1990) referem-se & heterocromatina como “artigo de colecionadores™, tendo valor apenas para
quem entende e conhece suas fungdes, uma vez que muitos pesquisadores a consideravam
como “DNA lixo”, devido a inexisténcia de genes. Entretanto, muitos genes tém sido descritos
na heterocromatina de Drosophila melanogaster, embora a densidade destes genes seja muito
menor do que na eucromatina (Hilliker e# al., 1980). Porém, Sumner (1990) sugere que estes
genes possam estar contidos em pequenos segmentos de eucromatina, dentro de regibes
heterocromaticas.

Segundo XKing (1991), a heterocromatina desempenha um importante papel,
protegendo os sitios eucromaticos adjacentes de modificagGes estruturais por recombinagfo,
uma vez que diminui a formagio de quiasmas. Porém, John (1988) afirma que algumas
categorias de heterocromatina permitem recombinagdo, enquanto outras ndo. Hawley ef al (
1993) defendem o pareamento meiGtico de seqiéncias heterocromaticas homoélogas
localizadas em cromossomos homoélogos ou nfio. Outros papéis ja foram propostos para a
heterocromatina, como a inativa¢io de genes localizados muito proximos (Reuter & Spierer,
1992).

Em estudos citogenéticos, a heterocromatina constitutiva tem sido comumente
evidenciada através da técnica de bandamento C. Além disso, técnicas de citogenética
molecular como, bandamento por enzimas de restrigdo, fluorocromos e hibridagdo in situ
também podem ser utilizadas.

O bandamento C foi descoberto acidentalmente por Pardue & Gall em 1970. Eles
sugeriram que as regibes de banda C eram quase que exclusivamente sitios de DNA altamente
repetitivo (DNA satélite). Seqiiéncias de DNA altamente repetitivo tém sido localizadas nas
regides de banda C em uma grande variedade de espécies. Embora exista uma associagio entre
DNA altamente repetitivo e banda C, ha situagdes em que este tipo de DNA ndo ¢ encontrado
em regides evidenciadas pela técnica de bandamento C (Sumner, 1990).

O processo quimico que explica o bandamento C foi inicialmente descrito por
Holmquist (1979), o qual envolve trés passos. um tratamento preliminar com &cido
hidrocloridrico, que causa uma despurinagio do DNA; um tratamento alcalino que causa
quebra dos sitios apurinicos, assim como a desnaturagio irreversivel do DNA; ¢ um

tratamento salino que promove a remogio do DNA despurinado. Acredita-se que a extragdo do
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DNA das regides de heterocromatina constitutiva ocorra de forma mais lenta, porém nZo se
conhece a razio pela qual as regides nfio banda C sfo preferencialmente extraidas.

O bandamento C é importante para a identificagdo de cromossomos de plantas e
insetos, assim como de anfibios, uma vez que os bandamentos G, R ¢ Q s2o empregados
satisfatoriamente apenas em vertebrados superiores. As caracteristicas do bandamento C, que
auxiliam na identificagdo dos cromossomos, sio o tamanho e a localizagio das bandas, sendo
que estas sio normalmente encontradas nas regides centromericas, podendo tambeém serem
localizadas nas regides teloméricas, adjacentes as regides organizadoras do nucléolo e
intersticiais dos cromossomos (Sumner, 1990; 1994).

Sumner (1990) relata, ainda, que cromossomos que ndo apresentam bandas C sdo
raros e, provavelmente, ndo ocorram em caritipos normais.

Varias espécies de diferentes familias de Archaeobatrachia foram submetidas ao
bandamento C e verificou-se uma quantidade relativamente pequena de heterocromatina
constitutiva neste grupo de anuros. Por outro lado, espécies pertencentes a algumas familias de
Neobatrachia, quando analisadas através da técnica de bandamento C, revelaram uma enorme
diversidade interespecifica, tanto em quantidade, quanto em distribui¢do de heterocromatina
constitutiva, sendo, portanto, muito diferente do padrio encontrado para os Archaeobatrachia
(King, 1991).

Trés processos gerais sio sugeridos por King (1991), para indicar a evolugdo da
heterocromatina no genoma de anfibios, sendo eles: a adicio de heterocromatina a sitios
cromossbmicos especificos, a transformagio de regides cromossOmicas eucromaticas em
regides heterocromaticas e a evolugio combinada de sitios heterocromaticos multiplos.

A utilizagio da técnica de bandamento C em estudos citogenéticos ¢ de grande
importéncia, uma vez que detecta a presenga de heterocromatina constitutiva, e este caracter
pode fornecer informagdes Gteis para o entendimento das relagdes filogenéticas do grupo em

estudo.,
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I - OBJETIVOS
Este trabalho tem por objetivo comparar citogeneticamente diferentes espécies do

género Colostethus, a fim de contribuir com dados para a taxonomia, entendimento das

relages filogenéticas e origem desta familia.
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RESUMO:

Espécimes de Colostethus stepheni, provenientes da Amazbnia brasileira, foram
estudados citogeneticamente. O nimero dipléide 2n=24, o caridtipo bimodal, com seis pares
grandes e seis pares pequenos de cromossomos, € O par 1 metacéntrico grande, sdo
caracteristicas comuns de outros Colostethus previamente descritos ¢ dos dendrobatideos em
geral. Porém, C. stepheni difere de outras espécies do género quanto a morfologia de alguns
cromossomos € 2 localizacdo de constrighes secundarias. C. sfepheni apresenta apenas um par
de NOR, localizado na regifio pericentromérica dos cromossomos 1, coincidente com uma
constrigio secundaria e com um bloco de heterocromatina banda C positivo. Em alguns
individuos, foi detectado heteromorfismo de tamanho de NOR. Heterocromatina foi localizada
nas regides centroméricas de todos os cromossomos. Dados de heterocromatina ¢ de NOR sdo

descritos pela primeira vez para o género Colostethus.

INTRODUCAO:

Os anuros correspondem a grande maioria das espécies de anfibios viventes. Eles s@o
encontrados no mundo todo e ocupam uma grande variedade de habitats, com excegéo dos
polos, algumas ilhas ocednicas e regiGes desérticas (Duellman & Trueb, 1986, Hillis, 1991).
Entretanto, apesar do grande nimero de espécies ¢ da diversidade de habitats, 0s anuros sao
morfologicamente conservados, sendo, ento, necessaria a utilizagio de outras metodologias,
como a analise citogenética, a fim de contribuir para a solugio de problemas sistematicos e o
entendimento das relacBes filogenéticas deste grupo.

Poucos estudos citogenéticos foram realizados na Familia Dendrobatidae (Duellman,
1967, Rada de Martinez, 1976; Rasotto et al, 1987, Bogart, 1991) e estes restringem-se
apenas & determinagdo do niimero e da morfologia dos cromossomos.

