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Errata

1 -Na pzagina 9, linha 20, onde se |é ‘2, leia-se “W.

2 - Na paAgina 25, linhas 12, 13 e 14, onde se I& “Outros dezesseis exemplares, duas
fémeas (ZUEC 96.20 e 96.24) e catorze machos (ZUEC 96.21, 96.25, 96.26, 96.39-96.49)
foram coletados nas proximidades da foz do Tejo, nessa mesma reserva, em 27 de janeiro de
1996", leia-se “Outros treze exemplares, duas fémeas (ZUEC 96.20 e 96.24) e onze machos
(ZUEC 96.21, 96.25, 98.26, 96.39-96.42, 96.46-96.49) foram coletados nas proximidades da
foz do Tejo, nessa mesma reserva, em 27 de janeiro de 1996”.

3 - Na pagina 28, linha 3, onde se 1& ‘BECAK & BECAK (1968)”, leia-se “STEPHENSON
et al, 1972)".

4 - Na pagina 41, linha 20, onde se & “Figura 1507, leia-se “Figura 15E™
linha 21, onde se I& “Figura 15E, leia-se “Figura 15D”:
linha 26, onde se I& “Figura 15E", leia-se ‘Figura 15"

§ - Introd uzir no item “Referéncias bibliograficas” STEPHENSON, E.M., ROBINSON,
ES., STEPHENSSON, N.S. Karyotype variation within the genus Leiopelma (Amphibia: Anura).
Can. J. Genet. Genet. Cytol. 14: 691-702, 1972.
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RESUMO

Foram analisados citogeneticamente sessenta € um espécimes de Physalaemus
petersi e sete de Edalorhina perezi (Leptodactylidag, Anura), provenientes do Estado do Acre,
Brasil, com o intuito de contribuir para as investigagdes sobre possiveis relacdes filogenéticas
entre esses dois géneros neotropicais. As preparagdes cromossémicas foram obtidas de
suspensbes de células intestinais e de testiculo e foram coradas convencicnalmente com
Giemsa ou submetidas aos métodos Ag-NOR e de bandamento C.

A analise morfométrica dos cromossomos de vinte e nove metafases mitéticas, obtidas
dos sete espécimes de Edalorhina perezi coletados (duas fémeas e cinco machos), mostrou
que todos esses individuos apresentam 2n=22. Os onze pares cromossémicos s&o
homomérficos, sendo seis metacéntricos (pares 1, 5, 6, 9, 10 e 11), quatro submetacéntricos
(pares 2, 4, 7 e 8) e um subacrocéntrico {par 3). Foi detectado apenas um par de NOR por
genoma diploide, localizado no brago fongo dos cromossomos do par 8, nas preparacdes
cromossdmicas de seis individuos, tratadas pelo método Ag-NOR. A técnica de bandamento
C, aplicada ao material referente a dois desses individuos, evidenciou que essa NOR é
circundada por blocos de heterocromatina constitutiva, também presentes no centrémero de
todos os cromossomos. Bandas heterocromaticas menos nitidas foram detectadas no brago
curto dos cromossomos do par 1 e no braco longo dos cromossomos do par 2. A analise da
meiose de dois machos detectou cadeias de bivalentes interligados em espermatdcitos |,
aparentemente formadas por trés grandes pares cromossdmicos, sugerindo a presenca de
translocacdes heterozigotas multiplas.

Embora todos os espécimes de Physalaemus petersi estudados apresentem 2n=22,
dois caribtipos distintos foram encontrados dentre eles, o que sugere uma reavaliacdo desse
taxon. O caridtipo mais comum é formado por quatro pares cromossdmicos metacéntricos (1,
5, 6 e 10), quatro submetacéntricos (2, 4, 7 e 9), dois subacrocéntricos (3 e 8) e um par de
cromossomos sexuais XX/XY, como mostrou a analise morfométrica de vinte e seis metafases
de dez individuos. Dentre o grupo de individuos portadores desse caribtipo foi observada
grande variabilidade interindividuai no padréo de distribuicido de NOR e de segmentos
heterocroméaticos. A analise de bivalentes de espermatécitos na primeira divisdo da meiose
mostrou que pares cromossdmicos heterozigotos para segmentos heterocromaticos néo-
centromericos nao apresentam quiasma nessas regides cromossémicas.

O outro cariétipo foi observado em apenas 3 machos da Reserva Extrativista do Alto
Jurua, cujo canto também difere daquele apresentado pelos demais exemplares de



Physalaemus petersi. Esse cariétipc € composto por seis pares cromossdmicos metacéntricos
(2, 3, 4, 7, 8 e 10), dois submetacéntricos (5 e 9), dois subacrocéntricos (1 e 6) e um par
heteromaérfico, formado por um cromossomo submetacéntrico e um metacéntrico. A relacio
desse par heteromorfico com a determinacdo do sexo ndo pode ser elucidado, visto que
nenhuma fémea com esse caribtipo foi analisada. O método Ag-NOR permitiu observar dois
padres de distribuicdo de NOR, que envolvem dois pares cromossdmicos (8 ¢ 9). O
bandamento C realizado no material obtido de um desses espécimes evidenciou a presenca
de heterocromatina constitutiva em todos os centrdmeros desse caridtipo e nos telémeros dos
cromossomos dos pares 4 e 8 e em um dos telébmeros de um cromossomo 9.

Configuragbes meidticas multivalentes foram observadas em exemplares de P. petersi
dos dois grupos cariotipicos encontrados, sugerindoc a participagdo de translocagbes na
evolugdo desses cariétipos. Esse tipo de rearranjo pode estar envolvido, inclusive, na
formacéo dos diferentes padrdes de distribuicdo de NORs e bandas heterocromaticas.
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ABSTRACT

Sixty one specimens of Physalaemus petersi and seven of Edalorhina perezi
(Leptodactylidae, Anura) from Acre State, Brazil, were studied, to contribute to phylogenetic
relationship studies between these two neotropical genera. Chromosome preparations were
obtained from cellular suspensions of testis and intestinal epithelium. These cytological
preparations were conventionally stained by Giemsa or submitted to Ag-NOR and C-banding
techniques.

Morphometric analyses of twenty nine mitotic metaphases chromosomes from the
specimens of E. perezi (two females and five males), showed that all these individuals present
2n=22. The eleven chromosome pairs of this karyotype are homomorphic, being six
metacentric (pairs 1, 5, 6, 9, 10 and 11), four submetacentric (pairs 2, 4, 7 and 8) and one
subacrocentric (pair 3). Only one pair of NOR per diploid genome of chromosome preparations
obtained from six specimens was detected and this was located interstitially in the long arm of
pair 8. The C-banding techniques, applied to cells from two of these specimens, showed that
this NOR is surrounded by constitutive heterochromatin blocks, also present at the centromere
of all the chromosomes. Gray heterochromatic bands were detected in the short arm of
chromosome pair 1 and in the long arm of pair 2. Analyses of meiotic chromosomes of two
males detected multivalent chains in spermatocytes |, apparently formed by three long
chromosome pairs, indicating the ocurrence of heterozygous translocations in this karyotype.

All the specimens of P. petersi studied present 2n=22, but two distinct karyotypes were
detected among them. These findings suggest a re-evaluation of the taxon P. petersi. The most
commom karyotype presents four metacentric (1, 5, 6 and 10), four submetacentric (2, 4, 7 and
9), two subacrocentric chromosome pair (3 and 8) and one pair of sex chromosomes XX/XY.
Among the groups of specimens with this kind of karyotype, a big interindividual variability of
NOR and heterochromatic band patterns was observed. The analysis of spermatocytes |
bivalents showed that chromosome pairs which are heterozygous to non-centromeric
heterochromatic bands do not present chiasma at these chromosome regions.

The other karyotype was observed in only three males, whose call also differs from that
of most commom specimens of P. petersi. This karyotype is formed by six metacentric (2, 3, 4,
7, 8 and 10), two submetacentric (5 and 9), two subacrocentric (1 and 6) and one

heteromorphic chromosome pair. The relation of this pair with sex determination could not be
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elucidated, because no female with this karyotype was found. The Ag-NOR method showed
two patfterns of NOR distribution, which involve two chromosome pairs (8 and 9). The C-
banding technique applied to material obtained from one of these specimens showed the
presence of constitutive heterochromatin at all the centromeres of this karyotype, in the
telomeres of the chromosomes of the pairs 4 and 8 and at one of the telomeres of one pair 9
chromosomes.

Multivalent configurations were observed in meiotic prophase | of both karyological
groups of P. pefersi, suggesting the involvement of translocations in the evolution of these

karyotypes. This kind of rearrangement can be involved in the origin of different NOR patterns
and heterochromatic band distribution.



| - INTRODUCAO

1. A posigao taxondémica de Anura

A ordem Anura, junto com as ordens Caudata e Gymnophiona, compde o grupo
Lissamphibia, que representa os Amphibia atuais. Segundo FORD & CANNATELLA (1993), o
ancestral comum dos anuros hildides e randides, e todos os seus descendentes constituem a
subclasse Neobatrachia. Esses autores também agrupam os anuros Pelobatoidea e os
Pipoidea em Mesobatrachia. Os anuros que n&o fazem parte dos Neobatrachia e dos
Mesobatrachia formam um grupo parafilético denominado de Archaeobatrachia, que engloba
0s géneros Ascaphus, Leiopelma, Discoglossus e Bombina, por exemplo (FORD &
CANNATELLA, 1993).

Dentre os Neobatrachia encontram-se as familias Bufonidae, Hylidae, Pseudidae,
Centrolenidae, Dendrobatidae, Hyperoliidae, 'Rhacophoridae, Ranidae e lLeptodactylidae,
sendo essas duas ultimas taxa parafiiéticos. As relacdes filogenéticas dentro de Neobatrachia
ainda permanecem confusas (FORD & CANNATELLA, 1993).

2. A citogenética de Anura

O estudo citogenético tem contribuido bastante para as investigagfes em sistematica
de varios grupos de organismos. A andlise das variagbes cromossdmicas permite a
formulagdo de hipoteses sobre a relag@o filogenética entre diferentes grupos taxondémicos e
sobre os rearranjos cromossémicos envolvidos na evolugio desses grupos, possibilitando,
inclusive, inferéncias sobre eventos populacionais, tais como formacio de demes e migragéo.
Embora muitas vezes a filogenia sugerida pelos dados citogenéticos coincida com a proposta
baseada em analises morfo-anatémicas, moleculares e bioguimicas, existem casos de
controvérsia entre as relagGes filogenéticas apontadas por esses tipos de andlise. Isso pode
ser resuitado da superficialidade de alguma das andlises feitas, o que leva a interpretacdes
incorretas, da ocorréncia de convergéncia durante a evolug&o de algum desses grupos de
caracteres ou de diferencas de taxas evolutivas nos diferentes conjuntos de caracteres
(FUTUYMA, 1992). Essa variagdo nas taxas evolutivas & também responsavel pela



observacdo de que a analise isolada de um carater sistematico ndo é capaz de fornecer
informacdes filogeneticas em todos os niveis taxondmicos. Algumas técnicas de estudo
geraimente permitem relacionar filogeneticamente espécies préximas, enquanto outras
geralmente elucidam as relagbes entre taxa mais elevados (HILLIS, 1987). Essa observacéo
também justifica a analise conjunta de dados de diferentes naturezas para maximizar o
entendimento correto da filogenia do grupo de interesse. Dessa forma, os estudos
citogenéticos fornecem novos dados que devem ser analisados conjuntamente com os
anatdémicos, moleculares e bioguimicos para a escolha da arvore filogenética mais provavel.

As investigacbes filogenéticas em Anura com base apenas em dados morfo-
anatémicos sé&o de dificil interpretacdo, uma vez que, apesar do grande namero de espécies e
da diversidade de habitats, os Anura s&o pouco variados morfologicamente. Exceto pelas
relagbes entre as familias basais (CANNATELLA, 1985; HILLIS, 1991), muito pouco é
conhecido sobre a filogenia dos Anura. A pequena divergéncia morfolégica entre os
Neobatrachia pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo fato de a maiocria das familias
desse grupo ter derivado do ancestral ha pouco tempo na escala evolutiva (HILLIS, 1991). No
entanto, isso nao impede que caracteres citogenéticos e moleculares tenham sofrido maior
divergéncia do que os morfologicos (a taxa evolutiva entre diferentes caracteres pode variar,
como ja mencicnado), o que justifica uma maior investigacio dos Neobatrachia nesses niveis.

Até a década de 80, os estudos citogenéticos em Anura eram desenvolvidos com
técnicas simples e a maior preocupacéo dessas investigagbes era a caracterizagdo do numero
cromossomico de cada espécie. Esses estudos iniciais permitiram detectar a ocorréncia de
certa variabilidade entre os anuros, que se mostrou grande em determinados géneros, como
Eleutherodactylus (Leptodactylidae) e pequena em outros, como Bufo (Bufonidae) (BOGART,
1973), embora WILSON et al. (1974) e BUSCH et al. (1877) tenham defendido a ocorréncia
de pequena taxa de evolucdo citogenetica em Anura, observacio gue provavelmente resultou
da analise relativamente limitada desses pesquisadores.

