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Abstract

Hyla nana and H. sanborni are morphologically very similar. H. sanborni was
considered a sub-species of H. nana, but later it was revalidated as a good species, based on
the finding of both forms in sympatry in some localities, the external and internal
morphological differences and the structure of their mating-call. In this work, we analyzed
cytogenetically H. nana and H. sanborni specimens from a population of Nova Alianga
municipality, S&o Paulo, southeastern of Brazil. The chromosomal preparations were
obtained from suspensions of intestinal and testis cells. The slides were stained
conventionally with Giemsa solution or submitted to C-banding, Ag-NOR and fluorescent
in situ hybridization (FISH) techniques. Both species had the same diploid chromosome
number, 2n=30. The karyotypes of H. nana and H. sanborni differed from each other in the
morphology of the chromosomes. H. nana had six metacentric pairs of chromosomes (3, 8,
9, 10, 11 and 13), five submetacentric pairs (1, 2, 4, 5 and 7) and four telocentrics pairs (6,
12, 14 and 15). H. sanborni karyotype consisted of six metacentric pairs (2, 8, 9, 10, 11 and
14), four submetacentric pairs (1, 3, 4 and 6) and five telocentric (5, 7, 2, 13 and 15) pairs.
In four specimens of H. nana, a karyotype with 2n=31 chromosomes was found, differing
from that with 2n=30 chromosomes only because of the presence of an extra small
telocentric chromosome. This small supernumerary chromosome was found in 9.3% of the
43 specimens analyzed, it appears as an univalent in meiosis I and has no nucleolus
organizing regions and heterochromatin. C-banded heterochromatin was detected in all of
the centromeric regions of the karyotypes of both species. Besides the differences in
chromosome morphology, specially in relation to the number of telocentric pairs — four in
H. nana and five in H. sanborni — these two species also differed in the NOR-bearing
chromosome, the metacentric pair 13 in A. nana and the telocentric pair 12, in H. sanborni.
Additional actives NORs were detected in one of the homologous chromosomes of the
pairs 1, 5, 12 e 14 in some specimens of H. nana. It was detected by Ag-NOR technique
and confirmed by FISH. In one specimen, an additional marker on the pair 6 was detected
only by FISH. Therefore, six different patterns of NOR were identified and this

intraspecific variability in H. nana was considered a polymorphism. These results suggests



a high rate of chromosomal evolution in H. nana. The cytogenetic data obtained in the
present work, allow us to clearly separate the H. nana e de H. sanborni individuals from the
Nova Alianga population. Also, the chromosomal morphology of both species analyzed
differs from that found in the literature for populations from other geographic regions,

suggesting that a systematic reevaluation of this group of species may be necessary.
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Resumo

Hyla nana e H. sanborni sio espécies que apresentam fortes semethancas
morfolégicas. H. samborni chegou a ser considerada subespécie de H. mana, mas
posteriormente foi estabelecida como espécie plena, baseado nas observagdes osteologicas
€ do canto de anuncio, além da verificagdo de ambas ocorrendo em simpatria em varios
locais. Neste trabalho, foi realizada a analise citogenética de espécimes de H. nana e de H.
sanborni provenientes de uma populagio do municipio de Nova Alianga, Sdo Paulo,
sudeste do Brasil. As preparagdes cromossdmicas, obtidas por suspensio de células de
epitélio intestinal e de testiculos, foram submetidas & coloragdo com Giemsa, bandamento
C, Ag-NOR e hibridagdo “in situ” fluorescente (FISH). As duas espécies analisadas
apresentaram 2n=30 cromossomos, sendo que H. nana apresentou seis pares metacéntricos,
cinco pares submetacéntricos e quatro pares telocéntricos e H. sanborni apresentou seis
pares metacéntricos, quatro submetacéntricos e cinco telocéntricos. Em quatro espécimes
de H. nana foi encontrado um cariétipo com 2n=31 cromossomos, igual aquele com 2n=30
cromossomos, exceto pela presenca de um pequeno cromossomo telocéntrico. Este
pequeno cromossomo supernumerario ocorre em 9,3% dos espécimes analisados,
apresenta-se como um univalente em meiose I, ndo contém regibes organizadoras do
nucléolo (NOR) e nfo apresenta heterocromatina. Blocos heterocromaticos foram
localizados somente na regido centromérica em todos os cromossomos das duas espécies
estudadas. Além de diferirem na morfologia de alguns cromossomos, principalmente em
relagdo ao numero de cromossomos telocéntricos - quatro em H. nana e cinco em H.
sanborni - , essas espécies diferem também quanto a localizagdo da NOR, no par 13,
metacéntrico, em H. nana e no par 12, telocéntrico, em H. sanborni. NORs adicionais
ativas em um dos cromossomos dos pares 1, 5, 12 e 14 foram detectadas nos cariétipos de
alguns individuos de H. nana, através do método Ag-NOR e confirmados por FISH. Em
um espeécime, uma marcagdo adicional no par 6 so6 foi detectada por FISH. Foram
identificados seis padrdes diferentes, considerados como polimorfismos de NOR. Esses
resultados indicam uma elevada taxa de evolugdo cromossdomica em H. nana. As

caracteristicas citogenéticas estudadas neste trabalho permitem separar claramente os
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individuos de H. nana e de H. samnborni analisados nesse estudo. A morfologia
cromossOmica das populagOes presentemente estudadas difere das descritas na literatura
para populagdes de outras regides geograficas, indicando a necessidade de uma revisdo

sistematica desse grupo de espécies.
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I. Introducio

1. A ordem Anura

A classe Amphibia estd dividida em trés subclasses: Labyrinthodontia,
Lepospondyli e Lissamphibia (Duellman e Trueb, 1986).

As subclasses Labyrinthodontia e Lepospondyli foram pioneiras sobre a face da
terra ha cerca de 350 milhdes de anos, tendo se extinguido apds 200 milhSes de anos, e
nesse mesmo periodo surgiu a subclasse Lissamphibia (Pough ef al., 1993).

Segundo Duellman e Trueb (1986), a subclasse Lissamphibia possui cerca de 4.000
espécies distribuidas em trés ordens: Urodela (ou Caudata), que representa as salamandras
com aproximadamente 350 espécies; Gymnophiona, representada pelas cobras cegas, com
cerca de 170 espécies e Anura, representada pelos sapos, rds e pererecas com cerca de
3.500 espécies.

Os anuros s3o considerados cosmopolitas; somente ndo habitam as regides cujo
clima é extremamente adverso as suas adaptacdes morfofisiologicas. A maior diversidade €
encontrada nos tropicos, sendo que onze familias ocorrem na América do Sul (Duellman e
Trueb, 1986).

A ordem Anura esta dividida em 26 familias (Frost, 1985) e dentre estas, a familia
Hylidae estd representada por uma grande variedade de espécies que possuem ampla
distribuigdo geografica.

Na ordem Anura, o encontro dos sexos da-se geralmente por orientagdo sonora. O
macho vocaliza com o intuito de atrair a fémea e, as vezes, também para afastar os machos
de sua propria espécie. O canto € diversificado, variando de acordo com a espécie e o sexo
do animal que o emite (Pough ef al., 1993).

Um canto especifico da espécie € considerado um carater evolutivo conservativo e
taxons aparentados frequentemente apresentam cantos similares (Pough et al., 1993).

A fémea € quem escolhe o macho para o amplexo. O acasalamento em Anura €
diferente pois a maioria ndo possuem orgdo copulador introdutério. As fémeas depositam

os ovos em local apropriado, como a agua, sob folhedo na mata ou ainda armazenando em
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partes do corpo (marstpio). Até 10.000 ovos podem ser postos em uma unica desova
(Pough et al., 1993).

2. A familia Hylidae: caracteristicas gerais

A familia Hylidae apresenta quatro subfamilias, 37 géneros, 630 especies, sendo
duas extintas (Duellman e Trueb, 1986). Esta familia compreende anuros arboricolas, que
usualmente possuem cabega e olhos grandes e, frequentemente, cintura delgada, patas
longas e de tamanho extremamente variavel (de 17-140 mm) (Duellman e Trueb, 1986).
Muitas espécies da familia Hylidae possuem discos digitais aumentados e sdo denominadas
pererecas (Pough er al, 1993). E um grupo recente que apareceu primeiramente no
paleoceno e acredita-se ser derivado dos leptodactilideos (Chatell, 1964 apud Ananias,
1996).

A subfamilia Hylinae ¢ constituida por 25 géneros e aproximadamente 476 espécies,
todos possuindo uma distribuicdo geografica bastante variavel, habitando a América do
Norte e do Sul, oeste da India, Regifio Australo-Papua, Eurasia, incluindo o extremo norte

da Africa e o Arquipélago japonés (Frost, 1985).
3. As espécies em estudo

As duas espécies de anfibios estudadas no presente trabalho, Hyla nana Boulenger,
1889 e H. sanborni Schmidt, 1944 pertencem & familia Hylidae e apresentam fortes
semelhancas morfologicas (Del-Grande, 1995; Langone e Basso, 1987, Langone, 1994).
Barrio (1967) chegou a considerar H. sanborni como sendo subespécie de H. nana.
Posteriormente, Cardoso (1981) considerou H. sanborni como espécie plena, sendo isso
também aceito por Basso et al. (1985) baseado nas observagdes osteologicas e do canto de
anuncio, além da verificagdo de ambas ocorrendo em simpatria em varios locais (Langone €
Basso, 1987).