Colostethus stepheni Martins, 1989 é um dendrobatideo de tamanho pequeno, com
cerca de 15,2 a 18 mm, que ocorre no chio da mata. Esta espécie possui um comportamento

reprodutivo diferente dos demais dendrobatideos, pois seus girinos desenvolvem-se totalmente
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em ninhos terrestres, nio havendo necessidade de transporta-los a um ambiente aquatico para
completar seu desenvolvimento. Este comportamento € considerado derivado para a familia
Dendrobatidae (Junca, 1998; Junca ef al., 1994).

Neste trabalho, caracterizamos citogeneticamente a espécie C. stepheni e apresentamos

pela primeira vez dados de bandamento C e NOR para o género Colostethus.
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MATERIAIS E METODOS:

Foram analisados quatorze espécimes de Colostethus stepheni, sendo 5 machos e 9
fémeas, coletados na Reserva Florestal Adofo Ducke (RFAD), localizada a 25 km ao nordeste
da cidade de Manaus, AM, Brasil, sob licenga do IBAMA (02005.001367/99-58-AM).

Os espécimes testemunhos foram depositados na colegdo do Museu “Professor Addo
José Cardoso” da Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo, Brasil, (ZUEC) e na
colegio do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) em Manaus, Amazdnia,
Brasil. Os espécimes foram catalogados com os nimeros ZUEC 11.450, 11.609, 11.612,
11.613,11.614, 11.616, 11,619 ¢ 11.621 e INPA 72.00, 72.01, 72.02, 72.03, 72.04 ¢ 72.07.

As preparagdes cromossOmicas foram obtidas através da suspensdo de células do
intestino e testiculo de animais previamente tratados com colchicina, por no minimo 6 horas,
segundo a técnica de King & Rofe (1976) e Schmid {1978a).

As técnicas utilizadas neste estudo foram: coloragio convencional com Giemsa em
tampéo fosfato pH 6,8; impregnagdo por prata (AgNOR) segundo Howell & Black (1980) e
bandamento C de acordo com Sumner (1972), com algumas modificagdes na temperatura do
Ba(OH),. Os cromossomos foram classificados segundo valores propostos por Green &
Sessions (1991).
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RESULTADOS:

Todos os espécimes de Colostethus stepheni apresentaram ¢ mesmo numero diploide
de 2n = 24 cromossomos, sendo este confirmado pela presenca de 12 bivalentes na metafase I
da meiose de gbnada masculina. Nesta espécie ndo foram encontrados cromossomos
heteromérficos.

O cariétipo de C. stepheni é constituido por pares metacéntricos, submetacéntricos, um
par subtelocéntrico e um telocéntrico, os quais podem ser agrupados em seis pares grandes e
seis pequenos, sendo, portanto, considerado um cariétipo bimodal (Figs. 1A € 2; Tabela 1).

A impregnacdo por prata revelou apenas um par de NOR, localizado na regidio
pericentromérica dos cromossomos 1, coincidente com a constricBo secundaria, que nem
sempre foi observada em metafases coradas com Giemsa Na populagio estudada, foi
encontrado, ainda, um heteromorfismo de tamanho de NOR (Fig. 1C). Este heteromorfismo
foi detectado também em nucleos interfasicos.

A regifio centromérica de todos os cromossomos apresentam grandes blocos de
heterocromatina constitutiva. Na regifio pericentromérica do par 1, uma banda C positiva foi
detectada, coincidindo com a NOR ativa evidenciada pelo método AgNOR (Fig. 1C), e outras
bandas intersticiais fracamente coradas foram observadas nos bragos curtos dos cromossomos
3 e 5 (Figs. 1B e2)
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DISCUSSAO:

O nimero cromossomico encontrado em Colostethus stepheni {(2n = 24) esta de acordo
com o das outras espécies deste género, j& analisadas citogeneticamente por Bogart (1991) e
Rada de Martinez (1976).

O caridtipo de C. stepheni € considerado bimodal, devido a presenga de seis pares
grandes e seis pares pequenos, assim como a maioria das espécies de Colostethus ja descritas
por Bogart (1991), com exce¢do de Colostethus talamancae, onde nio ocorre uma diminuigdo
tio abrupta dos cromossomos a partir do par sete, como indica o ideograma proposto por esse
aufor.

A presenga do par 1 metacéntrico grande foi observada em outras espécies,
pertencentes ndo apenas a Colostehus, mas também a outros géneros da familia (Bogart 1991),
podendo ser considerada uma caracteristica dos dendrobatideos.

Quando comparamos o cariotipo de C. stepheni com os das demais espécies do género,
notamos que ele difere, tanto na morfologia de alguns cromossomos, quanto na localizagéio da
constrigio secundaria. Por exemplo, o caridtipo de Colostethus sp A descrito por Bogart
(1991) mostra a presenca de duas constrigbes secunddrias localizadas em pares
cromossOmicos diferentes, sendo uma na regido pericentromérica do brago longo do par 1,
como em C. stepheni, e a outra na regido pericentromérica do brago longo do par 3.

Porém, como Bogart (1991) nfo utilizou nenhuma técnica de bandamento nas espécies
de Colostethus, ndo podemos afirmar que na constri¢io encontrada na mesma regido que em
Colostethus stepheni, encontre-se a regido organizadora de nucléolo (NOR), ja que em
algumas regiGes onde a heterocromatina constitutiva estd acumulada, eventualmente adquire
uma aparéncia de constrigdo secundaria (Schmid, 1978 a, b), mas nunca exibe marcag¢es pela
prata, 0 que caracterizaria a NOR.

Segundo Schmid ef al,(1990) e Schmid (1982), as comparages interespecificas
demonstram que em caridtipos de espécies periencentes a0 mesmo grupo ou a grupos
relacionados, as NORs detectadas pela impregnaciio por prata estdo freqlientemente
localizadas nas mesmas regides cromossdmicas. Excegdio a esta regra da indicio de que

OcOITeram rearranjos nos segmentos cromossémicos, que carregam a NOR durante a evolugio
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dos anuros. Além disso, diferengas no tamanho das NORs marcadas pela prata € bastante
comum.

Heteromorfismos entre NORs homélogas foram determinados em um grande niimero
de espécimes analisados por Schmid (1982). A maioria dos heteromorfismos detectados foram
provenientes de duplicagBes ou triplicagdes in tanden das NORs. Contudo, observou-se
também, mas em uma menor propor¢do, heteromorfismo devido a uma simples diferenga entre
o tamanho dos blocos corados pela prata.

Apesar da alta freqiéncia de duplica¢Bes ou triplicagbes de NORs em anuros, C.
stepheni nfio apresentou resultados que pudessem indicar uma clara duplicagio de NOR.
Sendo assim, acreditamos que o heteromorfismo encontrado nesta populago deve-se apenas a
uma distingiio entre o tamanho dos blocos impregnados pela prata, causada por diferencas na
quantidade de TDNA.