Embora muitos mecanismos de evolugio cariotipica em Anura tenham sido propostos
com base na analise de caridtipos corados convencionalmente com Giemsa (por exemplo,
MORESCALCHI, 1967; e BOGART,1973), melhor compreensdo das relacbes filogenéticas
entre 0s anuros e dos mecanismos evolutivos envolvidos na diferenciac&o cariotipica desses
animais passou a ocorrer apoés o uso de técnicas citogenéticas mais avancadas. Dentre essas,
encontram-se o bandamento C, o bandamento de replicagéo tardia, os bandamentos obtidos
com enzimas de restricdo, o metodo de Ag-NOR, a coloracao com fluorocromos e hibridacéo



‘in situ”, que possibilitam a methor caracterizacdo dos cromossomos. Bandamentos G, Q e R
ainda estdo sendo testados em Amphibia, embora resultados satisfatérios ndo tenham sido
obtidos. Segundo SUMNER (1994), uma adequagio nas técnicas pode acabar resultando na
deteccdo dessas bandas, embora ele n&o descarte a possibilidade de que a néo-visualizacdo
de bandas seja devida a uma forte espiralizagdo dos cromossomos de anfibios (como
sugerido por SCHMID, 1978a,b). Por outro lado, BERNARDI et al. (1985) sugeriram que essas
bandas eucromaticas realmente néo existem em Amphibia, ou seja, ndo existem “isocoros”. A
suposicao da extrema espiralizacéo cromossoémica ou da auséncia de regides homogéneas na
composicao de bases no DNA também pode explicar a ndo-obtenc¢éo de padrio de bandas de
restricao semelhante ac apresentado por mamiferos (SCHMID & ALMEIDA, 1988). No caso do
uso da técnica de bandamento G ou de replicacio tardia, sdo obtidas bandas transversais ao
longo de todo o comprimento dos cromossomos, o que possibilita a comparagio de diferentes
caridtipos, cromossomo a cromossomo e, consequentemente, a identificacdo de possiveis
rearranjos que tenham ocorrido no processo de diferenciacio dos cariétipos em analise.

Analisando as primeiras descrigSes cariotipicas de anuros, que consistiam na
determinac@o do numero cromossémico, identificagio de constricbes secundarias, posicoes
centroméricas e comprimento relativo dos cromossomos (para referéncias, ver lista de
KURAMOTO, 1990), MORESCALCHI (1968, 1973) e LYNCH (1971) sugeriram que anuros
com caracteres morfolégicos primitivos tenham cariétipos com alto nimero cromossémico e,
consequentemente, que 0s cariétipos com poucos cromossomoes das espécies mais derivadas
sejam resultantes de um longo processo evolutivo. Ainda com base em dados dessa natureza,
BOGART (1973) especulou que cariétipos de anuros pertencentes a familias consideradas
mais derivadas (como Dendrobatidae, Hylidae, Leptodactylidae, Microhylidae e Ranidae)
possam ter derivado de um cariétipo com 26 cromossomos do tipo de pelobatideo. Segundo
Bogart, cariotipo desse tipo € encontrado, por exemplo, em géneros considerados primitivos
dentro de Leptodactylidae, como Telmatobius e Calyptocephala. Provavelmente, nessa familia
o cariétipo ancestral com 2n=26 sofreu redugdo cromossdmica, originando cariétipos com 24 e
22 cromossomos.

A analise comparativa do padrdo de bandas de replicagio tardia apresentado por trés
espécies de Rana (Ranidae) com 2n=26 e outras trés espécies desse mesmo género e com
cariotipo com 2n=24, feita por MIURA et al. (1995), comobora as especulacbes de
MORESCALCHI (1968, 1973) e BOGART (1973) em relagéo & possibilidade de um caridtipo
com 2n=26 originar outro com 2n=24. Nesse estudo, MIURA et al. (1995) sugerem que um



Unico evento de fusdo “in tandem” entre dois cromossomos presentes no cariétipo com 2n=26
esteja envolvido na origem do cariétipo com 2n=24, ao contrario do que haviam suposto
MORESCALCHI (1981, apud MIURA et al, 1995) e GREEN (1983), que admitiam a
participacdo de inversbes pericéntricas, além de um evento de fusdo “in tandem’, nesse
processo de redugio cromossdmica. A homologia entre os padrées de bandas de replicacio
tardia de seis espécies e uma subespécie de Rana (Ranidae), uma espécie de Hyla (Hylidae)
e uma de Bufo {Bufonidae) levou MIURA (1995) a sugerir que o baixo nimero cromossémico
(2n=22-26) e a similaridade dos caridtipos dos trés géneros (representantes de diferentes
familias) provavelmente nao sejam resultantes de convergéncia, mas sim caracteristicas
presentes em um caridtipo ancestral comum, conservados até entdo. Essa conclusio de Miura
também reforca a hipétese de BOGART (1873) da origem comum dos caribtipos de anuros de
familias mais derivadas. MIURA (1995) compara, ainda, os padrées de bandas de replicacdo
tardia de Rana, Hyla e Bufo com o de Xenopus laevis (2n=36), descrito por SCHMID &
STEINLEIN (1991), espécie pertencente a familia Pipidae, considerada primitiva em Anura. O
autor conclui que grandes cromossomos de Rana, Hyla, Bufo e Xenopus laevis apresentam
certa homologia entre si, sugerindo que o cariétipo ancestral desses taxa inclui aqueles
cromossomos, e suspeita que outros géneros também primitivos e com nuimero cromossdmico
maior do que 26, como Ascaphus e Alytes, apresentem homologia com os grandes
cromossomos dos guatro géneros mencionados anteriormente. Portanto, segundo Miura, os
rearranjos cromossdmicos ocorridos durante a divergéncia dos Anura envolveram,
principalmente, os cromossomos menores.

As redugdes no nimero cromossdmico observadas ao longo do processo evolutivo em
Anura parecem resultar de fus&o céntrica (como sugerido por BOGART, 1973, 1991; BECAK
et al., 1970; e MORESCALCHI, 1973, que especulou que os caridtipos tenham evoluido de
assimétricos para simétricos) ou de fuséo “in tandem” (como observado por MIURA et al.,
1995). Por outro lado, existem casos em que ndo existem dados suficientes para apontar a
polaridade da transformac&o cariotipica em andlise, sendo impossivel a eleicdo da reducéo ou
do aumento de ndmero cromossdémico como evento que resultou na situacdo atual. Exemplo
disso & o que ocorre com Eleutherodactylus glandulifer (Leptodactylidae) (BOGART, 1991).

A explicagdo para o aumento do numero cromossdmico é dada por fissdo céntrica,
rearranjo considerado por BOGART (1973, 1991) e MIURA (1995) como fendmeno que
contribuiu para as alteragées no numero cromossdmico em Anura. Translocacdes, inversdes,

adicOes, delegdes e amplificagbes, apesar de nao estarem envolvidas na mudanga do nimero



cromossdmico, sdo também rearranjos que devem ter importante participacéo na evolugéo
cariotipica. Varios estudos supdem que eventos como esses estdo envolvidos na
diferenciacao de cromossomos sexuais, tendo, muitos deles, papel crucial no inicio desse
processo (como discutido adiante no item 2.2). A detecgido desses tipos de rearranjos
cromossdmicos entre autossomos & mais rara em Anura, tendo sido descritos, por exemplo,
aneis meioticos multivalentes, resultantes da presenca de translocagBes cromossdmicas
multiplas, apenas em Eleutherodactylus maussi (Leptodactylidae) (BECAK & BECAK, 1974) e
inversao pericentromerica apenas no par 9 de Agalychnis callidryas (Hylidae) (SCHMID et al,,
1995).

Além de todos 0s rearranjos mencionados, os eventos de ndo-disjunclo meidtica
também parecem exercer papel importante na evolucdo dos Anura. Alguns desses eventos
podem ser, inclusive, decorrentes de pareamento anormal de homélogos heterozigotos para
determinado rearranjo cromossdmico. Um experimento realizado com camundongo
(EICHENLAUB-RITTER & WINKING, 1990), por exemplo, sugere a existéncia de relacio entre
anéis meibticos multivalentes, disturbios na estrutura dos fusos de divisdo e a ocorréncia de
anormalidades na segregacdo cromossdmica na anafase | da meiose.

Eventos de né&o-disjuncdo meidtica s&@c responsdveis por varios casos de
poliploidizagdo, observados em diferentes familias de Anura. Dentre os leptodactilideos, por
exemplo, s&o encontradas espécies polipidides nos géneros Odontophrynus (4n), Ceratophrys
(8n), Pleurodema (4n), Eleutherodactylus (8n) e Neobatrachus (4n). Exemplos de
poliploidizacdo sdo encontrados também em Bufonidae (Bufo, 4n), em Ranidae (Pyxicephalus,
4n, e Discoglossus, 4n), em Hylidae (Phyllomedusa, 4n) e em Pipidae (Xenopus, 4n), segundo
revisdo apresentada por TYMOWSKA (1991). A autopoliploidizacdo, segundo TYMOWSKA
(1991), € o mecanismo mais comum de poliploidizagdo em Anura, embora em Xenopus e
Pleurodema sejam observados exemplos de alopoliploidizacdo, que envolve o fendmeno de
hibridac&o além dos eventos de ndo-disjuncéo cromossémica. A poliploidizacio é considerada
um importante mecanismo de especiagdo em Anura, como proposto por BOGART &
WASSERMAN (1972), que discutem a existéncia de duas espécies de Hyla (H. chrysosceles e
H. versicolor) morfologicamente idénticas que apresentam, respectivamente, cariétipo dipldide
e polipldide.



2.1. Evolugdo cariotipica e estratégia de vida

Ao contrario do observado em nivel morfolégico, os estudos citogenéticos tém
mostrado grande variabilidade em Anura. Em zlguns grupos, a variabilidade de cariétipos
encontrados €& grande, enquanto outros sdo compostos por espécies cariotipicamente
similares. Segundo BOGART (1991), a taxa evolutiva cariotipica é lenta em anuros de regides
temperadas, que vivem em grandes agregados panmiticos, e rapida em anuros tropicais, gue
apresentarm populagbes estruturadas em demes. Espécies com tais estruturas populacionais
sdo caracterizadas pela producdo de ovos grandes, prole pequena, investimento parental,
desenvolvimento terrestre e/ou direto. A estrutura populacional em demes favorece a
ocorréncia de deriva genética, processo evolutivo que propicia a fixagdo de mutagbes
cromossémicas, mesmo que desfavoraveis, como sugere o modelo tedrico de evolugio
cromossémica proposto por LANDE (1979), conhecido como modelo do deme.

A relag@o que BOGART (1991) traca entre a variabilidade cromossdmica e deme, de
certa forma, da sustentacéo a teoria de MAYR (1969) de que mecanismos de isolamento
cromossoémico devem ocorrer especiaimente em animais que tendem a formar populagdes
pequenas. Segundo Mayr, mecanismos de isolamento dessa natureza podem exercer
importante papel no processo de especiac&o e a regifo ideal para esse tipo de especiagio é a
periferia da distribuicdo de uma espécie, onde as populagdes dessa espécie geralmente sdo
pequenas, isoladas e com alta frequéncia de endocruzamento.

O modelo de BOGART (1991) difere do modelo de canalizago proposto por BICKHAM
& BAKER (1979) para explicar a evolugdo cromossfmica.Segundo ¢ modelo de canalizagso,
sugerido com base em dados relativos a tartarugas e morcegos, um caridtipo sofre
modificagdes significativas quando uma linhagem invade uma nova zona adaptativa, onde
novoes rearranjos cromossémicos sdo vantajosos. KING (1985) criticou 0 modelo de BICKHAM
& BAKER (1979), discordando da premissa de que apenas alteracbes cromossdmicas ndo-
robertsonianas ocorrem durante rapida diversificacdo de uma populaco; e de que todas as
mutagdes cromossOmicas fixadas sdo benéficas. King considerou, ainda, que Bickham e
Baker nao levaram em conta todas as possiveis situagbes quando propuseram a fixacdo de
rearranjos adaptativos, ndo considerando, por exemplo, a possibilidade de existirem
alteracbes cromossdmicas neutras e a de polimorfismos balanceados serem mantidos ac
invés da fixacdo de um carater.



Os autores do modelo de canalizag&o consideraram os anuros um hom exemplo de um
grupo antigo em que um caridtipo foi canalizado, acreditando que a evolugdo em Anura
tivesse sido mais lenta do que em outros vertebrados. Ao contrario, segundo BOGART (1991),
os anuros podem ser 0 melhor grupo para demonstrar o modelo do deme, ao contrario do que
Bickham e Baker supunham. A teoria de BOGART (1991) foi comprovada por TESSIER et al.
(1991) em Leptodactylus hochstetteri (l.eptodactylidae), que apresenta grande variacio
cromossbmica e ocorre em pequenas populacdes, e é também aceita por ZEYL & GREEN
(1992), que propuseram que essa teoria seja estendida para a analise evolutiva de familias de
DNA satélite.

Com base nessas consideracbes, € possivel supor a importancia dos estudos
citogenéticos em Anura também no esclarecimento dos processos que resultam na
especiacdo, podendo fornecer exemplos em que os rearranjos cromossdmicos tenham sido
fundamentais para a especiacdo (como defende a teoria proposta por WHITE, 1978) ou em
que essas alteragbes tenham ocorrido independentemente ou subsequenfemente a
especiacdo (como sugerido por IMAL, 1983 e COYNE, 1984).

2.2. Os cromossomos sexuais

Segundo levantamento feito por KING et al. (1990), apenas 833 espécies de Anura
foram estudadas citogeneticamente dentre as 3521 espécies existentes nessa ordem. As
revisbes feitas por SCHMID et al. (1991) e NISHIOKA et al. (1993) e os estudos
desenvolvidos por MIURA (1994a,b) e SCHMID et al. {1992), com Rana japonica (Ranidae) e
Efeutherodactylus maussi (Leptodactylidae), respectivamente, permitem notar que apenas 19
anuros das cerca de 833 espécies ja analisadas cromossomicamente apresentam
cromossomos sexuais heteromorficos, ficando evidente a raridade desses cromossomos em
Anura. No entanto, a andlise da progénie de cruzamentos realizados com animais cujo sexo
foi experimentalmente trocado, do padrdo de heranca e expressdo de isozimas sexo-
especificas e estudos imunocitoquimicos com anticorpo anti H-Y podem detectar a existéncia
de mecanismos XX/XY e ZZ/ZW em espécies que ndo apresentam heteromorfismo sexual
cromossOmica. Alguns exemplos disso podem ser vistos em SCHMID et al. (1991). Essas
observacdes somadas as de que, na maioria dos casos em que existe heteromorfismo sexual
cromossomico, esse &€ muito pequeno, sugerem a possibilidade de que os cromossomos



sexuais em Anura estejam em estagio primitivo de diferenciagdo morfoldgica, hipdtese ja
mencionada por SCHMID et al. (1991). Mé&todos de estudo citogenético mais avangados, que
permitem a melhor caracterizacao de diferentes regides dos cromossomos foram necessarios
para a deteccao de heteromorfismo sexual em varios casos.