Segundo Langone e Basso (1987), devido a semelhancas destas duas espécies muitos

dos trabathos feitos com H. nana se tratam de exemplares de H. sanborni e vice-versa, ou
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ainda de outras espécies que também sdo consideradas muito semelhantes a estas. Cei e
Pierotti (1955) (apud Langone e Basso, 1987) citam Hyla nana para as Ilhas del Delta,
Provincia de Buenos Aires, Argentina, baseando-se em material de H. sanborni.
Bokermann (1963) (apud Langone e Basso, 1987) descreve e apresenta uma figura de um
girino de H. nana com base no material proveniente de Paranapiacaba, Sdo Paulo. Cei
(1980) apresenta 0 mesmo material dizendo se tratar de H. nana nana, porém Langone e
Basso (1987), apos ter examinado o material, constatam que se tratam de exemplares de
Hyla sanborni.

H. nana Boulenger, 1889 tem como localidade tipo Colonia Resisténcia, sul do
Chaco da Republica Argentina e a localidade tipo de Hyla sanborni Schmidt, 1944 ¢é
Hacienda Alvarez, 15 km do nordeste de San Carlos no Uruguai (Langone e Basso, 1987).

Segundo Langone e Basso (1987), Hyla nana apresenta-se distribuida nas provincias
de Buenos Aires, Corrientes, Chaco, Entre Rios, Jujuy, Misiones, Salta e Santa Fé na
Argentina; no sudeste da Bolivia; nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana
e Sdo Paulo no Brasil; Sul do Paraguai e norte do Uruguai. J& Hyla sanborni possui
distribuicdo confirmada nas provincias argentinas de Buenos Aires, Corrientes, Entre Rios
e Santa Fé, no Uruguai e nos estados brasileiros de: Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul.

Existem também varias localidades em que Hyla nana e Hyla sanborni ocorrem em
simpatria: Municipios de Jaguariina, Mogi-guagu, Nova Itapirema (Cardoso, 1981) e
Botucatu (Langone e Basso, 1987) no estado de S@o Paulo, Brasil, Delta do Parana, Punta
Lara, Provincia de Buenos Aires (Basso ef al., 1985), Provincia de Corrientes (Colonia
Carlos Pellegrini, Alvear, Manantiales e arredores de Ituzaigd) na Argentina (Langone e
Basso, 1987) e sudeste do Paraguai.

Segundo Langone (1994) H. nana e H. sanborni pertencem ao grupo microcephala
embora Barrio (1967) e Cei (1987) as considerem pertencentes ao grupo minuta e Frost

(1985) no grupo nana, constituido apenas por Hyla nana e H. sanborni.
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4. Aspectos gerais da citogenética

A sistematica de anfibios anuros tém se baseado em caracteres morfologicos,
geralmente dos adultos, suscitando muitas duvidas pela imprecisdo ou por falta de mais
dados que pudessem caracterizar de forma precisa as entidades sistematicas. Atualmente
leva-se em consideragdo outros critérios que tém fornecido maior solidez a sistematica e
aberto uma vis@o bioldgica mais ampla. A genética tem nos proporcionado nio somente a
compreensdo dos mecanismos de evolugio, mas também demostrado claramente a natureza
hereditaria dos caracteres de todo periodo de desenvolvimento, que € regido por sistema
genético passivel de mudangas evolutivas (Jim, 1970). O uso correto de caracteres
morfologicos juntamente com os de outras areas, como da citogenética, vem ajudando a
esclarecer os problemas filogenéticos e tax6nomicos. Espécies que sdo morfologicamente
muito parecidas, como Hyla brunnea e Hyla setentrionalis, consideradas inicialmente como
uma Unica espécie, foram submetidas a andlise cariotipica que neste caso foi muito
elucidativa. Demonstrou-se que a primeira apresentava o nimero de cromossomos 2n=34 ¢
a segunda 2n=24, além de outras diferengas na morfologia destes constituintes celulares
(Cole, 1974).

Existem ainda casos em que entre os espécimes morfologicamente idénticos de uma
mesma populagdo de Physalaemus petersi foi encontrado dois caridtipos distintos
(Lourengo et. al, 1999), caso semelhante ocorreu com Pseudis minuta de 2n=24
cromossomos, que foi encontrada uma popula¢do morfologicamente muito parecida em que
os espécimes apresentavam 2n=28 cromossomos (Busin, 2000).

Das 4041 espécies conhecidas de anfibios, apenas cerca de 1000 espécies foram
estudadas do ponto de vista citogenético (Kuramoto, 1990). A maior parte destes dados
citogenéticos referem-se a ordem Anura, perfazendo um total de 830 espécies com
cariétipos descritos.

Os estudos cromossomicos sdo bastante extensos dentro da familia Hylidae. Além da
analise do cariotipo por coloragdo convencional, a estrutura e¢ a morfologia dos
cromossomos tém sido estudadas através de bandamento C, Ag-NOR, corantes

fluorescentes, bandamento de replicagdo tardia e bandamento por enzimas de restrigdo, que
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ajudam a compreender as alteragdes cromossomicas que ocorreram ao longo da evolugio e,

em alguns casos, o processo de diferenciagdo e especiagdo em anuros.

5. Cromossomos supernumerarios

Em algumas espécies, além dos cromossomos que compdem o cariétipo normal, ditos
Cromossomos A, aparecem Cromossomos extras, geralmente pequenos € heterocromaticos,
chamados cromossomos B, cromossomos acessOrios ou Cromossomos SUpernumerarios.
Nas espécies que possuem esses cromossomos, o numero deles por individuo pode ser
muito varidvel. No milho, onde foram inicialmente descobertos, 0 nimero cromossdémico
varia de 2n=20 a 2n=54 (20A + 34B). Os cromossomos supernumerarios podem tanto se
assemelhar aos cromossomos do complemento normal como serem claramente distintos
(Guerra, 1988).

A variagdo numérica se deve, em parte, a0 comportamento meidtico irregular,
frequentemente com formacgdo de univalentes, migragdo preferencial para um dos poélos,
retardo anafésico ou, mais raramente, pareamento com um cromossomo A. Em algumas
espécies, o numero de supernumerarios varia entre diferentes células de um mesmo
individuo. Neste caso isso se deve a um retardo anafisico, com eliminagio do
supernumerario de algumas células ou tecidos, ou a ndo disjungdo mitotica, quando ambas
as cromatides migram para um mesmo poOlo. Em plantas, existem varios casos em que 0s
supernumerarios sdo completamente eliminados das raizes e sdo mantidos em niveis
variaveis em outros 6rgdos (Guerra, 1988).

A julgar por esta alta instabilidade, dever-se-ia esperar que Os supernumerarios
fossem rapidamente eliminados das espécies onde surgem. Entretanto, isso ndo ocorre e
varios dados sugerem que em algumas espécies, 0 nimero de supernumerarios € controlado
geneticamente.

A existéncia de mecanismos capazes de controlar o nimero de supernumerarios em
determinados Orgdos ou de favorecer a sua transmissio gamética sugere que esses
cromossomos tenham alguma importancia para as espécies. Embora n#3o tenham sido

localizados genes nesses cromossomos que causem alterac@o fenotipica importante, sabe-se
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que em alguns casos OS supernumerarios interferem em caracteristicas criticas para a
espécie, como o pareamento de homologos A, freqiiéncia de quiasmas ou fertilizagdo dos
gametas.

Em alguns espécimes de Akodon sp (2n=25) foi encontrado atividade génica em
supernumerarios. Nesses roedores foram observadas regides organizadoras de nucléolos em
ambos os telomeros de um supernumerario submetacéntrico. Isto mostra que
supernumerarios podem conter informagdes geneticas. Entretanto, os genes da regido
organizadora do nucléolo (NOR) constituem um tipo especial de informagdo genética,
devido a sua repetitividade. Com relagéo aos genes das NOR de Akodon sp, observou-se
que Os presentes nO0 Cromossomo supernumerario ndo tém conseqiiéncias importantes para
seu portador (Kasahara e Yonenaga-Yassuda, 1982). Por outro lado, em determinado
momento da histéria evolutiva de uma espécie pode haver necessidade de alterar a
freqiiéncia de quiasmas ou aumentar o limite de transcricio de genes TRNA, e os
supernumerarios poderdo conferir uma vantagem adaptativa para a espécie.

Em Anura, apenas oito espécies apresentam Cromossomos SUPernumerarios
distribuida em 5 familias (Green e Sessions, 1991).

Nur e Nevo (1969) encontraram em uma populagdo do hilideo Acris crepitans, um
pequeno metacéntrico que variava em numero de zero a Cinco Supernumerarios por
individuo. Dessauer € Nevo (1969) encontraram uma variagdo de transferina e esterase no
loci desta populagdo que n3o ocorria nas outras populagdes. Esses autores concluiram que
nesta populag@o os cromossomos supernumerarios podem provocar efeitos detrimentais.