Outras causas usualmente consideradas para o desenvolvimento de NORs
heteromorficas, segundo Schmid (1982), inclui delegdes, além de crossing-over desiguais e
trocas entre cromatides irmas.

Segundo Schmid (1980b; 1982), homomorfismos ou heteromorfismos de NORs,
evidenciados pela prata em cromossomos metafasicos, sio expressos também em nicleos
interfasicos, o que esta de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho.

De acordo com Schmid (1980a) e Schmid et al. (1990), os cariétipos dos anfibios sdo
caracterizados por muitas regides de heterocromatina constitutiva, sendo que nos anuros, as
regides preferencialmente heterocromaticas sdo as centroméricas, pericentroméricas e
teloméricas, podendo ser encontradas em regides intersticiais também.

A regido organizadora do nucléolo (NOR) em C. stepheni ¢ coincidente com uma
banda C pericentromérica, localizada no brago longo do par 1. Esta associagdo de NOR e
heterocromatina constitutiva ja foi observada em outras espécies de anuros (Silva ez al., 1999,
Schmid, 1982; 1978 b), porém esta associagdio nfio ¢ obrigatoria, uma vez que em outras
espécies ja estudadas (Schmid, 1982; Schmid, 1978 a) a regido organizadora do nucléolo ¢
adjacente a regides de heterocromatina constitutiva. O mesmo foi observado em outras

espécies do género Colostethus analisadas (Veiga et al., em preparagdo).
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Segundo King (1991), as espécies de Neobatrachia, analisadas através do método de
bandamento C, mostraram uma enorme diversidade interespecifica, tanto na distribui¢go como
na quantidade de heterocromatina dentro dos seus genomas. Em termos de variagdo
interespecifica, € muito dificil encontrar duas espécies iguais em relagdo & distribuigio de
heterocromatina.

Os resultados de bandamento C em C. stepheni, aqui descritos, revelam apenas grandes
blocos de heterocromatina constitutiva em todos os centromeros e algumas bandas
intersticiais, diferindo do padrfio obtido para outras espécies deste género (Veiga ef al., em

preparagdo).

AGRADECIMENTOS:

Os autores agradecem a Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico ¢ Tecnologico
(CNPq), pelo apoio financeiro.

37



REREFENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

Bogart, J. P. (1991). The influence of life history on karayotypic evolution in frogs. In:

Amphibian Cytogenetics and Evolution (Green, D. M. & Sessions, S. K., eds.).
Academic Press, San Diego, pp. 233-258.

Duellman, W. E. (1967). Additional studies of chromosomes of anuran amphibians. Syst.
Zool 16 38-43.

Dueliman, W. E. and Trueb, L. In: Biology of Amphibians. McGraw-Hill. New York, 1986.

Green, M. G. and Sessions, S. K. (1991). In: Amphibian Cytogenetics and FEvolution.
Academic Press, San Diego, pp. 431-432.

Hillis, D. M. (1991). The phylogeny of amphibians: current knowledge and the role

cytogenetics. In: Amphian Cytogenetics and Evolution (Green, D. M. & Sessions, S.
K., eds.). Academic Press, San Diego, pp. 7-31.

Howell, W. M. and Black, D. A, (1980). Controlled silver-staining of nucleolus organizer

regions with a protective colloidal developer: a 1 step method. Experientia 36. 1014~
1015.

Juncia, F. A. (1998). Reproductive Biology of Colostethus stepheni and Colostethus

marchesianus (Dendrobatidae), with the description of a new anuran mating behavior.
Herpetologica 54: 377-387.

Juncai, F. A., Altig, R. and Gascon, C. (1994). Breeding biology of Colostethus stepheni, a
Dendrobatid frog with a nontransported nidicolous tadpole. Copeia 3: 747-750.

38



King, M. (1991) Evolution of heterochromatin in the Amphibia genome. (Green, M. G. &

Sessions, S. K., eds.) In: Amphian Cytogenetics and Evolution. Academic Press, San
Diego. pp. 359-391.

King, M., and Rofe, R. (1976). Karyotypic variation in the Australian Gekko Phyilodactylus
marmoratus (Gray) (Gekkonidae: Reptilia). Chromosoma 54: 75-87.

Martins, M. (1989). Nova espécie de Colostethus da Amazdnia central (Amphibia:
Dendrobatidae). Rev. Brasil. Biol. 49; 1009-1012.

Rada de Martinez, D. (1976). Cariotipo de Colostethus trinitatis (Amphibia: Dendrobatidae).
Acta Biol. Venez. 9. 213-220.

Rasotto, M B., Cardellini, P. and Sala. M. (1987). Karyotypes of five species of
Dendrobatidae (Anura: Amphibia). Herpetologica 43: 177-182.

Schmid, M. , Steinley, C. Nanda, I and Epplen, J. T. (1990). Chromosome banding in
Amphibia. In: Cytogenetics of Amphibians and Reptiles.(Olmo, E., ed.) Birkhiuser
Verlag Basel, Berlin, pp. 21-45.

Schmid, M. (1982). Chromosome banding in amphibia VII. Analysis of the structure and
variability of NORs in Anura. Chromosoma 87 327-344.

Schmid, M. {(1980a). Chromosome banding in amphibia IV. Differentiation of CG- and AT-

rich chromosome regions in Anura. Chromosoma 77 83-103.

Schmid, M. (1980b). Chromosome banding in amphibia V. Highly differentiated ZW/ZZ sex

chromosomes and exceptional genome size in Pyxicephalus adspersus (Anura,
Ranidae). Chromosoma 80:. 69-96.

39



Schmid, M. (1978a). Chromosome banding in amphibia I. Constitutive heterochromatin and

nucleolus organizer regions in Buyfo and Hyla. Chromosoma 66: 361-368.

Schmid, M. (1978b). Chromosome banding in amphibia II. Constitutive heterochromatin and

micleolus organizer regions in Ranidae, Microhylidae and Rhacophoridae.
Chromosoma 68; 131-148.

Silva, A. P. Z., Haédad, C. F. B. and Kasahara, S. (1999) Nucleolus organizer regions in

Physalaemus cuvieri (Anura, Leptodactylidae), with evidence of a unique case of Ag-
NOR variability. Hereditas 131: 135-141.

Sumner, A. T. (1972). A simple technique for demonstrating centromeric heterochromatin.
Exp. Cell Res. 75 304-306.

40



Tabela 1 — Dados morfométricos de cromossomos mitoticos de Colostethus stepheni.

(Classificaggo segundo Green & Sessions, 1991).