Dentre as espécies que apresentaram cromossomos sexuais, foram observados os
mecanismos XX’IXY®, ZZ°/ZW°, XXAA’ X XA, 00%WO° de determinacdo do sexo, além de
um caso de determinagdo do tipo XX*/XY° em que foram observados dois morfos de Y em
uma mesma populago, sendo um deles ainda homoméarfico ao X (ver revisées de SCHMID et
al., 1991 e NISHIOKA et al, 1993, para referéncias, e os estudos de MIURA ,1994ab, e
SCHMID et al. ,1992). Diferentes mecanismos de determinacio sexual coexistem tanto em
familias mais primitivas como em familias mais derivadas, o que permite sugerir que o tipo de
determinagdo sexual foi estabelecido apGs a divergéncia evolutiva de varios ancestrais dos
géneros recentes (SCHMID et al., 1991). A observacéo de MAHONY (1991) de que dentre dez
espécies do género Crinia (Myobatrachidae) apenas uma apresenta cromossomos sexuais
heteromorficos mostra que a diferenciacéo cromossémica sexual € um evento recente, que
ocorre, nesse caso, em nivel de espécie. A analise de NISHIOKA et al. (1993), que sugere
que duas populagbes de Rana rugosa (Ranidae) apresentam mecanismos diferentes de
determinacdo sexual (XX/XY e ZZ/ZW), pode sugerir que, nesse grupo, o estabelecimento de
mecanismo de determinacdo sexual também ocorre em nivel de populacdes consideradas da
mesma espécie. Essa proposta da existéncia de varias origens para 0s cromossomos sexuais
de diferentes anfibios esta de acordo com as observacdes feitas em estudos enzimaticos de
varias espécies de Rana, por exemplo. Esses estudos também concluem que ndo ha um
grupo de genes ligados ac sexo que seja conservado e ancestral comum dos “linkages”
observados atualmente nesses andrios (ver SCHMID et al., 1991).

Segundo JOHN (1988), é uma convencdo assumir que 0S Cromossomos sexuais
heteromorficos foram originados a partir de cromossomos homomérficos, o que é corroborado
por varias observacdes feitas inclusive em Amphibia, que representa um importante grupo
para estudos evolutivos, uma vez que apresenta cromossomos sexuais com diferentes graus
de diferenciagdo e, portanto, diversos exemplos de possiveis processos de evolucao
cromossomica. A evolugdo dos cromossomos sexuais deve envolver uma série de passos
(CHNO, 1967) que possibilitam o acimulo de diferencas entre os homélogos do par em
relacao aos genes envolvidos na determinacgdo sexual. Segundo DARLINGHTON (1958),



existe uma tendéncia de os cromossomos sexuais W e Y tomarem-se heterocromaticos,
perderem fungao génica e, entdo, terem seus tamanhos reduzidos.

Varios estudos tém sido feitos em diferentes grupos no intuito de se determinar o
passo inicial desse processo evolutivo, que deve ocasionar a redugédo de crossing-over entre
cromossomos homomorficos ancestrais, evento essencial para o inicio da diferenciacéo
cromossémica (OHNO, 1967). Estudos sobre heterocromatina constitutiva e um DNA satélite
associado aos cromossomos W de cobras, incluindo experimentos de hibridacéo em filiro e “in
situ”®, indicaram que o primeiro passo para a diferenciacdo do cromossomo W em Ophidia foi o
desenvolvimento de sequéncias especificas de DNA repetitivo, ou seja, a
heterocromatinizacdo desse cromossomo (SINGH et al., 1976; JONES & SINGH, 1981;
JONES, 1983, 1984). SINGH et al. (1976) propuseram, ainda, que o DNA satélite associado a
um dos cromossomos do primitivo par homomérfico acarretou uma assincronia no padrao de
replicacdo do DNA dos dois homélogos, implicando uma reducdo na frequéncia de
recombinag@o entre esses. BULL (1983), analisando varias espécies de diferentes grupos
animais, concluiu que, em muitas delas, os cromossomos W ou Y apresentam
proporcionalmente mais heterocromatina do que os cromossomos Z ou W, 0 gue esta de
acordo com a proposta de Singh, Jones e seus colaboradores. Dentre as dezenove espécies
de Anura que apresentam cromossomos sexuais diferenciados, apenas os cromossomos de
Pyxicephalus adspersus (Ranidae) (SCHMID, 1980a) e Gastrotheca riobambae (Hylidae) se
adequam a hipdtese de ter sido a heterocromatinizagiic do Z e do Y, respectivamente, o
passo inicial da diferenciagdo sexual cromossdmica. KING (1991), analisando os dados de
GREEN (1988b) sobre Leiopelma hochstetteri (Leiopelmatidae), sugere que as variagdes na
quantidade de heterocromatina dos diferentes W encontrados constituem um exemplo
inequivoco de transformagéo da eucromatina, embora Green nao interprete dessa maneira, se
referindo apenas a uma variagcéo geografica.

No caso de Eupsophus roseus e Eupsophus migueli (Leptodactylidae), cujos
cromossomos Y nao apresentam heterocromatina banda C-positiva, a heterocromatinizacéo
diferencial poderia ser sugerida como fendmeno inicial da diferenciac&o dos cromossomos X e
Y, se o cromossomo X for considerado o derivado de um cromossomo ancestral que nao
apresentasse nenhuma regi&o banda C-positiva (ITURRA & VELOSO, 1989). Nesse caso, a
heterocromatinizacao teria originado o cromossomo X. No entanto, nenhuma comprovacéao a
essa hipdtese foi encontrada, tornando-a pouco provavel. Em 1981, SCHEMPP & SCHMID
observaram que o cromossomo Y apresenta uma banda de replicacéo tardia ndo observada



no Cromossomo X e gque esses Cromossormaos sexuais ndo diferem no padrdo de banda C, ao
contrario do que era esperado segundo a teoria de SINGH et al, (1976). No entanto, Schempp
e Schmid argumentaram que € possivel que uma regido de replicagdo tardia seja
heterocromatica mesmo que néo seja banda C-positiva, uma vez que a heterocromatina
constitutiva consiste de material muito heterogéneo. Sugeriram, também, que a regido de
replicacao tardia encontrada no cromossomo Y de Rana esculenta pode conter sequéncias de
DNA satélite sexo-especificas do tipo das mencionadas por SINGH et al. (1976), que
aparecem conservadas em regides de replicagdo tardia da maioria dos eucariotos, incluindo
insetos, aves e mamiferos (SINGH et al., 1979). Essa discusséo de SCHEMPP & SCHMID
(1981) mostra que os autores ndo consideraram que cromossomos sexuais heteromérficos em
relacédo ao padrdo de bandas de replicagio e homomérficos em relagdo ao padrdo de banda
C s&@o necessariamente originados a partir de mecanismos evolutivos diferentes daqueles que
levam & existéncia de cromossomos sexuais que apresentam heteromorfismo tanto de bandas
de replicagdo como de bandas C. Seguindo essa linha de raciocinio, SCHMID et al. (1988)
sugerem a possibilidade da existéncia dessas sequéncias de DNA repetitivo sexo-especificas
nos cromossomos Y de Gastrotheca walkeri e G. ovifera, apesar desses apresentarem menor
quantidade de heterocromatina banda C-positiva do que os cromossomos X. Esse mesmo tipo
de explicacio talvez possa se aplicar a Eupsophus roseus e E. migueli.

Ao contraric dos casos citados anteriormente, nos anuros Leiopelma hamiltoni
(GREEN, 1988a), Crinia bilingua (MAHONY, 1991) e Gastrotheca pseutes (SCHMID et al.,
1890) provaveimente o que se observa @ a adicdo de heterocromatina constitutiva banda C-
positiva no cromossomo W, nos dois primeiros casos, e no cromossomo Y, no tltimo. Esses
casos tambem n&o se encaixam na teoria da heterocromatinizacéo diferencial como a primeira
etapa da diferenciacdo cromossémica sexual, o que fez GREEN (1988a) e GREEN &
SHARBEL (1988) sugerirem que a perda de fungdo génica (que resulta do processo de
heterocromatinizacao diferencial) e a diferenciacdo cromossdmica sdo independentes. A
analise da meiose de machos de Gastrotheca pseutes, que apresentam um cromossomo Y®,
portador de um segmento banda C-positivo adicional na regido telomérica do brago longo,
mostrou ndo haver crossing-over entre os bragos longos dos cromossomos X e Y° (SCHMID
et al., 1990). Ainda nesse trabatho, Schmid e colaboradores sugerem que a heterocromatina
adicional do Y® nao tenha sido originada de amplificacdo simples de uma sequéncia ja
existente e ainda presente em X, pois nenhuma banda heterocromatica dos autossomos
interferiu na formacdo de quiasmas. Provavelmente essa heterocromatina consiste na
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incorporagdo de uma sequéncia de DNA nova, nfo existente em X. Essas observacgbes
levaram SCHMID et al. (1990) a suspeitarem de que a heterocromatina telomérica do Y®
exerce efeito inibitério na sinapse efou crossing-over no brago longo do bivalente XY®. Isso
sugere a capacidade de um bloco de heterocromatina adicional de um dos cromossomos de
um par de homologos iniciar a diferenciagdo nesse par, embora SCHMID et al. (1990) nao
descarte a possibilidade de que diferencas estruturais ndo detectaveis pelos métodos
citolégicos convencionais estejam auxiliando essa diferenciagio. Um heteromorfismo entre os
cromossomos do par sexual pode também ter exercido importante pape! na reducio da
recombinacao entre eles em Buergeria buergeria (Rhacophoridae), uma vez que nessa
espécie o cromossomo W parece ter perdido a regido heterocromatica e o rDNA existente em
Z (SCHMID et al., 1993a).

Apesar da grande aceitagdo da importdncia da heterocromatina nos processos de
diferenciagao sexual, seja envolvendo a transformagéo de eucromatina, a adicdo ou a perda
de segmentos heterocromaticos, teoricamente existem outros dois mecanismos que, segundo
JOHN (1988), podem levar a reducdo de recombinagio entre cromossomos homomérficos
ancestrais dos cromossomos sexuais: a localizagdo de quiasma determinada genotipicamente
e rearranjos estruturais, especialmente inversao pericéntrica. Em Anura, esses mecanismos
ainda nao foram sugeridos como eventos iniciais na evolucdo de cromossomos sexuais.
Apenas no caso de Eupsophus migueli foi detectada uma inversdo no cromossomo X, embora
esse evento parega ser posterior a perda de uma regido banda C-positiva (ITURRA &
VELOSO, 1989).

Em relagdo a ancestralidade dos diferentes mecanismos de determinacdo sexual
encontrados em Anura, GREEN (1988a), com base na observacdo de que as fémeas de
Leiopelma hamiltoni s&o heterogaméticas e sabendo que essa espécie & uma das mais
primitivas de Anura, propds que o sisterna de determinacio sexual ZZ/ZW seja o estado
primitive nesse grupo. Propds também que o sistema XX/XY encontrado em diferentes
familias teve diferentes origens e lembrou a possibilidade da existéncia de um mecanismo
evolutivo de converséo do sistema XX/XY de determinaco do sexo para o sistema ZZ/ZW,
discutido por BULL (1983). Esse mecanismo envolveria o surgimento, em um outro
cromossomo, de um locus regulatério da expressédo de genes primarios de determinagéo do
sexo e pressuple a existéncia de uma fase em que oS novos cromossomos sexuais devem
ser pouco diferenciados entre si, como observado na maioria dos anuros (GREEN, 1988a).
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Em nenhum anfibio que apresenta cromossomos sexuais heteromoérficos estudado até
entao foi observada qualquer indicacdo da ocorréncia de mecanismos de compensacao de
dose no sexo homogameético. Desde as espécies com Cromossomos sSexuais pouco
diferenciados entre si, que apresentam pareamento praticamente completo na meiose, como,
por exemplo, Centroleneffa antisthenesi (Centrolendae) (SCHMID et al, 1989) até aquelas
cujos cromossomos sexuais sio bastante diferenciados, como Gasirotheca riobambae
(SCHMID et al., 1986), por exemplo, ndo foi observada a existéncia de corpusculos de
cromatina sexual em nucleos interfasicos, nem diferengas no padréo de replicagdo entre os
cromossomos sexuais encontrados no sexo homogamético. Segundo SCHMID et al. (1991),
provavelimente em Amphibia, assim como nas fémeas das aves, a compensacio de dose dos
genes ligados ao sexo nao & acompanhada pela inativacdo casual de um dos cromossomos
sexuais no sexo homogamético.

3. As regides organizadoras de nucléolos {NORs} e a heterocromatina constitutiva como

caracteres citogenéticos

3.1. As NORs

As regides organizadoras de nucléolos sd@o sitios cromossdmicos formados por
numerosas copias de genes que codificam rRNA 188, 5.8S e 28S, arranjadas "in tandem" e
separadas por sequéncias espacadoras (LONG & DAWID, 1980; MILLER, 1981). Além dessas
sequéncias, cada unidade repetitiva dos “clusters” de rDNA apresenta um espagador transcrito
externo, localizado a & do rDNA que codifica 0 rRNA 18S e dois espacadores internos,
posicionados entre os rDNAs que codificam rRNA 18S e 5.8S5 e entre esse e o que transcreve
rRNA 28S. Esses espacadores sao removidos do transcrito primario (que € um RNA 40S no
caso dos anfibios) durante o processo de maturacdo desse tipo de RNA. O tamanho da regido
transcrita varia entre diferentes especies, principaimente devido a variagdes no tamanho dos
espacadores (LONG & DAWID, 1980).