Cromossomos supernumerarios também foram descritos em espécimes de Rana
temporaria de quatro populagdes da Bulgaria. Estes cromossomos sdo metacéntricos e a
heterocromatina ocupa a regido distal de um dos bragos. A preservagdo dos cromossomos
supernumerarios em espécimes das popula¢des analisadas indica que eles garantem alguma
vantagem podendo estar relacionada com atividade transcricional ou com um aumento de
recombinagdo, assim aumentando a variabilidade genética da espécie (Schmid, 1978b).

Belcheva e Sophianidou (1990) também concordam que cromossomos
supernumerarios conferem alguma vantagem seletiva através do aumento da variabilidade

genética.
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Kuramoto (1989) descreveu um cromossomo supernumerario telocéntrico em um
macho de Rana everetti das Filipinas. Wu e Zhao (1985) descreveram um cromossomo
supernumerario metacéntrico pequeno em uma espécie de ranideo chinés Amolops
liagshanensis que foi observado somente em fémeas. Os autores concluiram que este
supernumerario talvez seja um indicativo de um sistema sexual OW/00. Contudo foram
analisados somente trés fémeas e um macho e mais estudos precisariam ter sido feitos para
confirmar esta hipbtese.

Schmid et al. (1987) encontraram cromossomo supernumerario telocéntrico pequeno
em uma fémea de Discoglossus pictus, que segundo estes autores € muito semelhante ao
pequeno cromossomo que aparece no cariotipo de Ascaphus truei.

Um tnico e grande supernumerario tem sido encontrado entre populagdes do sapo
Scaphiopus hammondii. Esse é telocéntrico e heterocromatico, exceto em uma regido
pequena onde se encontra a NOR.

Morescalchi (1968) descreveu cromossomos supernumerarios em Leiopelma
hochstetteri. Até 1988, 20 populagdes haviam sido estudadas e foi possivel verificar a
existéncia de muitas variagles interpopulacionais em relagdo ao numero de
supernumerarios. Os cromossomos supernumerarios de L. hochstetteri parecem ndo ter
efeito algum. Essa falta de influéncia pode ocasionar um aumento no numero de
cromossomos supernumerarios (Green et al., 1987).

Baldissera ef al. (1993) também descreveram em Hyla sp. (aff circundata) um
cromossomo supernumerario. Esta espécie apresenta um nimero cromossémico de 2n=24 ¢
em dois espécimes (um macho e uma fémea) foi encontrado um caridtipo com 2n=25, que

era similar ao de 2n=24, exceto pela presenga de um pequeno metacéntrico.
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6. A regido organizadora nucleolar (NOR)

A transcricdo continua de multiplas copias dos genes dos rRNA garante um
suprimento adequado destas moléculas, que sdo imediatamente compactadas com proteinas
ribossomais para formar os ribossomos. A compactagdo ocorre no nucleo, numa estrutura
grande e distinta, chamado nucléolo. O nucléolo contém grandes algas de DNA que
emanam de um ou mais pares de cromossomos, cada uma das quais contém um
agrupamento de genes de rRNA. Cada um desses agrupamentos € conhecido como uma
regido organizadora nucleolar (Alberts ef al., 1994).

As regiGes organizadoras de nucléolos s3o sitios cromossomicos formados por
numerosas copias de genes que codificam rRNA 18S, 5,8S e 28S, arranjados "in tandem" e
separadas por sequéncias espacadoras (Miller, 1981). Esses espagadores, ao contrario do
que Miller (1981) acreditava podem transcrever, embora o transcrito formado seja
rapidamente desorganizado.

Células eucaridticas sintetizam grande quantidade de rRNA que corresponde a cerca
de 80% do total de RNA celular. Acima de 100 copias de genes TRNA sdo necessarias para
sintetizar milhares de novos ribossomos por ciclo celular, utilizado para manter a
capacidade sintéticas das células filhas (Webb e Mougey, 1991).

O tamanho das diferentes NORs (mesmo que sejam homologas) também pode
variar bastante entre diferentes individuos da mesma espécie, devido ao diferente nimero
de copias do gene ribossomal apresentado por cada NOR (Schmid, 1982). King ez al.
(1990) relataram variagdo desse tipo entre diferentes células de um mesmo individuo em
espécies de Litoria e Cyclorana novaehollandiae (Hylidae, Anura). No entanto, o nimero €
a localizagdo das NORs tendem a ser caracteristicos de cada populagdo ou espécie (Schmid,
1978a, b) embora a ocorréncia de multiplas NORs ja tenha sido relatada para algumas
espécies, como, por exemplo, em Agalychnis callidryas, Bufo terrestris, Heleioporus
albopunctatus, Hyla eyrei, H. inornatus, H. psammophilus, H. chrysocelis, H. versicolor,
Litoria raniformis, Pleurodema thaul e Physalaemus petersi (Foote et al., 1991; King et al.,
1990; Lourengo et al., 1998, Mahony e Robinson, 1986; Schmid ef al., 1995; Veloso e
Tturra, 1987, Willey et al., 1989). O mecanismo de aparecimento de NORs multiplas ndo
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foi bem esclarecido, sendo que amplificagdo de cistrons ribossomicos, ativagdo de NORs
latentes, eventos de rearranjos cromossOmicos, como inversdes e translocacgdes e elementos
moveis podem estar correlacionados com o surgimento de NORs multiplas.

Algumas evidéncias mostram que nem todas as NORs aparecem como constrigdes
secundarias, e que em alguns casos elas contém heterocromatina. Em anfibios,
particularmente em anuros, as NORs tendem a coincidir com banda C—positivas (King ez
al., 1990).

Schmid (1978 a, b) detectou varias NORs em espécies da familia Ranidae e em
algumas delas as NORs se destacavam pelo tamanho maior, sempre localizada em uma
grande constrigdo secunddria. Segundo esse autor, espécies que ndo apresentam outras
NORs em seu genoma, detectavel pela prata, pode ser devido ao pequeno tamanho ou
condigdo inativa. Hsu et al. (1975) consideram que caridtipos com baixo numero de NORs
sdo mais primitivos do que aqueles com varias, sendo aquele um estado ancestral.

Conhecendo-se as caracteristicas das NORs e dos nucléolos, a analise cuidadosa do
numero, da localizagdo cromossOmica e das caracteristicas moleculares das NORs em
diferentes individuos pode permitir a identificagio de homologias entre diferentes
populagdes € espécies, possibilitando, em alguns casos, o reconhecimento de alguns
rearranjos cromossomicos que possivelmente diferenciaram cariotipicamente diversos
grupos. Além disso, a analise das NORs e dos nucléolos permite o estudo da atividade da
célula durante o seu desenvolvimento, como € o caso da gametogénese.

A analise molecular dos “cluster” de rDNA das NORs ¢ feita através da
investigagdo de polimorfismos de tamanho de fragmentos de restricio. A detecgdo das
NORs para a analise do numero e da localizagdo cromossdmica dessas regides pode ser
feita através de hibridizacdo “in situ” ou através de técnicas citoquimicas, como coloragio
com mitramicina ou cromomicina, bandamento N e impregna¢do pelo ion prata. Dentre
esses métodos, a hibridagdo “in sifu” € o mais especifico e evidencia todas as NORs,
inclusive as inativas. A mitramicina € cromomicina coram regides ricas em GC podendo
evidenciar, portanto, ndo apenas as NORs, mas também muitos outros segmentos, como
regides heterocromaticas. O bandamento N envolve a extragdo de acidos nucléicos e

histonas dos cromossomos, seguida pela coloragio com Giemsa e evidencia NORs. A
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impregnagdo pelo ion prata é o método mais usado para a identificagdo de NORs, embora
detecte apenas as NORs que estiveram ativas na intérfase.

O método de impregnacdo por prata baseia-se na afinidade de proteinas acidas
associadas as NORs ativas na intérfase pelo ion prata. Essas proteinas permanecem
associadas as NORs mesmo durante a mitose e até o paquiteno da meiose.

Embora seja um método largamente utilizado, a impregnac¢do pela prata metalica
nio é especifico para NORs, pois outras estruturas como heterocromatina, cinetocoro e
“cores” cromossOmicos também podem ser marcadas. No entanto, essas estruturas quando
marcadas sdo facilmente distinguiveis das NORs pelas suas formas e coloragdes, pois
geralmente as NORs aparecem mais escuras e sdo puntiformes (Sumner, 1990).

O emprego do método Ag-NOR possibilitou observar que a maioria dos anuros,
tanto de familias primitivas como de derivadas, apresentam um par de NORs por genoma
diploide, o que levou King et al., (1990) a sugerir que essa seja uma condi¢do primitiva em
Anura. Segundo Schmid (1982), estudos em Anura sugerem também que heteromorfismos
de tamanho de NORs sejam bastante comuns nesse grupo € que NORs duplicadas ou
triplicadas ndo ocorra em homozigose em populagdes selvagens, estando sempre associadas

a NORs de tamanho “normal”.