N2 de cromossomos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i1 12
TR % 17888 13,752 12,645 11,979 10,740 9894 5297 4,582 4077 3,717 3,375 2,088
I1C 0,437 0,39 0,238 0,333 0,367 0,369 0,464 0,458 0474 0467 0455 -

PC M M ST SM SM SM M M M M M T

TR = tamanho relativo; IC = indice centromérico;, PC = posigio do centrémero, M =

metacéntico, SM = submetacéntrico, ST = subtelocéntrico e T = telocéntrico.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Fig. 1. Cariotipo de C. stepheni. A- corado com Giemsa; B- submetido ao bandamento C; as
setas indicam bandas intersticiais fracamente coradas, C- Pares cromossémicos n® 01,
submetidos sequiencialmente ao bandamento C e a impregnagio por prata; a ponta de seta

indica banda C positiva na por¢io pericentromérica. As setas indicam a NOR coincidente com

a banda C e a NOR levemente heteromorfica. Barra = 10um.

Fig. 2 Ideograma representativo do caridtipo de C. stepheni. Os setores escuros representam
blocos de heterocromatina constitutiva fortemente corados;, setores cinza, blocos de
heterocromatina constitutiva fracamente corados e os circulos cinza indicam a NOR. O

paréntese indica marcacdo heteromorfica.
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Citogenética de trés espécies de Colostethus do grupo marchesianus (Anura,

Dendrobatidae), com descrigiio de um novo niimero cromossdmico.
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RESUMO

A analise citogenética de trés espécies do grupo de Colostethus marchesianus da
Amazdnia brasileira, revelou um novo nimero cromossdmico para o género. Colostethus
caeruleodactytus, Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) e Colostethus sp. 2 (aff
marchesianus) apresentam um complemento dipldide de 2n = 22 cromossomos, diferindo de
todos os Colostethus ja analisados que apresentam 2n=24 cromossomos. As trés espécies sdo
morfologicamente semelhantes e apresentam caridtipos bastante conservados, mas podem ser
distinguidas entre si por diferengas na morfologia de alguns cromossomos, pela localizacéo de
regides organizadoras de nucléolo (NOR) e pela distribuigdo de heterocromatina. NORs
adicionais, heteromorfismos de NOR e de heterocromatina e seqiiéncias adicionais homologas
de DNAr foram detectados nos caridtipos dessas espécies. Os dados sugerem que rearranjos
cromossdmicos, como inversdes e translocagdes, podem ter contribuido para a diferenciagdo

desses cariétipos.

INTRODUCAO

Atualmente, seis gé€neros sdo considerados pertencentes 4 familia Dendrobatidae (Ford,
1993), sendo que Colostethus é o maior deles, com 99 espécies descritas (Frost, 1999), mas,
certamente, muitas espécies ainda aguardam descrigo. Sua distribuicio dé-se, principalmente,
na baixa América Central, nordeste da América do Sul, Amazdnia e Mata Atlintica, com
algumas representa¢bes no leste dos Andes (Duellman & Trueb, 1986; Myers et al., 1991).

De acordo com Hillis (1991), os anuros apresentam caracteristicas morfologicas muito
conservadas, tornando extremamente dificil a utilizagio destes caracteres na investigacdo
filogenética, 0 que sugere, entdo, que outras metodologias devam ser empregadas.

A citogenética em anuros tem fornecido dados de grande importéncia, tanto para a
sistematica, como para a filogenia, nfo apenas através da identificacdo do nmimero e da
morfologia cromossOmica, mas também, com a utilizagio das diferentes técnicas de
bandamento (Schmid, 1978a, b; King, 1980; Schmid, 1982; Foote ef al,, 1991; Miura, 1995;
Schmid e al., 1995; Kaiser et al., 1996; Lourenco ef al., 1998; 1999).
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Dados cariotipicos da familia Dendrobatidae indicam uma tendéncia & diminuigio do
namero cromossdmico de 2n = 24 para 2n = 18. Bogart (1991) sugere, ainda, que o niimero
cromossomico 2n = 24 seja o ancestral nos dendrobatideos e que a variagio cromossbmica
esteja relacionada com a histéria de estratégia de vida, uma vez que o género Colostethus,
além de apresentar 2n = 24, é considerado, também, o menos especializado dentre outros
géneros, como Dendrobates, que apresenta 2n = 20 ou 18 e € o mais especializado.

As espécies do género Colostethus sio cripticamente coloridas e muito semelhantes na
aparéncia, dificultando assim, a identificacéo (Duellman & Simmons, 1988).

Coloma (1995), em sua revisdo do género Colostethus do Equador, relata que
populagbes atualmente atribuidas a espécie Colostethus marchesianus nio exibem grandes
diferencas morfolégicas, entretanto, diferengas no canto podem ser notadas, sugerindo que
mais de uma espeécie esteja inserida neste taxon. O mesmo foi observado por Lima (com.
pessoal) na Amazonia brasileira.

Com o objetivo de contribuir com dados citogenéticos para a familia Dendrobatidae e
caracterizar espécies do grupo de Colostethus marchesianus, neste trabalho analisamos
Colostethus caeruleodactylus (Lima & Caldwell, 2000), Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus)
e Colostethus sp 2 (aff. marchesianus) por coloragdo convencional dos cromossomos com
Giemsa, banda C para detecgdo de heterocromatina, impregnagiio por prata e hibridizagio in
situ, para localizag8o de regides organizadoras do nucléolo. Neste trabalho, descrevemos

também um novo nimero cromossomico para o género Colostethus.
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MATERIAL E METODOS

Obtengio dos espécimes:

Neste trabalho, foram analisados 5 espécimes de Colostethus caeruleodactylus (3
machos e 2 fémeas); 10 de Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) (9 machos e 1 f8émea) e 6 de
Colostehus sp. 2 (aff. marchesianus) (4 machos e 2 fémeas). As coletas foram realizadas de
fevereiro a agosto de 1998, fevereiro de 1999 e fevereiro de 2000, no municipio de Careiro, ao
longo da estrada de Autazes, Amazonas, Brasil. Os espécimes foram coletados e identificados
por Albertina Pimentel Lima, com autoriza¢io do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
(IBAMA) licenga n® (02005.001367/99-58-AM).

Os testemunhos foram depositados na colegio do Museu ‘“Professor Addo José
Cardoso™ da Universidade Estadual de Campinas (ZUEC), S#o Paulo, Brasil, € na coleciio do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA), Amazonas, Brasil, com os nimeros
ZUEC 11.633, 11.634, 11.636, 11.637 e 11.640 para Colostethus caeruleodactylus, INPA
7264-66, ZUEC 11.707-09, 11.711, 11.712, 11716 e 11.719 para Colostethus sp. 1 (aff
marchesianus) € ZUEC 11.694, 11.699-702 e 11.704 para Colostethus sp. 2 (aff.

marchesianus).

Preparagdes cromossOmicas:

As preparagQes cromossdmicas foram obtidas através da suspensdo de células do
intestino e testiculo de animais previamente tratados com colchicina, por no minimo 6 horas,
segundo técnica de King & Rofe (1976) e Schmid (1978a).