Os espacadores intergénicos também variam consideravelmente em tamanho entre
diferentes organismos e também no mesmo individuo (MILLER, 1981). Esses espacadores, ao
contrario do que LONG & DAVID (1980) e MILLER (1981) acreditavam, podem transcrever,
embora o transcrito formado seja rapidamente desorganizado. Nessas regides podem existir
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“‘enhancers”, que provavelmente por atrairem os fatores de transcricdo envolvidos na sintese
de rRNA, otimizam a transcricdo dos genes de rDNA. Dessa forma, a antiga nomenciatura
espacgadores nao-transcritos (NTS) é incorreta, devendo-se adotar espagadores intergénicos
{IGS). A grande variabilidade observada nessa regido de rDNA provavelmente ocorre gracas a
menor pressao seletiva sofrida em relagéo agueles segmentos codificadores de rRNA e
também em relacdo aos espacadores transcritos, embora nesses Ultimos a pressédo seletiva
deva ser bem menor do que nos rDNA codificadores dos rRNA (ver LEWIN, 1994, para
referéncias).

0O tamanho das diferentes NORs (mesmo que sejam homélogas) também podem variar
bastante entre diferentes individuos da mesma espécie, devido ac diferente nimero de copias
do gene ribossomal apresentado por cada NOR (SCHMID, 1982). KING et al. (1990) relataram
variacdo desse tipo entre diferentes células de um mesmo individuc em espécies de Liforia e
em Cyclorana novaehollandiae (Hylidae, Anura). No entanic, o nimero e a localizagdo das
NORs tendem a ser caracteristicos de cada populagdo ou espécie (por exemplo, SCHMID,
1878a,b), embora variagbes dessas naturezas ja tenham sido relatados em quatro espécies
de Anura, Hyla chrysocelis e Hyla versicolor (Hylidae), por WILLEY et al. (1989), Bufo
terrestris (Bufonidae), por FOOTE et al. (1891) e Agalychnis callidryas (Hylidae), por SCHMID
et al. (1995). Variacao da localizagdo de NORs também ja foi encontrada em Litoria raniformis,
por KING et al. (1990), que observaramm NORs em dois pares cromossémicos, embora
variacao interindividual de numero de NORs ndo tenha sido detectadsa, talvez em virtude do
pequeno nimero da amostra analisada, que se restringiu a dois espécimes.

As NORs séo ricas em GC, principalmente nas regites que codificam os RNAs 1885,
5.85 e 28S (SUMNER, 1990) e geralmente sfo regides de constricdes secundarias, como
observado por HENDERSON et al. (1972) e HSU et al. (1975). No entanto, algumas
evidéncias mostram que nem todas as NORs aparecem como constrigdes secundarias e que
em alguns casos elas contém heterocromatina (GOESSENS, 1984). Algumas observacbes
sugerem, ainda, a localizagdo adjacente de determinado tipo de heterocromatina em relagdo a
algumas NORs. Em anfibios, particularmente em anuros, as NORs tendem a coincidir com
bandas C-positivas e podem ou ndo ter blocos grandes banda C-positivos associados a elas
(KING, 1980, 1988; KING et al., 1990). As regides espacadoras entre os cistrons 185+28S
sd0 provavelmente compostas parcialimente ou inteiramente de sequéncias repetitivas de
DNA, o que justifica a evidenciacAo dessa regifc pela técnica de bandamento C.
Provavelmente essa heterocromatina existente nas NORs impede a formacéo de quiasmas
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nessas regides, acarretando a flexibilidade evolutiva observada em relacdo as NORs de
anfibios, uma vez que o crossing-over & um mecanismo de homogeneizacdo das familias
multigénicas (ver LI & GRAUR, 1991). Por outro lado, De LUCCHINI et al. (1988), em estudo
com um urodelo do género Triturus, propuseram que a ocorréncia de sequéncias repetitivas
nos IGS do rDNA desses anfibios provoque um aumento na frequéncia de recombinacdo efou
amplificacdo dessas regibes, acarretando a grande variabilidade de nimero e tamanho
apresentada por “sitios adicionais” de rDNA. Essa proposta estd de acordo com as
ohservagdes de que o pareamento de alguns blocos heterocromaticos s&o essenciais para o
pareamento de cromossomos, feita por exemplo por HAWLEY et al. (1993), em Drosophifa
(ver também revisdes de JOHN, 1988 e IRICK, 1994).

Nem todas as NORs de uma célula transcrevem na intérfase, mas as ativas originam
nucléolos. Tais estruturas sdo constituidas por proteinas relacionadas ao processo de
transcricdo e proteinas ribossomais (que representam cerca de 85% dessa estrutura), além de
DNA e RNA ribossomais (que podem representar até 17 e 10% do nucléolo, respectivamente).
Nos nucléolos ocorre ndo s6 a sintese do transcrito primario, mas também o seu
processamento para a produgao do rRNA 18S, 5.8S e 288 e a associagdo desses rRNA com
proteinas ribossomais e rRNA 58, sintetizado fora do nucléolo e entdo transportado para esse,
resultando na formagédo das subunidades ribossomais 408 e 60S8. Os trés passos da
biogénese ribossomal que ocorrem no nucléolo possibiitam a distingdo de trés dominios
nucleolares: os centros fibrilares (FCs), o componente fibrilar denso (DFC) e o componente
granular (GC), nomenclatura seguida apods os estudos de BUSCH & SMETANA (1970) e
JORDAN (1978). Os dois primeiros dominios correspondem a etapas de transcricdo e o
terceiro 4 maturagdo e ao armazenamento das subunidades ribossomais. Essas
caracteristicas estruturais dos nucléolos podem mostrar-se muito variaveis em diferentes tipos
celulares e dependem largamente do estado funcional da célula em analise, sendo, as vezes,
indistinguiveis. O tipo, o tamanho e 0 namero de nucléolos existentes na célula também
variam conforme o tipo celular estudado, o estado fisiolégico da célula e o nimero de NORs
existentes na ceélula. Nucléolos em forma de anéis, por exemplo, sdo encontrados em células
com pequena sintese ribossomal, como linfécitos pequenos e mondcitos do sangue periférico.
Nucléolos grandes e compactos ou reticulados séo observados em células muito ativas em
relagao a biogénese ribossomal, como células com alta velocidade de duplicacdo e células
secretoras. Provaveimente, a diferenga entre os tipos compacto e reticulado representa pouca
diferenca na atividade nucleolar. As diferencas morfolégicas nucleolares que oferecem
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maiores informagdes sobre as caracteristicas relativas as NORs e as suas atividades sdo
tamanho e numero. Um aumento na sintese de ribossomos, resultante da ativacio de mais
NORs, acarreta uma fusdo entre elas e, consequentemente, entre os nucléolos. Quando a
céluia entra em divisdo, ocorre a dispersdo do nucléolo, originando varios pequenos nucléolos
(revisdo de SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993). Esses autores concluiram também que
geralmente células que se dividem raramente ou néo se dividem tém um ou poucos nucléolos.

Embora vérios estudos ja tenham mostrado que algumas NORs podem permanecer
inativas (ver revisdo de SCHWARZAKER & WACHTLER, 1993, para referéncias), os
mecanismos de interag@o entre as diferentes NORs e aqueles de interagdo entre as NORs e
outras regides do genoma, que interferem na regulacéo da atividade dos cistrons de rDNA s3o
pouco conhecidos. Estudos realizados em espécies de gafanhoto evidenciaram que regides
de heterocromatina supernumeraria podem acarretar a inativacio de genes supressores de
genes ribossomais (CABRERO et al., 1986; LOPEZ-LEON et al., 1995), relacionando
polimorfismo de bandas heterocromaticas com variacdo no padrido de NOR apresentado.
SALCEDO et al. (1988), também em estudos com gafanhotos, relacionaram a ocorréncia de
cromossomos B com o aumento da dependéncia entre NORS, acarretando o aumento da
atividade de algumas NORs e diminuigdo de outras. O estagio do desenvolvimento fisiolégico
também ja foi relacionado com a regulagdo da atividade de NORs em ervithas
(WATERHOUSE et al., 1986; WATSON et al., 1987) e em gafanhoto (LOPEZ & LEON et al,,
1995). Varios trabalhos tém mostrado, ainda, a interagdo entre NORs em hibridos
interespecificos, evidenciando um fendmeno de competicio entre as NORs provenientes de
diferentes espécies, conhecido por anfiplastia, que resulta na dominancia de algumas NORs,
determinada em func&o da combinagdo de NORs encontrada (BICUDQO, 1981). Em nivel inter-
e intrapopulacional, o fenémeno de competicdo e domindncia entre NORs também ja foi
observado (FLAVELL & ODELL, 1988; SANTOS et al., 1990). Os estudos de Santos e
colaboradores, realizados em uma populagéo de trigo, mostraram que as NORs ativas
dominantes s&o mais metiladas do que as demais e que, na auséncia das NORs dominantes,
as outras NORs tém sua atividade aumentada.

Conhecendo-se essas caracteristicas das NORs e dos nucléolos, a analise cuidadosa
do numero, da localizagdo cromossémica e das caracteristicas moleculares das NORs em
diferentes individuos pode permitir a identificacéo de homologias entre diferentes populagbes
e espécies, possibilitando, em alguns casos, o reconhecimento de alguns rearranjos
cromossomicos que possivelmente diferenciaram cariotipicamente diversos grupos. Além
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disso, a analise das NORs e dos nucléolos permite ¢ estudo da atividade da célula durante o
seu desenvolvimento, como no caso da gametogénese. Esse tipo de analise também pode
auxiliar os estudos filogenéticos,

A analise molecular dos "clusters™ de rDNA das NORs ¢ feita através da investigacdo
de polimorfismos de tamanho de fragmentos de restrigdo (RFLP). A deteccdo das NORs para
a analise do numero e da localizagdo cromossémica dessas regides pode ser feita através de
hibridizagao "in situ" ou através de técnicas citoquimicas, como coloragdo com mitramicina ou
cromomicina, bandamento N e impregnaco pelo ion prata. Dentre esses métodos, a
hibridizag&o "in situ" é o mais especifico e evidencia todas as NORs, inclusive as inativas. A
mitramicina e a cromomicina coram regides gendmicas ricas em GC, podendo evidenciar,
portanto, nao apenas as NORs, mas também muitos outros segmentos ricos em GC, como
certas regides heterocromaticas. Essa técnica foi descrita para evidenciacgo de NOR por
SCHWEIZER (1976) e j4 foi utlizada em anuros (SCHMID, 1980b). O bandamento N
(proposto por MATSUI & SASAKI, 1973) envolve a extracdo de 4cidos nucleicos e histonas
dos cromossomos, seguida pela coloragio com Giemsa e evidencia NORs. Embora FAUST &
VOGEL (1974) tenham sugerido que esse bandamento evidencie heterocromatinas
especificas adjacentes as NORs e n3o o rDNA dessas regides, a técnica proposta em 1973
apds algumas modificagdes mostrou-se capaz de detectar NORs em muitas espécies, como
mencionado por SUMNER (1990). A impregnac&o pelo ion prata é o método mais usado para
a identificacdo de NORs, embora detecte apenas as NORs que estiveram ativas na intérfase.
Essa técnica foi proposta iniciaimente por HOWELL et al. (1975) e sofreu varias modificacbes,
sendo o procedimento sugerido por HOWELL & BLACK (1980) o mais seguido para a
evidenciac&o de NORs e nucléolos.

O metodo de impregnagdo por prata (método Ag-NOR) baseia-se na afinidade de
proteinas acidas associadas as NORs ativas na intérfase pelo ion prata. Essas proteinas
argirofilas, também conhecidas por proteinas Ag-NOR, permanecem associadas as NORs
mesmo durante a mitose e até o paquiteno da meiose. Varios estudos estdo sendo feitos na
tentativa de descrever quais s&o as proteinas Ag-NOR e algumas delas ja foram identificadas,
como RNA polimerase | (SCHEER & ROSE, 1984), nucleolina (OCHS et al., 1983), DNA
topoisomerase | (GULDNER et al., 1986), p135 (PFEIFLE et al., 1986) e UBF (CHAN et al.,
1991; HERNANDEZ-VERDUN et al., 1993). TRERE et al. (1989), analisando o aumento da
area nucleolar em células tumorais, sugerem que proteinas envolvidas no preparo dos genes
ribossomais para duplicagdo também sejam argiréfilas. O dominio proteico responsavel pela
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impregnagéo da prata também esta sendo investigado. Alguns pesquisadores acreditam que a
afinidade da prata se da pelo grupo fosfato (SATOH & BUSCH, 1981; HUBBELL, 1985).
Qutros acreditam que os responsaveis sejam grupos carboxilas (OLERT et al., 1979; BUYS &
OSINGA, 1984). Uma outra possibilidade € que o grupo argiréfilo seja o sulfidril {De CAPOA et
al., 1982), embora os resultados de OLERT et al. (1979), BUYS & OSINGA (1984) e
HUBBELL (1985) n&o suportem essa hipotese. HERNANDEZ-VERDUN et al. (1993) propdem
que a afinidade pela prata seja promovida pelo dominio acido amino-terminal das proteinas
Ag-NOR e que seja independente de fosforilacdo. No entanto, varios estudos ainda devem ser
feitos para elucidar essa questao.

Embora seja um meétodo largamente utilizado, a impregnac¢ao pela prata metalica ndo é
especifico para NORs, pois outras estruturas como heterocromatina, cinetocoro e "cores"
cromossomicos também podem ser marcadas. No entanto, essas estruturas quando marcadas
sao facilmente distinguiveis das NORs pelas suas formas e coloragdes, pois geralmente as
NORs aparecem mais escuras e s@o puntiformes (SUMNER, 1990).