7. Heterocromatina

O termo heterocromatina € usado genericamente para descrever a regido do
cromossomo que permanece condensada durante todo o ciclo celular e que ¢
transcricionalmente inativa durante a intérfase (Alberts et al., 1994). Outra caracteristica
muito marcante € a chamada replicagdo tardia do DNA, isto €, a heterocromatina inicia sua
replica¢do depois da eucromatina, caracteristicamente no final da fase S.

A cromatina condensada € transcricionalmente inativa ou porque estd em estado
reprimido com seu DNA inativo temporaria e reversivelmente ou por ser constituida de
DNA nio codificador e assim ser permanentemente incapaz de transcrever (John, 1988).

A heterocromatina constitutiva de diversos organismos ja estudados ¢ composta

predominantemente por sequéncias de DNA curtas, altamente repetitivas e ndo
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codificadoras, como confirmam as revises de John (1988). A inexisténcia de genes na
heterocromatina constitutiva € a observagdo de que essa cromatina pode ser eliminada ou
nio amplificada enquanto o restante do DNA sofre politenizagio em células somaticas
levou alguns pesquisadores a considerarem a heterocromatina como um "lixo" do nucleo.
No entanto, Sumner (1994) lembra que a auséncia de genes nfo exclui a possibilidade dessa
cromatina exercer outras fungdes.

Para King (1991) a heterocromatina exerce papel importante na protegdo de sitios
eucromaticos adjacentes de modificagbes estruturais acarretadas por recombinagido, uma
vez que reduz a formagdo de quiasmas.

Outras fungdes da heterocromatina podem estar relacionadas a sua posigio,
geralmente centromérica, € a sua composi¢do, geralmente grandes quantidades de DNA
repetido "in tandem" (Sumner, 1990).

Espécies muito proximas podem diferir nio somente na quantidade de
heterocromatina em seus genomas, mas também no nimero de bandas, na localizagio e nas
propriedades de coloragdo da heterocromatina (Sumner,1990).

A heterocromatina constitutiva € geralmente detectada citogeneticamente através da
técnica de bandamento C. As heterocromatinas com outras caracteristicas sdo evidenciadas
por outros métodos, como bandamento N, Q, H e mitramicina. A rea¢do de Feulgen
também ¢ utilizada para a evidenciar regiGes com maior ou menor condensag¢do (Sumner,
1990).

Dos bandamentos conhecidos, o C é o principal nos estudos de Anura, uma vez que
os bandamentos G e R apresentam resultados satisfatorios apenas em vertebrados
superiores. A analise da localizagdo e do tamanho das bandas C, assim como as marcagdes
de NORs permitem a identificagio de cromossomos. Bandas C podem ser
pericentroméricas, intersticiais ou teloméricas. Frequentemente o padrdo de banda C varia
entre as diferentes espécies, podendo ser um importante carater sistematico, que permite a
sugestdo de rearranjos genéticos ocorridos durante a evolugdo do grupo em estudo
(Sumner, 1990).

Diferencas nos padrdes heterocromaticos entre espécies sdo encontradas tanto nos

Anuros primitivos quanto nos mais derivados (King, 1991). Porém nos Anuros primitivos
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de sete familias pertencentes aos Archaeobatrachia foram detectadas pequenas quantidades
de heterocromatina através das técnicas de bandamento. Ja os Neobatrachia, anuros mais
recentes, apresentam uma grande diversidade na distribuicio e quantidade de
heterocromatina. King et al. (1990) consideram que a evolugdo da heterocromatina no
genoma dos anfibios possa ocorrer ou por adi¢do de heterocromatina ou por transformago
da eucromatina em heterocromatina, ou ainda por uma evolugdo de multiplos sitios de
heterocromatina.

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

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

Essas caracteristicas da heterocromatina banda C positiva evidenciam que seu
estudo pode fornecer importantes informagdes evolutivas, sendo, portanto um carater

citogenético a ser analisado.
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8. Objetivos

Tendo em vista as fortes semelhangas morfologicas e ecologicas das espécies Hyla
nana e H. sanborni, dificultando a identificagdo, o presente trabalho tem como objetivo
caracterizar e comparar citogeneticamente H. nana e H. sanborni, de uma populacdo

simpatrica, a fim de contribuir na solugZo dos problemas sisteméaticos em nivel de espécie.
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RESUMO

A andlise citogenética de Hyla nana e de H. sanborni, provenientes de popula¢des
simpatricas na regido noroeste do Estado de SZo Paulo, revelou um nimero dipldide de
2n=30 cromossomos, com semelhan¢a na morfologia de varios pares € no padrio de
heterocromatina, detectada somente nas regides centroméricas. Os cariotipos das duas
espécies diferem entre si principalmente em relagio ao nimero de cromossomos
telocéntricos - quatro em H. nana e cinco em H. sanborni - e a localizagdo da NOR, no par
13 metacéntrico em H. nana e no par 12 telocéntrico em H. sanborni. As caracteristicas
citogenéticas permitem separar claramente os individuos de H. nana e de H. sanborni
analisados nesse estudo. A morfologia cromossdmica das popula¢Ges presentemente
estudadas difere das descritas na literatura para populagdes de outras regiGes geograficas,
indicando a necessidade de uma revisio sistematica desse grupo de espécies. NORs
adicionais ativas em um cromossomo dos pares 1, 5, 12 e 14, foram detectadas nos
cariotipos de alguns individuos de H. nana, através do método Ag-NOR e confirmados por
FISH. Em um espécime, a NOR adicional de um cromossomo do par 6, sé foi detectada por
FISH, o que sugere tratar-se de uma regido de homologia com rDNA. Foram identificados
seis padrdes diferentes, considerados como polimorfismos de NOR. Esses resultados

indicam uma elevada taxa de evolugdo cromossdmica em H. nana.

INTRODUCAO

Hyla nana e H. sanborni sao espécies morfologicamente (Langone & Basso, 1987,
Langone, 1994) e ecologicamente (Del-Grande, 1995, Rossa-Feres, 1997) muito
semelhantes. Barrio (1967) chegou a considerar H. sanborni como subespécie de H. nana.
Posteriormente, Cardoso (1981) considerou H. sanborni como espécie plena, tratamento
aceito por Basso ef al. (1985) e Langone & Basso (1987), com base principalmente em
observagdes osteoldgicas e do canto de anuncio. Além disso, as relages dessas espécies

com outros grupos de espécies do género Hyla sdo controversas: Langone (1994)
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considerou-as no grupo microcephala, Barrio (1967) e Cei (1987) no grupo minuta e Frost
(1985) no grupo nana, constituido apenas por Hyla nana e H. sanborni.

A sistematica dos anfibios anuros tem sido baseada principalmente em caracteres
morfolégicos, os quais, algumas vezes, nio permitem caracterizar de forma precisa os
taxons analisados. A associa¢do com caracteres de outras areas, como da citogenética, vem
ajudando a esclarecer problemas filogenéticos e taxonOmicos, especialmente entre os
anfibios anuros, que possuem varias espécies com pequena diferenciagio morfologica
(Bogart & Wasserman, 1972; Hillis, 1991).

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar € comparar citogeneticamente
Hyla nana e H. sanborni, através de analise cariotipica, de localizagdo e numero de regides

organizadoras de nucléolo e do padrdo de heterocromatina.

MATERIAL E METODOS

Espécimes

Foram analisados 43 espécimes de Hyla nana (40 machos e 3 fémeas) e 27 de H.
sanborni (todos machos), provenientes de um agude de agua temporaria, localizado em area
de pastagem no distrito de Nova Itapirema, municipio de Nova Alianca (21'11°S -
49°42°W), Estado de Sdo Paulo, Brasil. As coletas foram realizadas no periodo de fevereiro
a maio de 1998 e de outubro de 1998 a maio de 1999.

Apds a retirada do intestino e dos testiculos, oOrgdos utilizados para a andlise
citogenética, os espécimes foram fixados em formalina a 10%, durante sete a dez dias,
conservados em alcool 70°GL e depositados na cole¢do do Museu de Historia Natural
"Prof. Addo José Cardoso", da Universidade Estadual de Campinas (ZUEC), e no
Departamento de Zoologia de S3o José do Rio Preto, UNESP (DZSJRP), com os numeros
ZUEC 11405 a 11412, 11416 a 11418, 11647 a 11677 (H. nana), ZUEC 11678 a 11692 (H.
sanborni), DZSIRP 1111 (H. nana), DZSJRP 990 a 1001 (H. sanborni).
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Obtengdo das preparacbes cromossomicas

As preparagGes cromossomicas foram obtidas a partir de suspensdo de células do
epitélio intestinal e testiculos, conforme os procedimentos descritos por Stephenson ef al.
(1972).