As técnicas utilizadas neste estudo foram: coloragfio convencional com Giemsa em
tampdo fosfato pH 6,8, impregnacgiio por prata (AgNOR) segundo Howell & Black (1980),
bandamento C de acordo com Summer (1972), com algumas modificacdes, e hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) (Viegas-Péquignot, 1992), utilizando-se um plasmidio recombinante (HM
123), contendo fragmentos de IDNA de Xenopus laevis (Meunier-Rotival ef ai., 1979) para
localizagio de genes ribossomais. A sonda foi marcada com biotina por “nick-translation”, de
acordo com o protocolo da GIBCO BRL. As ldminas foram analisadas em microscopio

Olimpus BX 60 ou Microscépio Confocal BioRad MRC 1024 UV,
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RESULTADOS

Em todos os espécimes analisados, o nGmero dipléide encontrado foi 2n = 22
cromossomos (Fig. 1A-C), sendo este confirmado pela presenga de 11 bivalentes na metafase I
da meiose de gbnada masculina (Fig. 2A, B e (). Nenhuma das trés espécies apresentou
cromossomos heteromoérficos relacionados a determinagéo do sexo.

O cariotipo de Colostethus caeruleodactylus € constituido por oito pares de
cromossomos metacéntricos (pares 1, 2, 5, 6, 8, 9, 10, e 11), dois pares submetacéntricos
(pares 3 e 4) e um par subtelocéntrico (par 7). Ja o caridtipo de Colostethus sp. 1 (aff.
marchesianus), difere apenas no par 3, que nesta espécie foi caracterizado como sendo
metacéntrico. Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus) apresenta um caridtipo constituido por
oito pares metacéntricos (pares 1, 2, 5, 6, 8, 9, 10 e 11) e trés pares submetacéntricos (pares 3,
4 ¢ 7)(Figs. 1 e 7, Tabela 1).

Em Colostethus caeruleodactylus, a NOR pode ser detectada por impregnacgio por
prata, na porgdo intersticial do brago longo dos cromossomos 4. Entretanto, em dois
individuos analisados, uma NOR adicional foi encontrada em um dos homélogos do par 1, na
regidio intersticial do brago longo (Fig. 3A).

A maioria dos nicleos interfasicos dos individuos portadores de NOR adicional
apresentaram trés nucléolos corados pela prata, diferindo dos individuos com apenas um par
de NOR, onde em seus nicleos foram corados somente dois nucléolos (Fig. 4A e B).

Essa NOR adicional pode ser confirmada através da técnica de hibridag3o in situ
(FISH) (Fig. 5A).

Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) e Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus)
apresentaram a NOR no brago curto do cromossomos 8 e 7, respectivamente (¥igs. 3B e C).
Nestas espécies foram encontrados heteromorfismos de tamanho de NORs entre os
homologos, e, também, em nucléolos de niicleos interfasicos corados pela prata (Figs. 3B e C;
4C-F).

As areas marcadas pela prata foram sempre detectadas pela técnica de FISH (Fig. 5).

Entretanto, um individuo de Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) apresentou uma marcagio
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na regifio pericentromérica do brago longo dos cromossomos 5, nfo evidenciada pelo método
AgNOR (Fig. 5B).

O bandamento C revelou variagSes interespecificas entre os caridtipos analisados. A
regidio centromérica de todos os cromossomos das trés espécies carrega grandes blocos de
heterocromatina constitutiva. Bandas pericentroméricas, intersticiais e terminais também
foram encontradas, sendo algumas fracamente coradas e de dificil observagio (Figs. 6 ¢ 7).

Nas trés espécies analisadas, um pequeno bloco de heterocromatina constitutiva foi
localizado na regido intersticial do brago longo do par 7 (Figs. 6 e 7).

Um individuo macho de Colostethus sp. 1 aff. marchesianus apresentou aumento na
quantidade de heterocromatina constitutiva, localizada na regigo intersticial do brago longo do
par 9 em apenas um dos homélogos. O heteromorfismo de tamanho observado nesta banda,
pode ser detectado na forma de constrigiio secundaria em metafases submetidas a técnica de
impregnagdo por prata, e também pela mudanga na morfologia deste homologo (Figs. 6B e 7).

Em nenhuma das trés espécies analisadas, regibes de heterocromatina constitutiva
foram coincidentes com a regifio organizadora do nucléolo (Fig. 7).

Em Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus) uma banda intersticial fortemente corada foi
localizada no brago curto do par 7 (Fig. 6C). Esta banda, adjacente &4 NOR, coincide com uma
constricdo secundaria, observada tanto em metafases coradas com Giemsa, como em
metafases submetidas a impregnacio por prata (Fig. 3C). Quando detectado o heteromorfismo
de NOR, esta banda heterocromatica também se apresentou heteromérfica com relagio ao seu
tamanho (Fig. 6C).
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DISCUSSAO

No género Colostethus existem 99 espécies conhecidas (Frost, 1999), mas apenas 10
tiveram o cariotipo descrito (Veiga er al., em preparagio; Bogart, 1991; Rada de Martinez,
1976) e todas apresentam 2n = 24 cromossomos. Porém, as espécies pertencentes ao grupo
marchesianus analisadas neste trabalho possuem 2n = 22 cromossomos, revelando, assim, um
novo numero cromossdémico e, portanto, uma variabilidade presente neste género. A analise de
um numero maior de espécies podera confirmar se esse mimero de cromossomos caracteriza
citogeneticamente o grupo de Colostethus marchesianus.

Na Familia Dendrobatidae, apenas em Dendrobates foi encontrada variagio
intragenérica de nimero de cromossomos, sendo encontradas espécies com 2n = 18 ou 20
cromossomos (Bogart, 1991; Rasotto ez al, 1987; Leon, 1970; Duellman, 1967), indicando
que o numero de cromossomos ndo ¢ conservado nos géneros Dendrobates e Colostethus.

Apesar dos poucos dados cariotipicos existentes na literatura, algumas espécies dos
diferentes g€neros da Familia Dendrobatidae apresentam cromossomos telocéntricos (Bogart
1991; Rasotto et al., 1987), o que levou Bogart (1991) a sugerir que fusdes ou fissdes céntricas
sdo possiveis mecanismos evolutivos envolvidos na variagdo do nimero de cromossomos.
Porém, algumas das espécies de Colostethus ja analisadas e as descritas neste trabalho, ndo
apresentam cromossomos do tipo telocéntrico, indicando que outros mecanismos, como
translocagdes e inversbes, provavelmente também estejam envolvidos na evolugdo cariotipica
do grupo.