O emprego do método Ag-NOR possibilitou observar que a maioria dos anuros, tanto
de familias primitivas como de derivadas, apresenta um par de NORs por genoma diploide
(ver KING et al., 1990, para referéncias), o que levou KING et al. (1990) a sugerir que essa
seja uma condi¢8o primitiva em Anura. Segundo SCHMID (1982), estudos em Anura sugerem
tambem que heteromorfismos de tamanho de NORs sejam bastante comuns nesse grupo e
que NORs duplicadas ou triplicadas ndo ocorram em homozigose em populagbes selvagens,
estando sempre associadas a NORs de tamanho “normal’. A hipdtese levantada por SCHMID
(1982) para explicar a ndo-ocorréncia de homozigose de NORs com amplificagbes desse tipo
& a de que a homozigose de sequéncias duplicadas juntamente com as NORs tenha efeito
deleterio, visto que 0 excesso de rDNA parece n&o ser prejudicial ao organismo.

3.2. Heterocromatina constitutiva

O termo heterocromatina foi atribuido a segmentos cromossémicos que permanecem
no estado condensado durante toda a intérfase por HEITZ (1928), com base em observacdes
morfoidgicas. Estudos autorradiograficos mostraram que a cromatina encontrada no estado
condensado € transcricionalmente inativa (RIS & KORENBERG, 1979). Dependendo do tipo
de condensacgdo envolvido, é possivel distinguir irés classes de cromatina condensada no
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nucleo interfasico: eucromatina condensada; heterocromatina facultativa; e heterocromatina
constitutiva. No caso da condensac@o da eucromatina, a inativaglo é reversivel e ocorre em
determinada geracdo celular. A heterocromatina facuitativa € uma forma de eucromatina que
sofreu inativagdo e condensac@o no inicio do desenvolvimento do organismo e permanece
nesse estado por muitas geragbes celulares em todos os tecidos somaticos. A
heterocromatina constitutiva & aquela localizada em posigdes idénticas de cromossomos
homologos, em todas as células, como uma entidade permanente. Foram segmentos de
heterocromatina constitutiva que HEITZ (1928) descreveu e denominou de heterocromatina.
Em nivel de microscopio Optico, essas classes podem ser diferenciadas, no entanto, tais
cromatinas apresentam a mesma densidade ao microscopio eletrénico {ver revisdo de JOHN,
1988).

A heterocromatina constitutiva de diversos organismos ja estudados é composta
predominantemente por sequéncias de DINA curtas, altamente repetitivas e néo codificadoras,
como confirmam as revisdes de JOHN (1988) e SUMNER (1994). A inexisténcia de genes na
heterocromatina constitutiva e a observac&o de que essa cromatina pode ser deliberadamente
eliminada ou nao amplificada enquanto o restante do DNA sofre politenizacdo em células
somaticas levou alguns pesquisadores a considerarem a heterocromatina um “lixo” do nicleo.
No entanto, como lembra SUMNER (1994), a auséncia de genes ndo exclui a possibilidade
dessa cromatina exercer outras fungbes. PARDUE & HENNING (1990) discutem que a
heterocromatina nao deve ser um "lixo” e sim exercer funcées ainda ndo definidas, fazendo
uma analogia de heterocromatina com “artigo de colecionadores® (collections item), cuja
importancia € reconhecida apenas por quem entende. Esses autores mencionam, ainda,
alguns fenémenos relacionados a heterocromatina, como variegagéao, associacio desse tipo
de cromatina com cromossomos Y de insetos, e outros.

Para KING (1991), a heterocromatina exerce importante papel na protecio de sitios
eucromaticos adjacentes de modificagbes estruturais acarretadas por recombinagio, uma vez
que reduz a formagéo de quiasma. Essa situagdo nem sempre é observada em relacdo a
biocos de heterocromatina ja fixados na populagio, mas invariavelmente detectada quando
segmentos de heterocromatina encontram-se em um estado polimorfico (ver KING, 1991, para
referéncias). JOHN (1988) afirma em sua revis&o que algumas categorias de heterocromatina
permitem recombinacdo enquanto outras n&o e HAWLEY et al. (1993) defendem a
capacidade de pareamento meibtico de sequéncias heterocrométicas homélogas encontradas
em cromossomos homdiogos ou néo e a falha na recombinagdo cromossomos homélogos
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heterozigotos para um determinado bloco heterocromatico. Os casos de heteromorfismo de
heterocromatina, em que a recombinacio & reduzida nessa regido, s&o de grande importancia
para o inicio de diferenciagio sexual cromossdémica, como mostrado no item 1.3. Varios outros
papéis ja foram propostos para essa cromatina, como a inativagdo de genes localizados
muito proximos (BAKER, 1968; SPOFFORD, 1976, REUTER & SPIERER, 1992) e o
envolvimento dessa cromatina em varios processos ja relatados, como a condensacgio
cromossdmica, o reconhecimento de centrdmeros e a importancia desse processo no
pareamento cromossdmico (ver revisbes de JOHN, 1988 e IRICK, 1994), o fenémeno de
afinidade entre os cromossomos de uma mesma espécie (WALKER, 1971; YUNIS &
YASMINEH, 1971). Segmentos heterocromaticos extras, ndo necessariamente adjacentes a
NORs ja foram relacionados com a regulacio da expressdo dessas regides. CABRERO et al.
(1986), em estudos com gafanhoto relacionaram a existéncia desses segmentos
heterocromaticos extras a um aumento na atividade de NORs secundarias, sugerindo que
esses blocos de heterocromatina possam inativar genes supressores dessas NORs,
encontrados adjacentes a essa heterocromatina. LOPEZ-LEON et al. (1995), também em
estudo com gafanhoto, evidenciaram a ocorréncia de varios tipos de dependéncia entre NORs
na presenga de heterocromatina supernurmeraria. A heterocromatina constitutiva associada a
NORs ja foi atribuido papel na formagao de um Unico nucléolo durante a intérfase (BICKHAM
& ROGERS, 1885). Ultimamente, a heterocromatina constitutiva também esta sendo
correlacionada a elementos genéticos méveis, o que a envolve em outros processos celulares,
bastante estudados atuaimente em insetos (DANILEVSKAYA et al., 1993; SHEVELYQV,
1993).

A heterocromatina constitutiva é geralmente detectada citogeneticamente através da
técnica de bandamento C. As heterocromatinas com outras caracteristicas sdo evidenciadas
por outros métodos, como bandamento N e impregnacdo por prata. A reacdo de Feuigen
tambem é utilizada para a evidenciacdo de regifes cromossdmicas com maior ou menor
condensacido (SUMNER, 1990).

O bandamento C foi descoberto por PARDUE & GALL (1970), que sugeriram que as
regides evidenciadas por esse método eram constituidas quase exclusivamente de DNA
altamente repetitivo, denominado de DNA satélite. Posteriormente, DNA altamente repetitivo
foi encontrado nas regides banda C-positivas em varias espécies. Embora essa correlacio
entre banda C-positiva e DNA altamente repetitivo frequentemente ocorra, ha casos em que
nao foi detectado esse tipo de DNA em regides evidenciadas pelo bandamento C (SUMNER,
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1990). BOSTOCK et al. (1972), CITOLER et al. (1972) e SPERLING & RAO (1974)
observaram que as bandas C séo replicadas tardiamente durante a fase S, 0 que é esperado
uma vez que a heterocromatina tem replicacdo tardia (SCHMID, 1967; LIMA-DE-FARIA &
JOWORSKA, 1968). SUMNER (1990), ac analisar a presenga de genes na heterocromatina,
sugere que esses sejam componentes de uma regido eucromatica pequena,
microscopicamente nao detectada, localizada dentro de uma regido heterocromatica.

O mecanismo bioquimico para explicar o bandamento C foi proposto por HOLMQUIST
(1979) e apresenta ., basicamente, trés etapas: um tratamento acido, que promove a remocéo
de purinas das moléculas de DNA; um tratamento alcalino, que provoca (-eliminacéo
envolvendo a ribose do nucleotideo que sofreu depurinacéo e desnatura irreversivelmente ¢
DNA; e um tratamento salino, que remove segmentos de DNA quebrados. Acredita-se que a
extracdo de DNA aftravés desse método ocorra mais lentamente nas regides de
heterocromatina constitutiva, embora nac se conhegca exatamente o motivo dessa
sensibilidade diferencial ao método.

Dos bandamentos conhecidos, o C € o principal nos estudos de Anura, uma vez que
os bandamentos G, R e Q apresentam resultado satisfatério apenas em vertebrados
superiores, como relatado por SUMNER (1990). A analise da localizagéo e do tamanho das
bandas C, assim como das marcagdes das NORs, permitem a identificacdo de cromossomos.
As bandas C podem ser pericentroméricas, intersticiais ou teloméricas. Em alguns
organismos, como algumas espécies de insetos, verificam-se bragos ou mesmo cromossomos
inteiros heterocromaticos. Cromossomos que ndo apresentam nenhuma regido banda C-
positiva s&o raros e provavelmente ndo ocorrem em cariétipos normais. Frequentemente o
padrao de bandas C varia entre diferentes espécies (SUMNER, 1990), podendo portanto ser
um importante carater sistematico, que permite, inclusive, a sugestio de rearranjos genéticos
ocorridos durante a evolugdo do grupo em estudo.

Varias espécies de Archaeobatrachia foram analisadas utilizando-se o bandamento C.
Essas analises permitram concluir que uma quantidade relativamente pequena de
heterocromatina consfitutiva é encontrada nesse grupo de anuros (KING, 1991). Por outro
lado, apenas cerca de 15% das espécies de Neobatrachia estudadas citogeneticamente foram
analisadas através da técnica de bandamento C. As anélises feitas nesse nivel mostram
grande diferenca no padrao de bandas apresentado por espécies de diferentes familias, como
Bufonidae, Hylidae, Leptodactylidae e Myobatrachidae (KING, 1991). Alguns leptodactilideos
apresentam regiées banda C-positivas n&o-centroméricas, como Pseudophryne occidentalis,
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Mixophyes fasciolatus, Caudiverbera caudiverbera, Telmatobius montanus, Lepfodactylus
ocellatus e Pleurodema brachyops, dentre outros. Espécies com heterocromatina néo-
centromerica também foram encontradas em outras familias de Anura, como Hylidae e
Ranidae, como citado por KING (1991).

A variagdo na quantidade de heterocromatina banda C-positiva observada em
Amphibia levou KING (1991) a propor o envolvimento de trés processos na evolugio da
heterocromatina constitutiva nesse grupo. a adicdo de heterocromatina a sitios
cromossomicos especificos; a transformacdo de regifes cromossdmicas eucromaticas em
regibes de heterocromatina constitutiva; e a evolugdo em conjunto de multiplos sitios
heterocromaticos. A adicdo de heterocromatina é resultante da amplificacdo de sequéncias de
DNA repetitivo e provavelmente esta correlacionada a mudangas no comprimento dos
cromossomos. Embora existam evidéncias que mostrem que a adigio de heterocromatina é
uma tendéncia em Amphibia, nada impede que delegbes de regides heterocromaticas tenham
ocorrido. O conceito de transformagdo das regides eucromaticas em heterocromaticas,
resultando na heterocromatiniza¢do do genoma de anfibios, foi apresentado originalmente por
KING (1980). Esse processo ndo promove grandes alteracdes no comprimento do
cromossomo e, embora esse mecanismo de transformacic da cromatina ainda ndo seja bem
compreendido, existem duas teorias tentando explica-lo. Segundo uma delas, a ampilificacéo
de sequéncias repetitivas especificas distribuidas de forma interespacada ao longo de uma
regiac eucromatica, acarretando uma modificagido no estado de condensacéo dessa regido,
que poderia, inciusive, ser detectada por fluorocromos e pelo bandamento C. A segunda
teoria sugere que essa alterago na condensacio cromossémica (heterocromatinizacéo) seja
resultado da incorporacdo de uma sequéncia de DNA repetitivo, originada a partir da
amplificagdo de um sitio especifico, a uma regido de DNA de sequéncia Gnica. Qualquer que
seja a origem causal da heterocromatinizacio, esse processo implica desativacido génica,
conforme se acredita desde WHITE (1973).

Segundo KING (1991), o aumento da heterocromatina constitutiva € uma tendéncia
evolutiva em Amphibia, embora ndo descarte a possibilidade de ocorréncia de diminuicdo
dessa cromatina em grupos isolados. Essa tendéncia evolutiva sugere algum pape! funcional
para esse DNA nao-codificador, contrariando a hiptese de que a heterocromatina constitutiva
seja um ‘lixo” sem fungdo. Denire as possiveis fungbes dessa heterocromatina ja
mencionadas anteriormente, a que se refere ao envolvimento da heterocromatina constitutiva
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na redugdo de recombinagdo entre cromossomos sexuais em diferenciacdo parece ter
comprovag&o em Amphibia (ver item 2.2, para referéncias).

O terceiro processo citado pelo autor refere-se a tendéncia de uma familia de
sequéncias de DNA repetitivo evoluir em harmonia, acarretando certa homogeneidade entre
os membros dessa familia, que é maior dentro de uma mesma espécie do que entre espécies
relacionadas (JOHN & MIKLOS, 1988). Segundo DOVER (1988), processos como crossing-
over desigual, transposicdo de DNA, conversdo génica, amplificagdo génica e “slippage” na
replicacao estéo envolvidos na homogeneizacio dessas sequéncias. Em Anura, a maioria das
regides heterocromaticas paracentroméricas & rica em GC, enguanto em Caudata é rica em
AT. Isso mostra uma distribuicdo nido-casual dessas regibes heterocromaticas nesses dois
grupos e uma dicotomia entre eles. No entanto, a heterocromatina associada a NORs tanto
em Anura com em Caudata € rica em GC, ndo mostrando dicotomia. A raz&o dessa diferenca
entre a heterocromatina paracentromérica e a associada a NORs ainda nfo é entendida
(KING, 1991), embora a proposta de KING et al. (1990), de que a existéncia de sequéncias
altamente repetitivas nas regides intergénicas dos rDNA de Anura estejam impedindo a
formacéao de quiasma nessas regides de NOR, possa estar envolvida nisso.

Essas caracteristicas da heterocromatina banda C-positiva mencionadas acima
evidenciam que o seu estudo pode fornecer importantes informacgdes evolutivas, sendo,
portanto, um importante carater citogenético a ser analisado.