O material foi submetido as técnicas de coloragdo convencional com Giemsa,
impregna¢do pelo ion prata (Howell & Black, 1980), bandamento C (King, 1980) e
hibridaggo “in situ” fluorescente (FISH) (Viégas-Péquignot, 1992), com sondas de rDNA.
Nos experimentos de hibridagdo “in situ” foram utilizadas como sonda o plasmidio HM
123 ou uma mistura dos plasmideos HM 123 e HM 456, contendo fragmentos de rDNA de
Xenopus laevis (Meunier-Rotival ef al.,1979), os quais foram marcados com biotina por
“nick translation”. Em um individuo que apresentou uma marcag¢io adicional, ndo detectada
pelo método Ag-NOR, foi utilizado um plasmideo recombinante obtido a partir do HM 123
que contém a maior parte da regido codificadora do RNA 28S (Lourenco et al., em
preparagdo). As preparagdes cromossomicas submetidas aos diversos métodos citoquimicos
e ao FISH foram analisadas sob microscopio Olympus BX60. Os cromossomos foram

classificados de acordo com os valores propostos por Green & Sessions (1991).

RESULTADOS

Descricdo dos cariotipos e banda C
Hyla nana e H. sanborni apresentaram cariétipos com 2n=30 cromossomos € nimero
fundamental 52 e 50, respectivamente. Em H. nana os pares 3, 8, 9, 10, 11 e 13 sdo
metacéntricos; os pares 1, 2, 4, 5 e 7 submetacéntricos e os pares 6, 12, 14 e 15 sdo
telocéntricos (fig. 1A, 8 e tabela 1). Em algumas metafases mitéticas coradas com Giemsa
foi possivel identificar uma constri¢do secundaria no brago curto do par 1 e no brago longo
dos cromossomos S e 13 (fig. 1A e B).
Os exemplares de H. sanborni apresentaram um cariétipo contendo os pares 2, 8, 9,
10, 11 e 14 metacéntricos; os pares 1, 3, 4 e 6 submetacéntricos; € 5, 7, 12, 13 e 15
telocéntricos (fig. 1C, 8 e tabela 1). Ndo foi encontrada nenhuma constri¢do secundaria nas

metafases analisadas.
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Hyla nana e H. sanborni apresentaram o mesmo padrio de banda C. Todos os
cromossomos apresentaram somente blocos de heterocromatina na regido centromérica
(figs. 2A e B).

As células em meiose I apresentam 15 bivalentes em H. nana e H. sanborni (figs.
3A e B).

Regioes impregnadas por prata

O método Ag-NOR permitiu identificar marcagio. na regido telomérica do brago
longo do par 13 de todos os espécimes de Hyla nana estudados, e multiplas NORs em sete
dos 43 individuos analisados (fig. 4A-F). Foram observados cinco padrdes de distribuigio
de NOR adicional. Impregnagdo caracteristica de NOR ativa foi identificada em um dos
cromossomos dos pares autossdmicos 1, 5, 12 e 14 de H. mnana, com diferentes
combinag¢des individuais. A NOR dos cromossomos 5, 12 e 14 localiza-se no brago longo;
a do cromossomo 12 aparece na regido proxima ao teldmero; a do cromossomo 14 esta
localizada em uma posi¢3o intermediaria entre o centrémero € o telémero e a do par 1
aparece no brago curto (figs. 4B-F). As NORs dos cromossomos 1, 5 e 13 coincidem com
regides visualizadas como constricdes secundarias em metafases coradas com Giemsa.

A hibridag3o “in situ” utilizando HM 123 e HM 123 em conjunto com HM 456
como sonda, em sete individuos de H. nana mostrou marcag¢des nas mesmas regides de
NOR observadas pelo método de impregnagido por prata (fig. SA-E). Adicionalmente em
um individuo de H. nana foi possivel detectar por FISH uma marcag¢do em um dos
homélogos do par cromossdmico 6 (fig. 5F). Esta marcagio néo foi encontrada utilizando-
se o0 método Ag-NOR (fig. 4F).

Em Hyla sanborni o método de prata e FISH detectou NOR em apenas um par de
cromossomos mitoticos, localizado no teldmero do par telocéntrico 12 (fig. 6A e B).

Nas duas espécies, do presente trabalho, ndo foi observado heteromorfismo de
tamanho de NORs, variabilidade relativamente comum em anuros.

Através do método de Ag-NOR foi possivel detectar 1 ou 2 nucléolos em H.
sanborni nos nucleos interfasicos das células do epitélio intestinal (fig. 7B), em H. nana foi

possivel se detectar 1, 2 ou 3 nucléolos (fig. 7 A).
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DISCUSSAO

Os cariotipos

Entre os hilideos, ha dois grupos cromossémicos principais, com caridtipo basico de
2n=24 e 2n=30 cromossomos. Porém, sio encontrados também algumas espécies com
caridtipos 2n=18, 20, 22 e 26 (ver Kuramoto, 1990). Segundo Duellman & Trueb (1986)
esses dois grupos teriam se originado de um ancestral com 2n=26 cromossomos. As
espécies presentemente estudadas pertencem ao grupo dos hilideos com 2n=30
cromossomos. A maioria das espécies de Hyla com 2n=30 cromossomos apresenta nimero
variavel de telocéntricos, sendo que algumas, como Hyla minuta, ndo possuem nenhum par
e outras tém varios telocéntricos como, por exemplo, H. labialis com cinco pares
(Duellman & Trueb, 1986; Bogart, 1973). Hyla nana e H. sanborni possuem 4 e 5
telocéntricos, respectivamente. A presenga de cromossomos telocéntricos sugere um
possivel caminho evolutivo, seja ele por fusdo ou fissio (Bogart, 1973). Porém, as
diferencgas cariotipicas encontradas entre as espécies ndo se restringem apenas a0 numero
de telocéntricos e nio poderiam ser explicadas apenas por esses mecanismos. Segundo
Bogart (1973), outros mecanismos, como rearranjos cromossémicos do tipo inversdes
pericéntricas podem ter contribuido para os cariotipos atuais.

Os cariotipos de Hyla nana e de H. sanborni do presente estudo, além de diferirem
entre si, diferem também dos descritos na literatura para popula¢des de outras regides.
Assim, as medidas de tamanho de cromossomos de H. nana indicam que o par 12 ¢é
telocéntrico € o 13 € metacéntrico, ao contrario do descrito por Skuk & Langone (1992)
que, estudando uma populagdo da Provincia do Chaco na Argentina, classificaram o par 12
dessa espécie como metacéntrico € o 13 como telocéntrico. Provavelmente ocorreu uma
invers3o na posi¢do desses dois pares, na montagem do cariétipo pelos autores, ja que esses
cromossomos apresentam tamanhos muito proximos. No entanto, Skuk & Langone (1992)
relatam também que em uma das metafases analisadas foi detectada uma constri¢do
secundaria proxima ao telomero do braco longo dos pares 6 € 11. Essa constri¢do ndo foi
detectada no presente trabalho. Foram encontradas constri¢des secundarias no brago longo

dos pares 5 e 13 e no brago curto do par 1.

L s sl s e . o v
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Uma outra descri¢do do caridtipo de Hyla nana foi feita por Rabello (1970), que
descreveu os pares 5 € 9 como acrocéntricos. Esses dados nio concordam com os obtidos
no presente estudo. No entanto, se no trabalho de Rabello (1970), for invertida a ordem do
par 6 pelo par 5, e o par 9 pelo 12, o caridtipo ficaria idéntico ao do presente estudo.
Rabello (1970) n3o informa em seu trabalho a procedéncia dos animais. Bogart (1973)
descreve o caridtipo de Hyla nana com 5 telocéntricos, proveniente do norte da Argentina.
Mas, surpreendentemente, invertendo-se a posi¢do do par 13 com o 14, esse carittipo fica
idéntico ao de H. sanborni descrito no presente trabalho.

Ja para Hyla sanborni, Skuk & Langone (1992) descreveram os pares 7 ¢ 13 como
metacéntricos e os pares 9 e 14 como acrocéntricos, em individuos provenientes de Ponta
Grossa, Estado do Parana. No presente estudo, os pares 7 e 13 sdo telocéntricos e os pares 9
e 14 s3o metacéntricos. Skuk & Langone (1992) encontraram uma constri¢do secundaria no
par 8, ndo observada em nenhuma metafase no presente estudo. Além disso, a populagio de
H. sanborni de Nova Alianga difere daquela do Parand analisada por Skuk & Langone
(1992), por apresentar cinco telocéntricos, ao invés de quatro.

Surpreendente também € a grande semelhanca entre o caridtipo de Hyla nana de
Nova Alianga (presente estudo) com o de H. sanborni do Parand (Skuk & Langone, 1992).
Neste ultimo, colocando-se o telocéntrico maior (n° 9) de H. sanborni na posigdo 6, obtém-
se 0 mesmo caridtipo de H. nana de Nova Alianca. Considerando-se que Skuk & Langone
(1992) mediram apenas duas metéafases de H. sanborni, e que esses cromossomos meédios
tém todos tamanhos muito proximos, a possibilidade de ter ocorrido um posicionamento
invertido no cariotipo é muito grande. Comparag¢des da morfologia cromossomica das
populagdes de H. nana e de H. sanborni presentemente estudadas com as descritas na
literatura mostram que, com apenas uma inversioc na posi¢gdo de dois pares de
cromossomos, o caridtipo de Hyla nana do norte da Argentina (Bogart, 1973) € o de H.
sanborni do Parani (Skuk & Langone, 1992) ficam idénticos, respectivamente, ao de H.
sanborni e de H. nana de Nova Alianga (presente estudo). E possivel que a semelhanca
morfologica entre essas duas espécies esteja dificultando sua identificagdo. Uma outra
possibilidade é que as diferencas detectadas estejam caracterizando as diferentes

populagdes dessas espécies, que provavelmente sofreram pequenas modificacdes em seus
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caridtipos, podendo-se especular se um processo de especiagdo incipiente estaria ocorrendo
nessas populagdes.