De acordo com Bogart (1991), a variagdo cariotipica em alguns grupos de anuros pode
estar relacionada com estratégias de vida, como tamanho da desova, investimento parental,
desenvolvimento terrestre e direto. Sendo assim, os dados citogenéticos ¢ de ecologia devem
ser confrontados para um possivel entendimento das relagBes filogenéticas, uma vez que até
entfo ndo se conhecia outro nimero cromossémico para Colostethus, que ndo fosse 2n = 24.
Além disso, Bogart (1991) sugeria, também, que devido ao fato deste género tender a produzir
mais ovos, apresentar menos cuidado com a prole e menor territorialidade, teria, também, uma
menor variabilidade cromossdmica que as outras espécies incluidas em outros géneros. Os

dados deste trabalho parecem ndo corroborar essa hipotese.
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Os cariotipos das trés espécies descritos neste trabalho apresentam algumas
caracteristicas comuns aos demais dendrobatideos ja analisados citogeneticamente, uma vez
que o par 1 mantém-se metacéntrico € € respeitada a estrutura bimodal dos cromossomos, ou
seja, os cariotipos das espécies sdo formados por seis grandes pares de cromossomos e cinco
pares menores, com excegdio de Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus), o qual apresenta uma
diminui¢io do tamanho dos cromossomos, a partir do par 7. Esta caracteristica nfo foi
detectada em nenhum outro Colostethus, porém, uma \nica espécie do género Minyobates,
estudada por Bogart (1991), apresenta ndo somente sete pares grandes como Colostethus sp. 2
(aff. marchesiqnus), mas também 22 cromossomos. Uma analise mais detalhada de
Minyobates poderia ajudar a entender a relagdo entre esses dois géneros.

Rearranjos cromossémicos podem ter alterado o grupo dos pequenos pares em
Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus). Contudo, as metodologias empregadas ndo permitem
observar homologias, que pudessem esclarecer se estes rearranjos envolveram quebra em
algum cromossomo grande, ou fusdo de algum cromossomo pequeno.

O cariotipo de Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) difere de Colostethus
caeruleodactylus apenas por apresentar o par 3 metacéntrico. Porém, os valores de razio de
bracos e indice centromérico, obtidos para este cromossomo, estdo muito proximos dos
necessarios para classifica-lo como submetacéntrico, 0 que tornaria estas espécies iguais em
relagio a morfologia dos cromossomos. Portanto, pela simples anélise cariotipica, esta
diferenca observada ndo ¢ suficiente para claramente separar essas 2 espécies.

Apesar da grande similaridade entre os caridtipos, tanto a localizagiio da NOR, quanto
a quantidade e distribui¢io de heterocromatina constitutiva, foram caracteristicas para cada
espécie.

De acordo com Schmid (1982) e Schmid ef al. {1990), comparacdes interespecificas
demonstraram que no cariotipo de espécies pertencentes a0 mesmo grupo ou a grupos
relacionados, as NORs sdo sempre localizadas nas mesmas regides cromossomicas. Embora as
espécies aqui estudadas apresentem grande similaridade cariotipica, as NORs foram
detectadas em regiOes distintas para cada espécie, o que, segundo esse autor, s3o indicios de
que rearranjos CcromossOmicos nos segmentos portadores da NOR ocorreram durante a

evolucdo.
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Em Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus), a NOR foi localizada no brago curto do par
7, alterando a morfologia destes cromossomos, bem como o padriio cariotipico para sete pares
grandes ¢ quatro pequenos. Como uma pequena banda C positiva foi detectada na mesma
regido do brago longo deste par nas trés espécies analisadas, podemos sugerir que a alteragio
na morfologia do par 7 em Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus), deu-se por rearranjos de
segmentos comossomicos que carregam a NOR ¢ pela adico de heterocromatina constitutiva.

Nas especies Colostethus caeruleodactylus e Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus),
todas as regiGes organizadoras do nucléolo (NORs), evidenciadas pelo método de
impregnagio por prata (AgNOR), foram coincidentes com as constrigdes secundarias
observadas nos cromossomos corados por Giemsa. Em Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus) a
NOR foi localizada adjacente 4 uma constrigfio secundéria. Quando submetida ac bandamento
C, esta constrigdo apresenta-se fortemente corada, indicando a presenca de heterocromatina
constitutiva. Segundo Schmid (1978a, b), nem toda constrigio secundaria é constrigdo
nucleolar, uma vez que segmentos heterocromaticos, ocasionalmente também adquirem a
aparéncia de constri¢do secundaria.

King (1980) caracterizou cinco diferentes classes de constricfio secundéria, através das
técnicas de bandamento C e impregnagiio por prata, em 12 espécies do género Liforia
(Hylidae). De acordo com a classificagio proposta por esse autor, a constrigdo secundéria
observada em Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus) pode ser classificada como sendo do tipo
i, pois como mencionado anteriormente, esta constricdo ¢ banda C positiva e ndo exibe
marcag¢do pela prata. Este tipo de constricio é considerado comum e varia na sua expressio
entre cromossomos, células e individuos.

Apesar de Schmid (1978a) ter identificado este tipo de constricio em coloracdo
convencional, ndo ¢ mencionado se estas constrigdes continuam sendo observadas apos a
impregnagdo por prata, como em Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus).

Heteromorfismos entre NORs homologas foram encontrados em um grande nimero de
espécies analisadas por Schmid (1982), sendo, portanto, um evento bastante comum em
anuros. Nas duas espécies analisadas neste trabalho que apresentaram heteromorfismos de
tamanho de NORs, estes parecem ter envolvido a amplificagio de algumas seqiiéncias

ribossomais em um dos homoélogos do par, pois nossos resultados nfo indicaram uma
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duplicagdo in fanden das NORs, como o observado para a maioria das espécies analisadas por
Schmid (1982). Crossing-over desiguais ou trocas entre cromatides irm@s sdo as causas
usualmente consideradas para o desenvolvimento de NORs heteromérficas, além da
possibilidade de duplicagdes acidentais na quantidade de rtDNA (King, 1990; Schmid, 1982).

Os nacleos interfasicos dos individuos de C. sp. 1 e C. sp. 2 (aff. marchesianus) que
apresentaram diferencas no tamanho das NORs, também exibiram nucléolos desiguais,
concordando com os resultados obtidos por Schmid (1980; 1982). Segundo este autor,
homomorfismos ou heteromorfismos de NORs, evidenciados pela prata em cromossomos
metafasicos, sd0 expressos também em nucleos interfasicos.

Em Colostethus caeruleodactylus, além da NOR detectada no brago longo do par 4,
uma NOR adicional foi observada em apenas um dos homélogos do par 1, revelando assim,
uma variabilidade de nimeros de NORs nesta espécie.

Polimorfismo intraespecifico no nimero e localizagio de NORs foi descrito para
poucas espécies de anuros até o momento: Hyla versicolor, Hyla chrysoscelis (Hylidae) por
Wiley et al. (1989), Bufo terrestris (Bufonidae) por Foote et al. (1991), Agalychnis callidryas
(Hylidae) por Schmid et al. (1995), Physalaemus petersi (Leptodactylidae) por Lourenco et al.
(1998) e Physalaemus cuvieri (Leptodactylidae) por Silva ef al. (1999). Em Colostethus
caeruleodactylus, assim como em A. callidryas e B. terrestris, a NOR adicional ocorreu em
apenas um dos homologos do par, sendo que esta parece ter sido precisamente extraida ou
inserida dentro dos cromossomos sem alterar sua morfologia.