4. As espécies Edalorhina perezi e Physalaemus petersi

Os géneros Edalorhina e Physalaemus pertencem & subfamilia Leptodactylinae
(Leptodactylidae, Neobatrachia). Atualmente o género Edalorhina é composto por duas
especies, £E. nasuta ¢ E. perezi, como proposto originalmente por DUNN (1949). E. perezi
Jiménez de la Espada, 1870, ocorre na Bacia Amazénica do Equador, Peru, Colémbia e Brasil
(DUELLMAN & MORALES, 1990} e sua localidade-tipo & Napo, no Equador (FROST, 1985).
DUNN (1949) sugere também que o género Edalorhina seja proximo de Pleurodema,
enguanto LYNCH (1971) propSe que FEdalorhina seja intermediarioc entre Lithodytes e
Physalaemus. BOGART (1976), com base no nlmero cromossémico de E. perezi e de
representantes de Physalaemus, Lithodytes e Pleurodema, sugere que Edalorhina seja
cariotipicamente mais proximo de algumas espécies do género Physalaemus. SCHLUTER
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(1990) e DUELLMAN & MORALES (1990) concluem que comparagdes entre o comportamento
reprociutivo de Edalorhina e o de diferentes espécies de Physalaemus suportam a proposta
de BOGART (1976) relativa & relagéo entre esses géneros. Embora HEYER (1975) tenha
agrupado Edalorhina e Pseudopaludicola, sugerindo proximidade filogenética, DUELLMAN &
MORALES (1990) concluem que essa relagdo ndo & apoiada por dados de natureza
comportamental.

O género Physalaemus apresenta 33 espécies (FROST, 1985) e & provavelmente
parafilético em relagdo a Pseudopaludicola (CANNATELLA & DUELLMAN, 1984). Segundo
alguns caracteres morfologicos, esse género & mais relacionado a Leptodactylus e
Pleurodema, enquanto outros indicam maior proximidade com Edalorhina, Lithodytes e
Parateimatobius (LYNCH, 1971).

Physalaemus petersi Jiménez de la Espada, 1872, é colocado junto com P
coloradorum, P. pustulatus e P. pustulosus no grupo pustulosus, considerado um grupo
monofilético (CANNATELLA & DUELLMAN, 1984). Segundo CANNATELLA & DUELLMAN
(1984), P. pustulosus e P. petersi s&o espécies-irmés, o mesmo ocorrendo com P. pustulatus
e P coloradorum. P. petfersi ocorre desde a Bacia Amazénica até os Andes na Bolivia, Peru,
Equador e Colombia. E encontrado também na foz do Amazonas e na Guiana Francesa
(FROST, 1985), sendo sua localidade-tipo uma regido oriental do Equador, provavelmente
Napo-Pastaza (FROST, 1985).

O estudo citogenético comparativo desses diferentes géneros de Leptodactilinae
fornecera novos dados que poderdo contribuir para o conhecimento das relagbes filogenéticas
propostas com base em dados de outra natureza. Apesar da importante colaboracgéo que esse
estudo pode oferecer, pouco foi feito nesse nivel com esses géneros. A maioria dos estudos
citogenéticos existentes relativos a esses grupos se restringem & descricio do nimero
cromossomico caracteristico das espécies, como é o caso do andlise feita por BOGART
(1973) em Edalorhina perezi. Dentro do grupo pustulosus de Physalaemus, a (nica espécie
com informagdes citogenéticas é P. pustulosus, e essas também se referem ao ndmero

cromossdmico, sem uma melhor caracterizacdo cariotipica (ver KURAMOTO, 1990, para
referéncias)
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5. Objetivos

Tendo em vista a proximidade evolutiva proposta para os géneros Edalorhina e
Physalaemus, este trabalho tem por objetivo um estudo comparativo dos caridtipos de
Physalaemus petersi e Edalorhina perezi encontrados na Amazoénia brasileira, com o intuito de
cooperar para a interpretacio de relacbes filogenéticas que envolvem esses dois géneros
neotropicais.
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H - MATERIAIS E METODOS

1. Os espécimes estudados

Foram utilizados neste estudo sete espécimes de Edalorhina perezi Jimenez de la
Espada, 1870 (Figura 1A), provenientes de uma regido proxima a foz do Tejo, area
pertencente & Reserva Exirativista do Alto Jurua (Estado do Acre). Dois desses espécimes
eram fémeas e foram coletados em 02 de marco de 1994 (ZUEC 95.90 e 95.91) e 0s cinco
demais eram machos, coletados em 25 de janeiro de 1996 (ZUEC 96.17-96.19, 96.22, 96.23).
Foram estudados, ainda, sessenta e um espécimes de Physalaemus peftersi Jiménez de la
Espada, 1872 (Figura 1B). Dentre esses, catorze machos foram provenientes do municipio de
Restauracdo, em Marechal Thaumaturgo, localizado na Reserva Extrativista do Alto Jurua
(REAJ), Estado do Acre, seis deles (ZUEC 95.84-95.89) coletados em 2 de margo de 1994 e
oito em 29 de janeiro de 1996 (ZUEC 96.43-96.45, 96.50-96.53 e G11). Qutros dezesseis
exemplares, duas fémeas (ZUEC 96.20 e 96.24) e catorze machos (ZUEC 96.21, 96.25,
96.26, 96.39-96.49) foram coletados nas proximidades da foz do Tejo, nessa mesma reserva,
em 27 de janeiro de 1996. Os demais trinta e guatro exemplares foram provenientes da
Reserva Florestal de Humaita (Estado do Acre), tendo sido sete machos (ZUEC 95.92-95.98)
coletados ermn 14 de dezembro de 1994, dezesseis machos (ZUEC 96.02-96.04, 96.07, 96.09,
96.11, 96.13, 96.14, 96.27-96.28, 96.30-96.33, 96.35-96.36) coletados em 17e18 de abril de
1995 e onze fémeas (ZUEC 96.05-96.06, 96.08, 96.10, 96.12, 96.15, 96.16, 96.29, 96.34,
96.37 e 96.38) também coletadas nessa data. Um mapa com a localizac@o aproximada das
reservas mencionadas e dos [ocais de coleta € apresentado na Figura 2.

Todos os espécimes foram identificados pelo Prof. Dr. Adac José Cardoso
(Departamenito de Zoologia, UNICAMP, SP) e, apés a retirada dos orgios utilizados para a
analise citogenética, foram etiquetados, fixados em formol a 10%, catalogados e depositados
em alcool 70°GL no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Campinas (ZUEC).
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2. Obtengido das Preparagdes Cromossomicas

As preparacdes cromossdmicas foram obtidas a partir de intestino e testiculo, conforme
os procedimentos descritos por BECAK & BECAK (1968), com algumas modificacdes. Os
orgaos mencionados foram removidos cerca de 5 dias apds a coleta dos animais. A colheita
desses orgaos foi feita ap6és os animais terem sido submetidos a um tratamento com
colchicina a 1% (0,02 mi por grama do animal, injetados subcutaneamente) que durou, no
minimo, 3 horas e visava maximizar o nimero de células em metafase. Logo apds a remog¢éo,
os intestinos foram abertos, utilizando-se uma tesoura cirlirgica, para a exposicdo do epitélio,
e colocados em recipiente contendo citrato de sédio a 0,9%, onde permaneceram por cerca
de 15-20 minutos. Em seguida, os intestinos foram transferidos para uma placa de Petri com
metanol-acido acético (3:1) e o epitélio desses 6rgaos foi raspado vigorosamente. O material
obtido foi desagregado, com 0 auxilio de pipeta Pasteur, e mantido no fixador por mais 5
minutos, aproximadamente.

Os testiculos removidos dos espécimes foram submersos imediatamente em agua
gelada. Apds aproximadamente 15-20 minutos, os testiculos foram fixados em metanol-acido
acético (3:1). Nessa solucdo, os testiculos foram recortados varias vezes com tesoura
cirtirgica.

Tanto os materiais obtidos de intestino como os de testiculo foram centrifugados a
1000 rpm por 6 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram
ressuspendidos em metanol-acido acético (3:1). Essa operacao foi repetida mais duas vezes.
As suspensOes celulares resultantes foram gotejadas em laminas limpas, que, em seguida,
foram colocadas em caixas de madeira e mantidas a 4°C,

3. Métodos Citoquimicos

Alguns dias apos a confeccdo das laminas, essas foram submetidas as técnicas de
coloragdo convencional com solugdo de Giemsa, de impregnacdo pelo ion prata ou de
bandamento C. Para a coloragéo convencional das prepara¢des cromossdmicas, as laminas
foram cobertas com solugao de Giemsa a 10% por 5 minutos.

O método de impregnacdo por prata utilizado foi o de HOWELL & BLACK (1980),
modificando apenas a temperatura de incubacéo das {dminas, que foi substituida por 60°C.
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A tecnica de bandamento C utilizada foi a proposta por SUMNER (1972), com
pequenas modifica¢des sugeridas por KING (1980). Inicialmente as laminas contendo material
foram incubadas em solucéo de HCI| 0,2N por 30 minutos a temperatura ambiente e, em
seguida, lavadas em agua destilada e secas também 3 temperatura ambiente. Foram, entdo,
tratadas com solugdo saturada de Ba(OH)-.8H20, na concentracdo de 5%, a 509C, por 2-5
minutos. Apds esse tratamento, as laminas foram lavadas cuidadosamente para que a
pelicula formada pelo Ba(OH)>.8H>,0 n&o entrasse em contato com o material e passadas
rapidamente em HCI 0,2N. Apds secas a temperatura ambiente, as [dminas foram incubadas
em 2xSSC & 659C por 1 hora. Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua destilada,
secas e coradas com solu¢do de Giemsa a 10% por 15 minutos.

As preparagdes cromossdmicas submetidas a qualquer desses métodos foram
diafanizadas em xilol por 10 minutos e, ent&o, cobertas com entelan e laminula.

4. Analise das Preparagées Cromossémicas

As preparagdes cromossdmicas submetidas aos diferentes métodos citoquimicos
foram analisadas ao microscopio optico e nicleos interfasicos e cromossomos meidticos e
mitéticos foram fotografados ao microscopio Zeiss M-35, em fime Agfa Copex. As
micrografias foram confeccionadas em papel Kodabrome print RC (F3) e os cromossomos
metafasicos ampliados foram medidos com régua para o caiculo do comprimento relativo, da
razdo de bracos e do indice centromérico de cada cromossomo dos caridtipos em estudo.
Foram calculados a média e o desvio padrdo entre as medidas referentes a cada caridtipo
encontrado. Esses dados foram utilizados para a classificaggo dos cromossomos em relacdo a
posicdo centromeérica, feita segundo LEVAN et al. (1964).
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il - RESULTADOS

1. Edalorhina perezi

1.1. Descricdo morfoldégica dos cromossomos mitodticos

O caridtipo encontrado nos sete individuos (cinco machos e duas fémeas) analisados
possui 2n=22, apresentando seis pares de cromossomos metacéntricos (pares 1, 5,6, 9,10 e
11), quatro de cromossomos submetacéntricos (pares 2, 4, 7 e 8) e um de cromossomos
subacrocéntricos (par 3) (Figuras 3 e 8;Tabela I). Na maioria das cinquenta e nove metafases
coradas com Giemsa observadas foi possivel identificar uma constricdo secundaria no brago
longo dos cromossomos do par 8 (Figuras 3 e 8).

1.2. Regides impregnadas por prata

O método Ag-NOR permitiu identificar a existéncia de apenas um par de NOR em
metafases obtidas de seis dos espécimes em analise. Essas NORs se localizam no brago
longo dos cromossomos do par 8 (Figuras 4A e 8) e parecem coincidir com as constricdes
secundarias observadas nas metafases coradas com Giemsa (Figura 3).

Nas preparactes submetidas ao método Ag-NOR foi possivel detectar, ainda, nucleos
interfasicos de células intestinais com um ou dois nucléolos (Figura 4B).

Nas preparagfes de testiculos foi possivel verificar atividade de NORs em
espermatogdnias, espermatocitos nas fases de leptdteno, zigdteno e paquiteno da primeira
divisdo meiotica e em espermatides arredondadas. Em células encontradas nas demais fases
da espermatogénese, as NORs ndo foram detectadas pelo método Ag-NOR (Figura 5).

1.3. O padrao de bandamento C

A técnica de bandamento C evidenciou as regifes centroméricas de tfodos os
cromossomos e trés segmentos intersticiais em metafases referentes a dois individuos
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analisados (ZUEC 96.19 e 96.23). As bandas centroméricas ndo sdo muito grandes e apenas
uma das bandas intersticiais, que se localiza no brago longo do par cromossémico 8,
apresenta-se fortemente corada, além daquelas centroméricas. Essa banda parece ser
adjacente & NOR, que é delimitada também pela heterocromatina centromérica. Outras
bandas ndo-centroméricas foram evidenciadas no brago curto dos cromossomos do par 1 e no
brago longo dos cromossomos 2. Essas bandas apresentam coloraggo menos intensa do que
os demais blocos heterocromaticos detectados (Figuras 6 e 8). Nenhuma variagdo foi
encontrada em relagio ac padrdo de distribuicdo de regides banda C-positivas apresentado
pelos dois individuos analisados através do método de bandamento C.