Hyla nana e H. sanborni apresentaram o mesmo padrio de distribuicdo da
heterocromatina, com quantidades relativamente pequenas somente na regido do
centrémero, ndo ocorrendo heteromorfismo no tamanho da banda C. Portanto, mecanismos
como aumento de heterocromatina ndo parecem estar envolvidos na diferenciagdo dos
cariotipos dessas espécies.

QOutra caracteristica que distingue os dois cariétipos € a localizagdo da NOR no par
12, telocéntrico, em Hyla sanborni e no par 13, metacéntrico, em H. nana. Um par de NOR
por genoma diploide estd de acordo com as observagdes referentes a maiornia dos anuros,
inclusive a familias primitivas, como mostram Vitelli ef al. (1982) e Schmid (1982). Porém,
14% dos espécimes de H. nana mostraram NORs adicionais ativas, detectadas pelo método
Ag-NOR, geralmente em um dos homologos de um par. Esse tipo de varacio
intrapopulacional foi descrito em poucas espécies de Anura, como Hyla chrysosceles ¢ H.
versicolor (Wiley et al., 1989), Bufo terrestris (Foote et al., 1991), Agalychnis callidryas
(Schmid ef al., 1995) e Physalaemus petersi (Lourengo et al., 1998). Como algumas vezes
a impregnacdo por prata evidencia inespecificamente blocos de heterocromatina, a analise
por hibridagdo “in situ” permitiu confirmar que as regiGes adicionais marcadas por prata
continham de fato sequéncias de DNA ribossomal. Estudos de hibridagio “in situ”
fluorescente com sondas de rDNA em Agalychnis callidryas (Schmid ef al., 1995) e em
Physalaemus petersi (Lourengo et al., 1998) mostraram, como para H. nana, marcagao nos
mesmos locais que aqueles obtidos com o método Ag-NOR. Portanto, os varios padrdes
observados se referem a uma variagio de nimero e localizagdo de NORs, € ndo a uma
diferenca intrapopulacional de expressdo da NOR.

Os mecanismos envolvidos na dispersio da NOR no genoma foram discutidos por
Foote et al. (1991), Schmid et al. (1995), Kaiser et al. (1996) e Lourengo ef al. (1998), que
destacaram algumas possibilidades: transposi¢do de NOR que seriam carregadas por
elementos moveis presentes proximos a essas regides; amplificagdo de cistrons “orphon
like” de tDNA; reinsercdo de rDNA durante a amplificagdo desses cistrons, que ocorre

durante a ovogénese de anfibios; uma outra possibilidade ¢ a ocorréncia de translocagdes e
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inversdes envolvendo segmentos cromossomicos contendo a NOR. O mecanismo de
translocagdo € pouco provavel no caso de H. nana, uma vez que nio foi detectada diferenga
significativa no tamanho dos cromossomos e nas razdes de bragos dos cromossomos com €
sem NOR adicional nos individuos analisados.

Utilizando a técnica de hibrida¢do “in situ” fluorescente (FISH) foi possivel
detectar, em Hyla nana, uma marcacdo de NOR em um dos homodlogos do par
cromossémico 6, ndo visualizada por Ag-NOR. Casos semelhantes foram descritos por
Wiley et al. (1989) para Hyla chrysoscelis e H. versicolor. NORs inativas ndo sdo
detectadas pelo método de impregnagdo por prata que detecta NORs ativas na intérfase
precedente (Miller ef al., 1976a, b; Engel et al., 1977). Resultados que independem do
estado de atividade da NOR podem ser esperados por estudos de hibridagdo “in situ”
(Schmid, 1978). No entanto, nenhum caso de regulacdo da NOR foi encontrada em anfibios
(Kaiser et. al., 1996). Portanto a marcagio encontrada no cromossomo do par 6 parece ser

uma regido de homologia com rDNA.

Duas ou mais espécies?

No presente estudo analisamos populagdes sintopicas diferenciadas pelas seguintes
caracteristicas: canto de anuncio — freqiiéncia dominante em torno de 4KHz em Hyla nana
e de 6KHz em H. sanborni, comprimento rostro-cloacal — H. nana = 20.22 + 1,03 mm, n=
211 e H. sanborni= 16,70 = 1,51 mm, n= 109, colorag¢do do saco vocal — amarelo em H.
nana e transparente em H. sanborni; periodo de ocorréncia sazonal — setembro/outubro a
mar¢o para H. nana e dezembro/janeiro a margo para H. sanborni; altura do sitio de
vocalizagio — H. nana = 24,3 + 14 cm, n= 600 e H. sanborni = 47,8 + 18 cm, n= 109
(Rossa-Feres, 1997).

Através dos métodos citogenéticos utilizados, essas duas espécies puderam ser
facilmente diferenciadas pela morfologia dos cromossomos, especialmente pelo numero de
cromossomos telocéntricos (um a mais em H. sanborni) e pela localizagdo da NOR (no par
13 metacéntrico em H. nana e no par 12 telocéntrico em H. sanborni). Embora a

morfologia de alguns cromossomos seja bastante semelhante entre essas espécies, as
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medidas realizadas localizam alguns desses cromossomos em posi¢des ndo coincidentes
nos ideogramas.

A andlise conjunta das diferengas citogenéticas entre as populacdes simpatricas
presentemente estudadas, da variabilidade na distribuigdo das NORs em H. nana, e das
diferencas cariotipicas detectadas com relagdo as populagdes de outras regides (ver Rabello,
1970; Bogart, 1973; Skuk & Langone, 1992), sugerimos a possibilidade da existéncia de
mais de duas espécies sob os nomes H. nana e H. sanborni.

A presenga de multiplas NORs € considerada um carater derivado em Anura (King
et al., 1990). O polimorfismo de NOR em H. nana indica grande variabilidade nesse
genoma, sugerindo alta taxa de evolucdo cromossomica. Assim, o estudo de populacdes de
diferentes regiGes e, especialmente, de individuos provenientes da localidade-tipo,
utilizando métodos para a analise da estrutura cromossdmica (morfometria, bandamento,
fluorocromos, Ag-NOR e hibridagdo “in sifu”), juntamente com estudos morfologicos,
ecologicos e da estrutura do canto poderdo auxiliar e compreender melhor os processos

envolvidos na diferenciacfo dessas espécies € suas populagdes.
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Legendas das figuras

Fig. 1: Cromossomos metafésicos de células intestinais de Hyla nana e de H. sanborni
corados com Giemsa. A: caridtipo H. nana; B: mostrando a constri¢do secundaria dos pares

1 e 5 de H. nana; C: Cariétipo de H. sanborni (Barra= 5um).

Fig. 2: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Hyla nana e de H. sanborni

submetidos a banda C. A: H. nana; B: H. sanborni (Barra= Sum).

Fig. 3. Cromossomos meidticos de H. nana e de H. sanborni submetidos a coloracio com
Giemsa. A: mostrando15 bivalentes em H. nana; B: 15 bivalentes em H. sanborni (Barra=

Sum).

Fig. 4: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Hyla nana submetidos ao
método de Ag-NOR. A: cariétipo mostrando a marcagdo do par 13; B: NOR dos pares 1 e
13. C: NOR dos pares 1, 13 € 14. D: NOR dos pares 1, 12 e 13 ; E: NOR dos pares 12 e 13;
F: NOR dos pares 5 e 13, mostrando também o par 6 ndo marcado pela prata. As setas

indicam as NORs (Barra = Sum).

Fig. 5: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Hyla nana submetidos ao
método de hibridagio “in situ” fluorescente (FISH). A: cariétipo mostrando a marcagéo do
par 13; B: marcagdo dos pares 1 e 13. C: marcag@o dos pares 1, 13 e 14. D: marcagdo dos
pares 1, 12 e 13; E: marcagdo dos pares 12 e 13; F: marcagdo dos pares 5 ¢ 13. (Barra =

Sum).