Segundo os autores Wiley er al. (1989), Foote e al. (1991), Schmid ef al. (1995) ¢
Kaiser et al. (1996), os provaveis mecanismos envolvidos na origem deste polimorfismo sio
translocagdes e inversdes nos bragos dos cromossomos que contém a NOR, transposicio de
NORs por elementos de mobilidade genética, copias de genes ribossomais 6rfios e reinsergiio
de seqiiéncias ribossomais amplificadas durante a ovogénese.

Quando foi utilizada a técnica de hibridagio in situ, para confirmar o heteromorfismo
de tamanho de NOR observado no par 8 com impregnagfo por prata, uma pequena marcacgio
adicional no brago longo do par 5 foi detectada no individuo ZUEC 11.712. Wiley ef al.
(1989) também observaram alguns sitios marcados por hibridagdo in situ em Hyla versicolor e

Hyla chrysoscelis, que nunca se coraram pela prata. Segundo Schmid (1978b), NORs muito
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Schmid er al. (1986, 1993, 1993); King et al. (1990); Foote ef al. (1991) e Lourenco ef al.
(1998), todas as NORs evidenciadas pelo método AgNOR sdc, também, detectadas por
hibridagio in situ. Portanto, consideramos que a marcagio adicional obtida nesta regido do par
5 provavelmente se deve & presenca de seqiiéncias homdlogas ao rDNA. Em todos os
individuos de Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus), esta regido apresenta também uma banda
C positiva, mas como em nenhum outro individuo foi detectado marcago por FISH, podemos
também sugerir a ocorréncia de transposicio de seqiiéncias de rDNA para esta regido
heterocromatica.

Os resultados de banda C obtidos neste trabalho estdo de acordo com a observacdo de
King (1991), de que as espécies de Neobatrachia, ja analisadas por este método, apresentam
uma enorme variabilidade interespecifica, tanto na distribui¢io, quanto na quantidade de
heterocromatina constitutiva presentes nos seus genomas. Por outro lado, Kasahara ef al.
(1996) mostraram que os padrdes de banda C podem ser constantes ¢ caracterizar um grupo de
espécies. Da mesma forma, as trés espécies de Colostethus analisadas podem ser
caracterizadas pela presenga de uma banda C fracamente corada, localizada no brago longo do
par 7.

Adi¢do de blocos heterocromaticos, transformac¢do de segmentos eucromaticos em
heterocromaticos ¢ a evolugdo em conjunto de multiplos sitios heterocrométicos, sdo
processos implicados na evolugiio da heterocromatina no genoma dos anfibios (King, 1991).
Considerando-se que as trés espécies analisadas apresentam o0 mesmo niimero ¢cromossdémico,
similaridade cariotipica, mas com diferencas no padrio de distribui¢io de heterocromatina
constitutiva, é possivel que os eventos citados acima possam estar envolvidos na separagio
destas espécies de Colostethus.

Apesar da dificuldade encontrada na obtengio de padrdes de banda C, devido ao
pequeno tamanho dos espécimes e, portanto, pequena quantidade de material para anélise,
observamos que algumas bandas, principalmente as localizadas nas regiGes intersticiais,
apresentaram-se fracamente coradas. Esta variacdo na intensidade de coloragdo, de acordo
com Hsu e Arrighi (1971), € relacionada com porgdes variaveis nas seqiiéncias repetitivas, ou

seja, seqiiéncias altamente repetitivas se reassociam melhor apés a desnaturagio alcalina e,
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portanto, coram-s¢ mais fortemente do que as seqiiéncias com niveis varidveis de
homogeneidade.

Com relagdo ao heteromorfismo de tamanho de banda C, observado em um dos
homologos do par 9 em apenas um individuo de Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) (ZUEC
11.719), é possivel que tenha sido originado através de uma amplificaciio de seqiiéncias de
DNA repetitivo, resultando em uma mudanca na morfologia deste cromossomo. Mudangas na
morfologia cromossdmica, causadas por adicdo de segmentos heterocromaticos, ja foram
relatados por King (1980) em Litoria (Hylidae).

Portanto, embora as espécies de Colostethus analisadas no presente trabalho
apresentem similaridades na morfologia da maioria dos cromossomos, elas podem ser
facilmente separadas citogeneticamente entre si, pela localizagio da NOR e padrio de
distribuicdo de heterocromatina constitutiva. Além disso, distinguem-se das demais especies

do género analisadas cariotipicamente, por apresentarem 2n = 22 Cromossomos.
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Tabela 1 — Dados morfométricos de cromossomos mitéticos de Colostethus caeruleodactylus,

Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) e Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus). Classificagiio
segundo Green & Sessions, 1991.

N2 de cromossomos
Colostethus caeruleodactylus

i 2 3 4 5 6 7 - 8 5 14 11

TR % 16,708 14,063 12466 12,113 10,882 9,587 6,034 5491 4800 4,162 3697

IC 0414 0382 0354 0260 0410 0411 0132 0462 0450 0460 0,458

PC M M SM SM M M ST M M M M

Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1
TR % 15316 13212 11707 11484 10713 10132 6277 6218 ST2 42 4327
IC 0436 0420 0419 0324 0435 0442 0162 0461 32452_ 0424 0438
PC M M M SM M M ST M 0’3132* M M
SM

Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus)
1 2 3 4 5 6 7 .8 9 0 11
TR % 16470 13,636 11847 11,199 10,636 9,827 g,ﬁgﬂ 5404 4,974 4343 3,829
IC 0443 0422 035 0286 0383 0405 0:354’ 0488 0466 0452 0452
PC M M SM SM M M 0’%21 M M M M

TR = tamanho relativo, IC = indice centromérico, PC = posi¢io do centromero, M =
metacéntrico, SM = submetacéntrico ¢ ST = subtelocéntrico. * = Valores obtidos para um dos

homélogos dos respectivos pares que apresentaram heteromorfismo de tamanho de NOR e ou
banda C.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig. 1. Cariotipos submetidos a coloracdo com Giemsa. A- Colostethus caeruleodactylus, B~
Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) e C- Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus). Barra =10

um.

Fig. 2. Metafases I da meiose de testiculo coradas com Giemsa, mostrando 11 bivalentes. A-
Colostethus caeruleodactylus; B- Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) e C- Colostethus sp. 2

(aff. marchesiarnus). Barra =10 um.