1.4. Os crornossomos meioticos

A observagdo de espermatdcitos dos individuos ZUEC 96.22 e 96.23 permitiu confirmar
o nimero diploide de 22 cromossomos encontrado nas andlises realizadas em células
intestinais. Foram observados espermatocitos | com onze bivalentes isolados (Figura 7A-B) e
com cadeias lineares de bivalentes, formadas por 3 pares de cromossomos grandes (Figura
7C-D).
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Tabela | - Discriminagao do comprimento relativo (CR), calculado em relagdo ao comprimento
total do genoma haploide, da razéo de bragos (RB), indice centromérico (IC) e classificacdo
(segundo LEVAN et al., 1964) de cada cromossomo do caridtipo de Edalorhina perezi, obtidos
a partir da medida dos cromossomos de 29 metafases, provenientes de 8 individuos.

lcromossomo 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11
CR 0,17 { 0,14 { 0,12 | 0,11 { 0,10 | 0,08 | 0,08 | 0,06 | 0,05 | 0,04 | 0,04
+ + + + + + + + + + + +
sSD 0,00 1 0010001 001 {001 001 | 000] 001 | 0001 000} 001
RB 1,22 | 1,80 | 3,48 | 232 | 1,34 1,12 | 2,02 { 1,79 | 1,22 | 1,14 | 1,09
+ + + + + b + + + + = +
SD 0,08 1017 {034 1029 01241008 | 023 ] 0201 0,16 | 0,08 | 0,08
IC 0,55 | 0,64 |1 078 | 0,70 | 0,57 ] 053 | 067 | 0,63 | 0,55 | 0,53 | 0.52
+ + + + + + + + + + * +
SD 0,02 | 0,02 ] 002 ] 004 |002] 0,021 002 0031|003 ] 0,021 0,02
classificacgo | M SM SA SM M M SM | SM M M M

&

LI

1 < 3 4 5 & ri a i 11

Figura 8 - Idecgrama representativo do caridtipo de Edalorhina perezi. Os circulos
hachurados representam NORs; o0s setores pintados em preto indicam regides de
heterocromatina fortemente coradas pelo bandamento C e em cinza, a heterocromatina
fracamente corada por esse método; e a regido ndo delimitada lateralmente corresponde a
constricdo secundaria.



2. Physalaemus petersi

Dois caridtipos diferentes foram encontrados dentre os individuos identificados como
Physalaemus petersi. Com o propoésito de facilitar a descricdo de ambos, o caridtipo
encontrado na maioria dos individuos foi identificado como caridtipo | e 0 mais raro, como
cariétipo Il. Portanto, a descricdo que se segue sera dividida em duas partes, cada uma
referente a um dos caridtipos.

2.1. O Caridtipo | de P. petersi

2.1.1. Descric@o morfoldgica dos cromossomos mitdticos

Esse caridtipo apresenta 22 cromossomos com quatro pares de autossomos
metacéntricos (1, 5, 6 e 10), quatro de submetacéntricos (2, 4, 7 e 9) e dois de
subacrocéntricos (3 e 8), além de um par de cromossomos sexuais heteromorficos XX/XY
(Figuras 9 e 19; Tabela lll) e foi encontrado em onze machos (ZUEC 95.86-95.89, 96.25,
96.41-96.43, 96.47, 96.49, 96.52) e duas fémeas (ZUEC 96.20 e 96.24) provenientes da
Reserva do Alto Jurua e em treze machos (ZUEC 95.93, 95.96, 95.97, 96.02, 96.03, 96.09,
96.13, 96.28, 96.31, 96.32, 96.34, 96.33, 96.37) e duas fémeas (ZUEC 96.10 e 96.29)
coletados na Reserva de Humaita. Cerca de trezentas e trinta e trés metafases provenientes
desses individuos foram observadas.

Os cromossomos sexuais desse cariotipo diferem tanto em tamanho como na posicéo
do centrémero, sendo o cromossomo X metacéntrico ou submetacéntrico e o Y
subacrocéntrico (Figuras @ e 19; Tabela Hil). Em uma (ZUEC 96.10) das quatro fémeas que
tiveram seus cariotipos analisados foram encontrados dois cromossomos X diferentes (Figura
15A). A comparagao entre as medidas desses cromossomos X de cinco metafases da fémea
ZUEC 96.10 atraves do teste t de “Student” mostrou que um dos cromossomos X
(denominado de X') é significativamente maior (t=7,9, p<0.001) e apresenta maior razéo de
bracos (t=4,44, p<0.01) do que o outro (X”), nessa fémea. A comparagdo entre a razdo de
bracos do cromossomo X apresentado pelas outras fémeas (ZUEC 96.20, 96.24 e 96.29) (RB
= 1,02 + 0,05) com aqueles da fémea ZUEC 96.10, feita através das medidas, mostrou ndo
haver diferenca significativa entre o cromossomo X daquelas trés fémeas e o cromossomo X
(t=0,67; 0,5<p<0,6), ao contraric do verificado em relagdo ao cromossomo X' (t=4,86;
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0,001<p<0,01). O valor médic da razdo de bragos do cromossomo X de 19 machos é
intermediario em relacdo aquele encontrado para os comossomos X' e X”.

Os pares cromossdmicos 6, 8, 10 e o cromossomo Y podem apresentar constricdo
secundaria, embora nesse Ultimo cromossomo sua visualizagio seja mais dificil. A constrigdo
secundaria dos cromossomos 6, 10 e Y, quando observada, ocorre em uma regido distal do
brago longo desses cromossomos (Figuras 10 e 19). O cromossomo 8 pode apresentar duas
diferentes constrigées secundarias, uma delas localizada em uma posicéo proximal do brago
longo desse cromossomo e outra em uma regido intersticial desse braco. Essa Gltima ocorreu
em estado heterozigoto nos individuos ZUEC 96.24, 96.25, 96.43 e 96.49 (Figuras 10 e 19)

Em algumas metafases foi possivel observar uma quebra cromossdmica na altura da
constricdo secundaria mais proxima do centrémero do cromossomos 8, como mostra a Figura
9B.

2.1.2. Regides impregnadas por prata

O meétodo Ag-NOR permitiu detectar segmentos cromossémicos com impregnacéo
argéntica caracteristica de NOR ativa em autossomos dos pares 6, 8 e 10 e no cromossomo Y
dentre os P. petersi amostrados. A NOR do cromossomo 8 €& localizada em uma regido
proximal do brago longo desse cromossomo e as NORs dos cromossomos 6, 10 e Y também
ocorrem no brago longo, porém em regides mais distais. Todas essas regides parecem
coincidir com regides visualizadas como constricbes secundarias em metafases coradas
convencionalmente com Giemsa. Esse método permitiu determinar com certeza o padrao de
distribuigdo de NORs ativas em nove individuos (ZUEC 96.20, 96.25, 96.28, 96.41-96.43,
96.47, 96.49 e 96.52), embora o método tenha sido empregado nas preparaces
cromossoémicas de varios outros espécimes. Nesses individuos, todas as metafases analisadas
mostram o mesmo padrado de marcagdo de NORs pelo método Ag-NOR, inclusive as
provenientes de diferentes tecidos, como foi possivel verificar em relacdo aos dois machos,
que tiveram preparagdes citologicas de intestino e de testiculo analisadas. O nimero de
matafases mitoticas utilizadas para a descricao destes resultados esta discriminado na Tabela
H.

Em metafases diploides do individuo ZUEC 96.25, apenas uma NOR ativa, localizada
em um cromossomo 8, foi detectada, como evidenciado pelo tratamento com prata (Figura
11A) e pela analise das constricbes secundarias (Figura 10A). O padrio de NORs ativas
apresentado pelo individuo ZUEC 96.20 corresponde a duas NORs por genoma dipldide,
localizadas nos cromossomos do par 8 (Figuras 10B E 11B). No material referente aos
espécimes ZUEC 96.42 e 96.52, foi possivel detectar blocos de impregnagio por prata
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caracteristicos de NORs em um cromossomo 8 e no cromossome Y de cada célula diploide
(Figuras 10C e 11C). Nas céiulas dipldides do individuo ZUEC 96.43 foram observadas
marcagdes de NORs em um cromossomo 6 e no cromossomo Y (Figuras 10D e 11D). O
padrdo de NORs do espécime ZUEC 96.47 e 96.49 caracteriza-se por uma NOR em um
cromossomo 6, um cromossomo 8 e no cromossomo Y (Figuras 10E e 11E). Nas metafases
dipléides do individuo ZUEC 96.41 também foram detectadas trés NORs ativas, duas deias
nos cromossomos do par 6 e a outra em um cromossomo 8 (Figura 10F e 11F). O padrao de
NORs ativas apresentado pelo individuo ZUEC 96.28 corresponde a quatro NORs por genoma
dipldide, duas delas localizadas nos cromossomos 8, uma em um cromossomo 8 e a Ultima
em um dos cromossomos do par 10 (Figura 11G).

Metafases do individuo ZUEC 96.10 também apresentaram quatro regides de
impregnacéo por prata indicativas de NORs. Embora a identificacdo dos cromossomos que
apresentem essas NORs tenha sido prejudicada devido & mé qualidade dessas preparagdes
cromossdémicas, uma das NORs parece ser a do cromossomo 8, outras duas dos
cromossomos 10 e a quarta parece ocorrer em um dos cromossomos 6 (Figuras 10G e 12A).

Em algumas metafases referentes aos individuos ZUEC 96.43 e 96.49 foi detectado,
ainda, um grande segmento intersticial no brago longo de um dos cromossomos do par 8
através do método Ag-NOR, que aparece com coloracdo marrom, mais clara do que a
colorag@o caracteristica daquelas regides descritas anteriormente como NORs (Figura 12).
Esse segmento parece coincidir com uma constricdo secundaria observada em metafases
desses individuos coradas com Giemsa (Figura 10D-E). Nessas metafases, o método Ag-NOR
detectou tambeém algumas regides centromeéricas, cuja coloragéo se assemelha a apresentada
por aquele bloco distal de um dos cromossomo 8 citado anteriormente (Figura 12).

A Figura 13 apresenta nucleos interfasicos submetidos ao método Ag-NOR de
individuos portadores de uma (Figura 13A), duas (Figura 13B), trés (Figura 13C) e quatro
(Figura 13D) NORs ativas, mostrando a relacdo entre 0 nimero de NORs e o nlimero de
nucleolos.

A analise das preparagdes citolégicas de testiculo submetidas a impregnacéo por prata
mostrou que nucleolos estdo presentes nos nlcleos de espermatogdnias e continuam
presentes até a fase de paquiteno da divisdo meidtica, quando desaparecem e voltam a ser
detectados em espermatocitos secundarios jovens. Quando essa célula inicia seu
alongamento, 0s nucléolos novamente desaparecem, nfo sendo observados também nos
espermatozbides maduros (Figura 14).
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2.1.3. Os padrdes de bandamento C

Foi possivel identificar com certeza o padrdo de distribuicdo de heterocromatina banda
C-positiva apresentado por cinco individuos. O numero de metafases analisadas para a
descricBdo desses padrdes é mostradoe na Tabela Il. Embora todos os individuos tenham
apresentado banda centromérica em todos os cromossomos, a ocorréncia de bandas
teloméricas e intersticiais variou entre eles. Nas metafases do individuo ZUEC 96.02 pode ser
detectada banda telomérica nos dois bragos dos dois cromossomos 6, no brago longo de um
cromossomo 8, no brago longo dos dois cromossomos 10 e no brago curto de um desses
cromossomos 10, alem de bandas intersticiais no brago longo de um cromossomo 8 e dos
dois cromossomos do par 9 (Figura 15A). Em relac80 aos pares cromossoémicos 6, 8 e 10, o
padrdo de bandas apresentado pelo individuo ZUEC 95.97 é igual ao do individuo ZUEC
96.02. No entanto, o individuo ZUEC 95.97 apresenta banda intersticial em apenas um dos
cromossomos do par 9 (Figura 15B). O cariétipo do individuo ZUEC 96.10 ndo apresenta
banda telomérica nos dois bragos dos cromossomos 6 e apresenta dois cromossomos 8 com
banda telomérica e intersticial, um cromossomo 9 com banda intersticial € dois cromossomos
10 com banda telomérica no brago longo. N&o foi observada banda telomérica no braco curto
de nenhum dos seus cromossomos 10 (Figura 15C). O individuo ZUEC 96.32 apresenta o
mesmo padrac de bandas apresentado pelo individuo ZUEC 95.97, com excecdo da banda
telomérica do braco curto do cromossomo 10, que nédo é observada no individuo ZUEC 96.32
(Figura 15D). No espécime ZUEC 96.25 nenhuma banda telomérica foi observada e uma
banda intersticial foi detectada no brago longo de um dos cromossomos do par 9 (Figura 15E).
Em um dos cromossomos 8 desse individuo foi observado um segmento intersticial do brago
longo que apresenta-se como uma constrigao secundaria de coloraco azulada, que conforme
a condensacéo e da proximidade das cromatides das metafases analisadas pode se destacar,
assemelhando-se a uma regido banda C-positiva, no entanto de coloracio azul e ndo rosea
como o0s blocos heterocromaticos banda C-positivos (Figura 15E).

A andlise de metafases mitdticas do individuo ZUEC 96.33 permitiu detectar com
certeza duas bandas teloméricas em ambos os cromossomos do par 6 e duas bandas no
brago longo de um cromossomo do par 8. A escassez de metafases nas preparacbes
cromossdmicas referentes a esse individuo dificultou a identificacdo do padrac de bandas dos
cromossomos 9 e 10, embora aigumas metafases sugiram a existéncia de uma banda no
brago longo de um dos cromossomos do par 9 e de um dos cromossomos do par 10, como
mostra a Figura 15F.

A regido telomérica banda C-positiva do braco curto de um dos cromossomos 10 do
conjunto cromossdmico dos individuos ZUEC 95.97 e 96.02 é de dificil deteccdo, ndo sendo
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visualizada mesmo em metafases desses individuos que apresentam as demais bandas bem
nitidas. A Figura 15A mostra dois pares de cromossomos 10, sendo possivel detectar banda
feiomérica no brago curto de apenas um cromossomo do par apresentado em destaque e
indicado como 10°. No outro par essa banda nio é observada, embora as bandas
centromérica e telomérica do brago longo sejam bem nitidas.

A Figura 16 apresenta nucleos interfasicos de células intestinais submetidos & técnica
de bandamento C, mostrando que a heterocromatina detectada por esse método se distribui
iregularmente por todo o ntcleo, podendo formar alguns aglomerados. A diferenca de
numero e tamanho dos grumos provaveimente seja resultante de variagbes metodoidgicas
ocorridas durante o tratamento dos materiais em questio.