Fig. 6: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Hyla sanborni. A: caridtipo
submetidos ao método de Ag-NOR mostrando a marcagio do par 12; B: cromossomos do

par 12 submetidos ao método de hibridagio “in situ” fluorescente (FISH). (Barra = Sum).
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Fig. 7: Nucléolos em células submetidas ao método de Ag-NOR. A: 1, 2 ou 3 nucléolos

marcados em H. nana; B: 1 ou 2 nucléolos marcados em H. sanborni (Barra = 5um).
Fig. 8: Ideograma representativo dos cariotipos. As areas pretas indicam regides de

heterocromatina, os circulos cinza indicam a NOR, regides em aberto indicam a constri¢do

secundaria. A: H. nana, cabegas de setas indicam regides polimorficas; B: H. sanborni.
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TABELA 1: Dados morfométricos dos cromossomos mitoticos de H. nana e de

H. sanborni. Classificagdo segundo Green & Sessions (1991).

Hyla nana (n=31) Hyla sanborni (n=12)
cromossomo TR(%) RB 1.C. P.C. T.R.(%) R.B. I.C. P.C.
XS XS X=zS8 X=xS XS
1 11,57 2,99 0,25 SM 11,48 2,70 0,27 SM
+0,37 +0,33  +0,03 +0,32 +0,38 +0,03
2 10,10 2,24 0,30 SM 10,62 1,30 0.44 M
+0,28 +0,34  +0,04 +0,4 +0,41 +0,03
3 9,61 1,11 0,47 M 9,58 2,89 0,31 SM
+0,24 +0,14  +0,03 +0,33 +0,35 +0,04
4 8,19 2,88 0,25 SM 7.81 2,29 0,26 SM
+0,43 +0,36  +0,02 +0,28 +0,42 +0,02
5 7,26 2,79 0,26 SM 7,23 _ _ T
+0,39 +0,28  +0,03 +0,27
6 7,24 _ _ T 6,71 2,18 0,28 SM
+0,33 +0,39 +0,24 +0,03
7 6,75 2,64 0,28 SM 6,43 _ _ T
+0,22 +0,43 0,02 +0,42
8 6,38 1,46 0,39 M 6,14 1.46 041 M
+0,29 +0,27 0,04 +0,32 +0,30 +0,01
9 5,73 1,39 041 M 5,71 1,34 0,42 M
+0,41 +0,35  +0,03 +0,46 +0,33 +0,03
10 5,31 1,26 0,43 M 5,22 1,30 0,42 M
+0,36 +0,26  +0,02 +0,15 +0,27 +0,02
11 4,92 1,43 0.41 M 5,15 1,15 0.46 M
+0,24 +0,37 +0,03 +0,24 +0,20 +0,03
12 4,77 _ _ T 4,74 _ B T
+0,27 +0,41
13 4,53 1,39 0,42 M 429 _ _ T
+0,41 +0,36 0,03 +0,32
14 3,8 _ B T 3,92 1,07 0,44 M
+0,31 +0,43 +0,32 +0,03
15 3,34 _ _ T 3,34 _ B T
+0,28 +0,27

R.B.= Relacdo de bragos; T.R.= Tamanho relativo; L.C.= Indice Centromérico; P.C.= Posicdo do centromero;
M.= Metacéntrico; S.M.= Submetacéntrico; T.= Telocéntrico; n= Numero de metafases medidas.
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RESUMO

O presente trabalho relata a presenga de um cromossomo extra em quatro espécimes
de Hyla nana provenientes de um agude de agua temporaria, na regido noroeste do estado
de Sdo Paulo, Brasil. O cariétipo com 2n=31 € igual aquele com 2n=30 cromossomos,
exceto pela presenca de um pequeno telocéntrico adicional. Este pequeno cromossomo
ocorreu em aproximadamente 9,3% dos espécimes analisados, apresentando-se como um
univalente em meiose I, sem regides organizadoras do nucléolo (NOR) e sem
heterocromatina. Esses dados indicam a presenga de cromossomo supernumerario em H.

nana.
INTRODUCAO

Cromossomos supernumerarios sdo elementos extras encontrados no genoma de
muitas espécies de animais e plantas e sdo, em geral, considerados dispensaveis para o
desenvolvimento normal dos individuos (Jones & Rees, 1982). Segundo Beukeboom
(1994) esses cromossomos ocorrem em aproximadamente 15% das espécies. Os
cromossomos supernumerarios ndo estdo presentes em toda a populagdo, ndo tem
semelhanga com nenhum dos autossomos, ndo possuem heranga mendeliana, aparecem
como univalentes na meiose e sdo elementos gendmicos aparentemente desprovidos de
fungdo génica especifica (Jones & Rees, 1982; Green & Sessions,1991).

Em algumas espécies, o numero de supernumerarios varia entre diferentes células
de um mesmo individuo. Neste caso, isso se deve a um retardo anafasico, com eliminagdo
do supernumerario de algumas células ou tecidos, ou & ndo disjungdo mitdtica, quando
ambas as cromatides migram para um mesmo polo (Guerra, 1988).

Em Anura, os cromossomos supernumerarios foram descritos em apenas oito
espécies, distribuidas em 5 familias: Hylidae, Leiopelmatidae, Discoglossidae, Pelobatidae
e Ranidae (Green & Sessions,1991).

No presente trabalho descrevemos mais um caso de Cromossomo Supernumerario

em Anura, observado em espécimes de Hyla nana Boulenger, 1889.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisados 43 espécimes de Hyla nana (40 machos e 3 fémeas), coletados nos
periodos de fevereiro a maio de 1998 e de outubro a maio de 1999, no distrito de Nova
Ttapirema, municipio de Nova Alianga (21°11°S — 49°42°W), Estado de Sio Paulo, Brasil.

Ap6s a retirada dos orgdos (intestino e testiculos) que foram utilizados para analise
citogenética, os espécimes foram fixados em formol a 10%, transferidos para alcool 70°GL
e depositados no Museu de Historia Natural "Prof. Addo José Cardoso”, da Universidade
Estadual de Campinas (ZUEC), e no Departamento de Zoologia de Sdo José do Rio Preto,
UNESP (DZSJRP), catalogados com os nameros ZUEC 11405 a 11412, 11416 a 11418,
11647 a 11677, DZSJRP 1111.

As preparagdes cromossOmicas foram obtidas a partir de suspensdo de células do
epitélio intestinal e dos testiculos, conforme os procedimentos descritos por Stephenson ef
al. (1972). As laminas foram submetidas as técnicas de coloragdo convencional com
Giemsa, impregnacdo pelo ion prata (Howell & Black, 1980), bandamento C (King, 1980)
e hibridagio “in situ” fluorescente (FISH) (Viégas-Péquignot, 1992) usando como sonda os
plasmideos recombinantes HM 123 e HM 456 que contém fragmentos de rDNA de
Xenopus laevis (Meunier-Rotival ef al.,1979), marcados com biotina segundo protocolo da
GIBCO. As preparagdes cromossdmicas submetidas aos diversos métodos citoquimicos e
ao FISH foram analisadas ao microscopio Olympus BX60. Os cromossomos foram

classificados de acordo com os valores propostos por Green & Sessions (1991).
RESULTADOS

Em 39 individuos analisados o cariétipo apresenta 2n=30 cromossomos, conforme
descrito anteriormente (Medeiros ef. al, em preparagdo), e em quatro espécimes machos foi
encontrado cariétipo com 2n=31 (ZUEC 11673, 11651, 11652 ¢ DZSJRP 1111). Este
cariotipo é igual aqueles com 2n=30, exceto pela presenca de um pequeno telocéntrico

adicional (fig. 1A, 4 e tabela 1).
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A técnica de bandamento C evidenciou as regides centroméricas de todos os
cromossomos, exceto do cromossomo extra que ndo apresentou nenhuma marcagdo por
este método (fig. 1B).

Nas metafases analisadas dos 4 espécimes com 2n=31, 0 pequeno cromossomo
extra ndo apresentou nenhuma marcagdo pelo método Ag-NOR. Apenas o par
cromossdmico 13 apresentou a NOR (fig. 1C). A hibridagdo “in situ” utilizando sonda
ribossdémica de HM 123 confirmou o resultado obtido pelo método Ag-NOR (fig. 2).

Este pequeno cromossomo extra foi observado também em metafases meioticas, que
apresentavam 15 bivalentes e um pequeno univalente (fig. 3A), os individuos com 2n=30

cromossomos apresentaram, em meiose I 15 bivalentes (fig.3B).

DISCUSSAO

O cromossomo extra encontrado em quatro espécimes de Hyla nana, que
apresentaram 2n=31, pode ser interpretado como um Cromossomo SUpPEernumerario, por
possuir algumas das caracteristicas basicas que sdo geralmente atribuidas a esta classe de
cromossomos. Embora existam algumas descrigdes do cariétipo de Hyla nana (Rabello,
1970; Bogart, 1973; Skuk & Langone, 1992) na literatura, ndo ha qualquer mencdo a
presenga de cromossomos supernumerarios nesta espécie. Este pequeno complemento
extra, com morfologia diferente dos autossomos, sempre se apresenta como um univalente
nas células em metafase I, a semelhanga de muitos outros casos ja descritos (Jones & Rees,
1982).

Na maioria dos cromossomos supernumerarios ndo foi detectado genes com grandes
efeitos. A influéncia que eles exercem € usualmente determinada por seu numero
acumulativo, embora esse tipo de efeito ndo tenha sido documentado para anfibios (Green
& Sessions, 1991). Em alguns casos, o efeito pode ser a diminui¢éo da fertilidade (Hewitt
et al., 1987) e meiose anormal (Parker et al., 1981). Entretanto, existem excegdes € alguns
supernumerarios carregam genes funcionais (Green, 1990). Um caso interessante de
cromossomos supernumerarios em anfibios ocorre em Leiopelma hochstetteri que chega a

apresentar até 12 extras, nesta espécie, OS Cromossomos supernumerarios em estado
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plumoso apresentam pequenas algas laterais indicando atividade transcricional, embora em
um nivel inferior ao dos autossomos (Green ef al., 1987).