Fig. 3. Pares cromossOmicos marcados pelo método Ag-NOR. A- Colostethus
caeruleodactylus; a seta indica NOR adicional em um dos homologos do par 01, além da
marcagdo obtida no par 04; B- Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus), par 05 ndo marcado pela
prata, par 8 com NOR homomérfica ¢ heteromorfica, C- Colostethus sp. 2 (aff.
marchesianus), par 07 com NOR homomérfica e heteromorfica; a seta indica constrigio

secundaria ndo corada pela prata. Barra =10 um.

Fig. 4. Nocleos interfasicos submetidos & impregnacio por prata. A- Colostethus
caeruleodactylus, com dois mucléolos, B- C. caeruleodactylus, com trés nucléolos; C-
Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus), com nucléolos de mesmo tamanho, D- C. sp. 1 (aff.
marchesianus), com nucléolos de tamanhos diferentes; E- Colostethus sp. 2 (aff
marchesianus) com nucléolos de mesmo tamanho e F- C. sp. 2 (aff. marchesianus), com

nucléolos de tamanhos diferentes. Barra =10 pm.

Fig. 5. Metafases mitoticas submetidas 4 técnica de hibridagdo in situ. A- Colostethus
caeruleodactylus; as setas indicam o par 04 marcado e ponta de seta indica marcag&o adicional
em um homologo do par 01; B- Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus), as setas indicam
marcagbes heteromorficas no par 08 e as pontas de seta indicam a marcagfio adicional no par
05; C- Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus), as setas indicam marcacdes heteromorficas no

par 07. Barra =10 pm.



Fig. 6. CariGtipos submetidos a técnica de bandamento C. A- Colostethus caeruleodactylus,
B- Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus), em destaque o par 05, mostrando o aumento de
heterocromatina constitutiva em um dos homélogos e C- Colostethus sp. 2 (aff
marchesianus), em destaque o par 07 mostrando o heteromorfismo de tamanho de banda C, na

regifo intersticial do brago curto. As setas indicam uma banda intersticial fracamente corada

presente no par 7 das trés espécies. Barra =10 uym.

Fig. 7. Ideograma representativo dos caridtipos. A- Colostethus caeruleodactylus, B-
Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) e C- Colostethus. sp. 2 (aff. marchesianus). Setores
escuros indicam blocos de heterocromatina constitutiva fortemente corados; setores cinza,
heterocromatina constitutiva fracamente corada; circulos cinza indicam a NOR; e os

parénteses indicam marcagdes heteromoOrficas.
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VI CONCL.USOES GERAIS

1. A espécie Colostethus stepheni apresenta 2n = 24 cromossomos, sendo seu cariotipo
constituido por sete pares metacéntricos, trés submetacéntricos, um subtelocéntrico e um
telocéntrico. O nimero cromossémico, o cari6tipo bimodal e a presenga do par 1 metacéntrico

grande s@o caracteristicas comuns as outras espécies do género descritas citogeneticamente.

2. Colostethus stepheni difere de outras espécies do género ja analisadas, quanto 2 morfologia

de alguns cromossomos ¢ a localizagdo da constricdo secundaria.

3. Colostethus stepheni apresenta apenas 1 par de NOR (regifo organizadora do nucléolo)
localizado na porg8o pericentromeérica do brago longo do par 1, coincidente com uma banda C
positiva, 2 semelhanga da maioria dos anfibios estudados. Um pequeno heteromorfismo de
tamanho de NOR foi observado neste par, provavelmente devido a amplificagio de cistrons

ribossomais.

4. Blocos de heterocromatina constitutiva foram detectados na regifio centromérica de todos os
cromossomos de Colostethus stepheni. Apenas na regido intersticial do brago longo dos pares

3 e 5 foram evidenciadas bandas intersticiais fracamente coradas.

5. As trés espécies de Colostethus do grupo marchesianus estudadas apresentaram 2n = 22
cromossomos, revelando, assim, um nove nimero cromossémico e, portanto, uma

variabilidade cariotipica ainda nfio descrita para este género.

6. O cariotipo de Colostethus sp.1 (aff. marchesianus) é semelhante ao de Colostethus
caeruleodactylus, diferindo apenas por apresentar o par cromossdmico 3 metacéntrico. Porém,
como os valores obtidos para indice centromérico estio préximos de classificé-lo como
submetacéntrico, esta diferenca cromossbmica nfio € suficente para distinguir estas duas
espécies. No entanto, a especie Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus), pode ser claramente

separada das outras duas analisadas, pela morfologia do par cromossémico 7 submetacéntrico.
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7. As trés espécies do grupo marchesianus diferem quanto & localizagio da NOR, sendo que
em Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) esti no par 8, em Colostethus sp. 2 (aff.
marchesiames) estd no par 7, adjacente a uma constri¢gio secundéria banda C positiva e em
Colostethus caeruleodactylus no para 4, além de uma adicional em um dos homologos do par
1.

8. A alterag@o na morfologia cromossdmica do par 7 de Colostethus sp. 2 (aff. marchesianus),
quando comparado as outras espécies em estudo, deu-se, provavelmente, devido a

transloca¢do de um segmento cromossémico portador da NOR e 2 adi¢do de heterocromatina

constitutiva.

9. Nas espécies C. sp. 1 (aff. marchesianus) e C. sp. 2 (aff. marchesianus), foram detectados
heteromorfismos de tamanho de NOR, provavelmente devido a amplificagio de seqiiéncias

ribossomais em um dos homologos.

10. Todas as NORs observadas através da impregnagdo por prata, foram confirmadas pelo
método de hibridaggo in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNAr. Porém, nas metafases
de um individuo de Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) (ZUEC 11.712), uma marcago
adicional no par 5 foi detectada apenas com FISH, coincidente com uma regifo banda C

positiva. Esta marcagio deve-se provavelmente a homologia deste sitio com alguma por¢do da

sonda utilizada.

11. Foi encontrada grande variabilidade nos padrdes de heterocromatina. Porém, uma pequena
banda fracamente corada presente no brago longo do par 7 nas trés espécies, pode ser

considerada um marcador para as espécies de Colostethus do grupo marchesianus

12. O heteromorfismo de tamanho de banda C, observado nos cromossomos do par 9 em
apenas um individuo de C. sp. 1 (aff. marchesianus), provavelmente tenha se originado
através de uma amplificacdo de seqiiéncias de DNA repetitivo, uma vez que resultou em uma

mudanga na morfologia deste cromossomo.
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13. Embora as trés espécies do grupo marchesianus analisadas apresentem similaridades na
morfologia da maioria dos cromossomos, elas podem ser separadas entre si pelas diferengas na

localiza¢do das NORs e distribui¢fio de heterocromatina constitutiva.

14. Colostethus caeruleodactylus, Colostethus sp. 1 (aff. marchesianus) e Colostethus sp. 2
(aff. marchesianus) apresentam um par de cromossomos a menos (2n=22 Cromossomos) que
C. stepheni e de todas as outras espécies do género, descritas na literatura, o que sugere ser

esta uma caracteristica das espécies do grupo de Colostethus marchesianus.
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