A NOR em supernumerdrios € rara, tendo sido detectada, entre os anuros, somente
em Scaphiopus hammondi. Neste caso, a NOR contribui para o nimero de nucléolos na
célula, demonstrando com isso que cromossomos supernumerarios podem carregar genes
funcionais de grande importancia (Green & Sessions, 1991). Nos espécimes de H. nana nédo
foi observado nenhum tipo de NOR ativa ou inativa, nem pelo método de coloragdo pela
prata nem pelo uso de sondas de rDNA.

Belcheva & Sofianidou (1990) descrevem cromossomos supernumerarios em
espécimes de Rana temporaria e argumentam que a preservagdo de Cromossomos
supernumerdrios na populagdo analisada indica que eles garantem alguma vantagem,
relacionada a atividade transcricional ou ao aumento na variabilidade genética das espécies.

Diferentes mecanismos t€m sido propostos para explicar a origem e conservagio de
Cromossomos supernumerarios. A origem mais tradicionalmente aceita € a de que
cromossomos supernumerdrios sejam derivados dos autossomos (Jones & Rees, 1982).
Considerando que nd3o ocorre pareamento ou quiasmas entre OS SUPEINMUMETArios €
fragmentos de cromossomos A na meiose, a homologia inicial entre eles deve ser
rapidamente perdida. Portanto, eles devem ter se modificado em estrutura € no
comportamento de pareamento na meiose para prevenir associagdo com Cromossomo A
ancestral (Camacho et al., 2000).

A heterocromatinizagdo parece ser um processo comum que ocorre durante a
diferenciacdo desses cromossomos, ja que muitos se apresentam completamente
heterocromaticos em muitas espécies (Venere et al., 1999). Embora essa também néo seja
uma caracteristica universal, foi sugerido que estes cromossomos possam ter se originado
de fragmentos centroméricos, mas essa ¢ uma hipdtese pouca corroborada (Green er.al.,
1987, Camacho et al. 2000). Esse processo de diferenciagdo de cromossomos
supernumerarios ndo se aplica a Hyla nana que ndo apresentou heterocromatina banda C
positiva. Portanto, seu isolamento dos cromossomos A deve ter envolvido outros

mecanismos.
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Quando se considera a origem evolutiva dos cromossomos supernumerarios, 0s
autores s@o cuidadosos em considerar aspectos como a morfologia, a falta de homologia
com sequéncias dos autossomos que impede um pareamento, a heterocromatinizagdo e o
tamanho geralmente pequeno, porque essas ndo s@o caracteristicas universais como tem
sido demonstrado inclusive em anfibios (Green & Sessions, 1991). A semelhanca do que
foi proposto por Verene et. al (1999), para peixes, ¢ possivel que, também em anfibios, os
cromossomos supernumerarios tenham surgido vérias vezes com origem independente.

Uma outra possibilidade que deve ser considerada € a origem de cromossomos B a
partir de cromossomos A de outra espécie proxima, por hibridagdo interespecifica.
Evidéncias foram encontradas na espécie hibrida de peixe Poecilia formosa (Schartl. et al,
1995) e na vespa Nasonia (McAllister & Werren, 1997).

Hyla sanborni Schmidt, 1944 ¢ uma espécie morfologicamente (Cei, 1980;
Langone, 1994) e ecologicamente muito semelhante a H. nana (Cei, 1980; Rossa-Ferres,
1997), sendo ambas pertencentes ao mesmo grupo intragenérico (Frost, 1985).
Considerando essa grande semelhan¢a e sua ocorréncia sintopica em varias localidades
(Langone & Basso, 1987) bem como a existéncia de divergéncias nos cariotipos de
espécimes de H. nana (Medeiros et al., em preparagdo), ndo se pode descartar a hipdtese de
hibridacdo interespecifica estar envolvida na origem evolutiva desses cari6tipos portadores
de com cromossomos supernumerarios.

Apesar das informagdes sobre ocorréncia, distribuicdo, modelo de heranga e
estrutura molecular dos cromossomos supernumerarios terem se multiplicado nas ultimas
décadas, sua origem e papel na evolucdo do genoma continua um assunto bastante

especulativo.
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Legendas das figuras

Fig. 1: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Hyla nana, evidenciando a
presenca do supernumerario. A: corados com Giemsa. B: submetidos a banda C; C:

submetidos ao método de Ag-NOR mostrando a marcagio do par 13 (Barra=5um).

Fig. 2: Cromossomos metafasicos de células intestinais de Hyla nana submetidos ao
método de hibridagdo “in situ” fluorescente (FISH), mostrando a marcag@o apenas no par

13 (cabeca de seta) e supernumerario nio marcado (seta). (Barra=Spm).

Fig. 3: Cromossomos meiéticos de H. nana submetidos a coloragdo com Giemsa. A:

mostrando 15 bivalentes e um univalente (seta); B: mostrando 15 bivalentes (Barra=5Spum).

Fig. 4: Ideograma representativo do cariétipo 2n =31 de H. nana. Areas pretas indicam
regides de heterocromatina, os circulos em cinza indicam a NOR e regides em aberto

mostram as constri¢des secundarias.
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TABELA 1: Dados morfométricos dos cromossomos mitoticos
de H. nana e H. sanborni. Classificacdo segundo Green &
Sessions (1991).

Hyla nana (n=31)

Cromossomo TR.(%) RB 1.C. P.C.
X+S X=+S X<+8
1 11,57 2,99 0,25 SM
+0.37 £0.33 £0.03
2 10,10 2,24 0,30 SM
+0,28 0,34 +0.04
3 9,61 1,11 0,47 M
+0,24 +0,14 £0,03
4 8,19 2,88 0,25 SM
+0,43 0,36 0,02
5 7,26 2,79 0,26 SM
+0,39 0,28 0,03
6 7,24 _ _ T
+0.33
7 6,75 2,64 0,28 SM
+0,22 0,43 0,02
8 6,38 1,46 0,39 M
+029 0,27 £0,04
9 5,73 1,39 0,41 M
+041 +£0,35 0,03
10 531 1,26 0,43 M
+0,36 0,26 0,02
11 4,92 1,43 0,41 M
+0.24 +£0,37 +0,03
12 4,77 _ _ T
+0,27
13 4,53 1,39 0,42 M
+0,41 20,36 0,03
14 3,8 _ _ T
+0,31
15 3,34 _ _ T
+0,28
16 2,38 _ _ T
+0,14

RB.= Relagio de bragos, T.R= Tamanho relativo, L.C.= indice
Centromérico, P.C.= Posi¢do do centrdmero, M.= Metacéntrico, S.M.=

Submetacéntrico, T.=Telocéntrico, n.= Numero de metafases medidas.
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IV. Conclusdes gerais

1. Hyla nana e H. sanborni, provenientes de Nova Itapirema, S3o Paulo, apresentam
complemento dipldide de 2n=30 cromossomos, sendo que essas espécies diferem quanto a
morfologia de alguns cromossomos: H. nana apresentou seis pares metacéntricos, cinco
pares submetacéntricos € quatro pares telocéntricos, enquanto H. sanborni apresentou seis

pares de metacéntricos, quatro de submetacéntrico e cinco telocéntricos.

2. Em quatro espécimes (9,3%) de H nana foi encontrado um cariotipo com 2n=31
cromossomos, diferindo do cariétipo com 2n=30 cromossomos, pela presenca de um
pequeno cromossomo telocéntrico, considerado um supernumerario. Este cromossomo
ocorre em 9,3% dos espécimes analisados , apresenta-se como um univalente em meiose I,

ndo contém regides organizadoras do nucléolo e ndo apresentou heterocromatina.

3. Quantidades relativamente pequenas de heterocromatina foram encontrados somente na
regido centromérica de todos os cromossomos das duas espécies estudadas e ndo foi
encontrado nenhum heteromorfismo de tamanho da banda C. Portanto, mecanismos como
aumento de heterocromatina ndo parece estar envolvido na diferenciagdo dos caridtipos

dessas espécies.

4. A regido organizadora do nucléolo (NOR) se encontra no par 13, metacéntrico de H. nana,
e no par 12, telocéntrico de H. sanborni. Seis padrdes diferentes de multiplas NORs foram
detectados em alguns individuos através do método de impregnacdo por prata e
confirmados por FISH, caracterizando um polimorfismo de NOR em H nana Os
polimorfismos de NOR em H. nana indicam grande variabilidade nesse genoma, sugerindo

alta taxa de evolugio cromossOmica neste grupo.
5. As populagdes simpétricas das duas espécies estudadas neste trabalho podem, portanto, ser

facilmente separadas entre si pela morfologia dos cromossomos, especialmente o numero

de cromossomos telocéntricos (um a mais em H. sanborni), e pela localizagdo da NOR.
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6. A morfologia cromossémica das populagGes presentemente estudadas difere das descritas
na literatura para popula¢gdes de outras regides geograficas, indicando a necessidade de uma

revisdo sistematica desse grupo de espécies.
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