2.1.4. Comparacdes estatisticas dos diferentes morfos dos cromossomos 6, 8 e 9

Varias comparagdes morfométricas foram feitas a fim de analisar a alteragdo causada
pelas NORs na morfologia dos cromossomos. Para isso foram utilizados cromossomos
corados com Giemsa de individuos cujo padrdo de distribuicdo de NORs detectadas pelo
método Ag-NOR & conhecido. A identificac@o dos cromossomos portadores de NORs foi feita
através da visualizacdo de constricbes secundarias e o parametro utilizado foi a razéo de
bracos e ndo o comprimento relativo, na tentativa de minimizar diferencas resultantes da
varia¢ao no grau de condensacao das diferentes metafases analisadas.

A comparacao de cromossomos 6 portadores ou ndo de NORs, feita através do teste t
de “Student” com cromossomos corados nao-portadores de qualquer regido heterocromatica
banda C-positiva além da centromérica (Tabela IV - 6a e 6b), ndo mostrou diferenca
significativa entre a raz8o de bracos desses dois morfos (t=1,72; 0,1<p<0,2). Essa
comparacdo naoc foi feita utilizando-se cromossomos com bandas heterocromaticas
telomericas devido a auséncia de dados fidedignos referentes a8 cromossomos portadores
dessas bandas e n&o portadores de constricdo secundaria. A andlise comparativa de
cromossomos 8 portadores ou nao da constricdo secundaria correspondente 8 NOR, que néo
apresentavam outra constricdo ou regides banda C-positivas ndo-centroméricas (Tabela IV -
8a e 8b), mostrou que esses cromossomos diferem em relag@o a razdo de bragos (i=3,63;
0,001<p<0,1). O efeito da ocorréncia ou n&o de constricdo secundaria no comprimento dos
cromossomos 10 e Y nao foi analisado devido aoc pequeno nUumero de dados métricos
fidedignos referentes a esses cromossomoes.

O efeito provocado pela constricdo secundaria do cromossomo 8 ndo-correspondente
a NOR na morfologia desse par cromossdmico ndo foi analisado estatisticamente devido a
pequena amostra obtida e ao grande desvio padrio observado em relacdo aos valores de RB
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obtidos (Tabela IV - 8c). No entanto, a diferenca entre esse cromossomo e o cromossomo 8
nédo-portador de nenhuma constricdo secundaria parece evidente (Figura 10).

A fim de verificar alteragdes na morfologia dos cromossomos 6, 8 e 9 decorrentes da
ocorréncia ou ndo de segmentos cromossdmicos banda C-positivos intersticiais ou teloméricos
(ver item 2.1.3 deste capitulo), esses cromossomos também foram analisados
comparativamente através do teste t de “Student”. Essa andlise ndo pode ser feita em relagcéo
ao par cromossémico 10 devido & ndo-disponibilidade de dados relativos a cromossomo desse
par em numero apropriado.

A comparacéo de cromossomos & portadores ou ndo de bandas heterocromaéticas
telomericas, feita utilizando-se cromossomos com constricdo secundaria (Tabela IV - 6¢ e 6b),
mostrou que a presenca ou ndo de blocos heterocromaticos teloméricos acarreta diferenca
significativa na razéo de bracos de cromossomos do par 6 (t=66,67; p<0,001).

Em relacdo aos pares cromossdomicos 8 e 9, o teste estatistico aplicado mostrou néo
haver diferenca significativa entre os cromossomos portadores de bandas heterocromaticas
ndo-cenfroméricas e os cromossomos correspondentes nado-portadores dessas regides
(t=1,62;, 0,1<p<0,2 e t=0,33; 0,7<p<0,8, respectivamente). Para a comparacdc dos
cromossomos 8 foram utilizados cromossomos ndo-portadores de constricbes secundarias
(Tabela IV - 8a e 8d).

Com base nesses resultados, foram esquematizados dois morfos do cromossomo 6 (6’
e 6") e trés do cromossomo 8 (8, 8", 8” e 8"”) no ideograma representativo do caridtipo | de
P. petersi (Figura 19).

2.1.5. Os cromossomos meiéticos

A andlise de metafases de cromossomos meidticos de machos indicou a presenca de
onze bivalentes, confirmando o numerc cromossdémico encontrado nas preparacbes de
cromossomos mitdticos {2n=22), comoc mostrado nas Figuras 17 E 18A. A analise de
cromossomos meidticos submetidos ac bandamento C dos individuos ZUEC 95.97, 96.02,
96.25 e 96.32 permitiu verificar que a maioria dos seus espermatoécitos | apresenta associag&o
terminal de apenas um braco dos cromossomos do par 8, no caso do individuo ZUEC 86.02, e
dos pares 8 e 9, no caso dos demais espécimes. Essa associagdo ocorre através do braco
curto, podendo, inclusive, ser observados os blocos heterocromaticos banda C-positivos no
braco longo de um dos cromossomos do par 8 nos espermatécitos | dos individuos ZUEC
95.97, 96.02, 96.32 e 96.33 e do par 9 nos espermatécitos | dos individuos ZUEC 95.97,
96.25 e 96.32 (Figura 17). No caso do individuo ZUEC 96.33, além da associagao terminal dos
pares cromossdmicos 8 e 9, pode ser observado o mesmo comportamento em relacdo ao par
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10, na maioria dos espermatdcitos | tratados pelo método de bandamento C analisados
(Figura 17k). Na Figura 18A sdo apresentados os cromossomos em diacinese de um
espermatdcito do individuo ZUEC 95.95, em que ndo se observa associagdo terminal dos
cromossomos dos pares 8, 9 e 10. Nos espermatocitos | de todos os individuos analisados, foi
possivel observar a associacao terminal dos cromossomos do par sexual (Figura 17 e 18A).

Dentre as preparagbes cromossdémicas de testiculo maduro de quatro exemplares
(ZUEC 95.86, 85.89, 95.92, 96.25) provenientes da Reserva Extrativista do Alto Jurua (REAJ)
e dois (ZUEC 95.95 e 95.97) da Reserva de Humaita analisadas, foram observados bivalentes
interligados entre si, formando cadeias cromossdmicas multivalentes (Figura 18B-H). No
material referente a outros trés individuos (ZUEC 95.93, 95.96 e 96.33) da Reserva de
Humaita, foram observadas figuras meidticas que pareciam resultar da associacdo de 2 ou 3
bivalentes, no entanto, ¢ pequeno numero de células meidticas em diacinese impossibilitou a
confirmacio dessas suspeitas.

No individuo ZUEC 95.88 foi possivel observar, inclusive, um anel aparentemente
formado por todos os pares cromossomicos, mostrado na Figura 18. Nas preparacbes de
todos os individuos que apresentam essas cadeias multivalentes na meiose, espermatocitos
com bivalentes livres também foram observados.
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Tabela It - NUumero de metafases mitéticas completas utilizadas para a definigo do padréo de
NORs e de heterocromatina constitutiva banda C-positiva dos diferentes exemplares de
Physalaermus petersi do grupo cariotipico | analisados.

nimero de metafases mitéticas analisadas
espécimes método Ag-NOR bandamento C
intestino | testiculo total intestino | testiculo total

ZUEC 95.97 - - - 58 - 58
ZUEC 96.02 - - - 13 - 13
ZUEC 96.10 11 - 11 23 - 23
ZUEC 96.20 8 - 8 - - -
ZUEC 96.25 23 20 43 - 39 31
ZUEC 96.28 6 - <] - - -
ZUEC 96.32 - - - - 10 10
ZUEC 96.41 i2 - 12 - -
ZUEC 96.43 16 - 16 - -
ZUEC 96.47 10 - 10 - -
ZUEC 96.49 115 - 115 - -
ZUEC 96.52 21 16 37 - -

total 222 36 258 94 49 143
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Tabela Ill - Discriminagdo do comprimento relativo (CR), da razdo de bracos (RB), do indice
centromérico (iC) e da classificagio (segundo LEVAN et al., 1964) de cada cromossomo do
caridtipo | de Physalaemus petersi, obtidos com base na medida de 26 metafases, de 10
individuos (€ machos e a fémea ZUEC 96.10). Os comprimentos relativos de cada autossomo
e dos cromossomos X foram calculados em relagdo ao comprimento do genoma hapléide, que
incluiu um cromossomo X como representante do par sexual (X' no caso da fémea). O
comprimento do cromossomo Y foi obtido com base no cromossomo X homélogo.

Cromossom 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 X* | X XY
CR 0,1410,13 10,100,101 0,10| 0,08 0,08 | 0,08 0,07 0,06 [0,05 0,06 1 0,04 (0,04

+ * x + + x + + * + + * x s +
SD 0,0110,01]0,01]0,00]0,01 §0,0110,01]0,01}0,01|0,01]0,01]0,00!0,00/0,00
RB 1,23 11,76 13,72 12,651 1,17 | 1,28 | 1,86 | 4,29 1 1,87 [ 1,30 | 1,24 | 1,36 | 1,04 [4 81
* *® + b * x + =+ * x * + + x *
SD 0,1010,2410,38(0,260,12]0,13{0,28 0,67 0,29 |0,150,13]0,15] 0,06 | 0,81
1C 0,55 0,630,781 0,721 0,54 | 0,56 { 0,65 | 0,81 | 0,65 [ 0,56 [0,55 | 6,15 [ 0,51 [ 0,83
+ + 0+ |+ |+ ]+ + 2l x|+ | £ |+

SD 0,02/ 0,05]0,02 002002003 | 0,04 | 0,03 | 0,04 | 0,02 | 0,03 | 0,02 | 0,01 | 0,05
classificaci | M | SM | SA |SM | M MISM{SAISM M| M M| M]|SA
X* representa os cromossomos X dos machos.

Tabela IV - Discriminagdo do comprimento relativo (CR), da razdo de bragos (RB) & da
classificagdo (segundo LEVAN et al., 1964) dos morfos dos cromossomos 6, 8, 9 e 10 que
diferem em relagao a constrigbes secundarias e a segmentos banda C-positivos.

Cromossomo 6a 8b 6¢c 8a 8b 8¢ 8d Oa Sh
constricio da NOR - + + - + - - -1 -
constrigdo néo-
coincidente com a - - - - - + - - -
NOR
banda
heterocromatica - - + - - - + - +
nao-centromeérica
RB 133 | 148 | 1,26 | 259 | 737 | 1247 | 453 | 2,00 | 1,96
* + * * + + + + * *
Sb 0,10 | 0,20 | 0,02 | 046 | 312 | 828 | 0,52 | 0,22 | 0,33
nimero de
metafases 7 5 3 6 7 3 14 15 M
analisadas
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Figura 19 - Ideograma representative do caridtipo | de Physalaemus petersi. Os circulos
hachurados representam NORs; os setores pintados indicam regides de heterocromatina
banda C-positiva; as regides ndo delimitadas lateralmente correspondem a constricdes
secundarias; e a regiao listrada corresponde a um segmento de comportamento anémalo apds
aplicagdo dos métodos Ag-NOR e de bandamento C e . As bandas heterocroméaticas nio-
centromericas e as NORs podem n&o ocorrer.



2.2. O Caridtipo il de P. petersi

2.2.1. Descricdo morfologica dos cromossomos mitoticos

O caridtipo Il de P. petersi foi encontrado em trés individuos machos provenientes da
Reserva Extrativista do Alto Jurua e cerca de vinte e quatro metafases foram observadas.
Dois desses espécimes foram coletados em margo de 1994 (ZUEC 95.84 e 95.85) e um em
janeiro de 1996 (ZUEC G11). Nesse caridtipo os pares 2, 3, 4, 7, 8 ¢ 10 e um dos
cromossomos heteromérficos do par 11 s&o metacéntricos, enquanto os pares 5 e 9 e o outro
cromossomo do par 11 sdo submetacéntricos e o par 1 é subacrocéntrico (Figuras 20 e 25, e
Tabela V). Os cromossomos do par 8 apresentaram uma constricdo secundaria em uma
regido préxima ao telémero do braco longo nas metafases de todos os individuos analisados.
Nas metafases do individuo ZUEC G111, além da constricdo dos cromossomos 8, foi
observada uma constricdo secundaria no bracgo curto de um dos cromossomos 9 (Figura 20).

2.2.2. As regides impregnadas por prata

Através do meétodo Ag-NOR foi detectada a existéncia de um par de NORs nos
cromossomos do par 8, que parece coincidir com a localizagio da constricho secundaria
desses cromossomos, no material referente aos espécimes ZUEC 95.85 e ZUEC G11 (Figura
21). No individuo ZUEC G11 foi detectada, ainda, uma terceira NOR, localizada no brago curto
de um dos cromossomos do par 9 (Figura 21B), também aparentemente coincidente com a
constricdo secundéria observada nesse cromossomo. A comparacdo morfométrica entre os
cromossomos 9 portadores e os nao-portadores de NOR nao foi realizada devido a dificuldade
de observagao do teldmero do brago curto do cromossoma 9 portador de NOR (Figura 20A).

Os nacleos interfasicos submetidos ao método Ag-NOR apresentaram um ou dois
nucléolos no material referente ao individuo ZUEC 95.85, cujas metafases apresentam um par
de NORs marcadas, e de um a trés nucléolos nas preparacdes citologicas obtidas do individuo
ZUEC G11, que apresenta trés marcagdes nos cromossomos metafasicos (Figura 21). Os
nucléolos observados nesses nucleos parecem maiores do que aqueles observados nos
nucleos dos Physalaemus petersi que apresentam o cariotipo I, descrito no item 2.1.

O método Ag-NOR aplicado em preparacdes citoldgicas de testicuio evidenciou a
ocorréncia de nucléolo (s) em espermatogénias e em espermatdcitos que se encontram até a
fase de paquiteno. Nao foi detectado nuciéolo em espermatécitos em fases mais avancadas
da meiose. Espermatides arredondadas apresentam nucléolos e em espermatozdides essas
estruturas nao sao mais observadas. (Figura 22).
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2.2.3. O padrao de bandamento C

Devido a escassez de metafases das preparagdes citologicas referentes aos individuos
ZUEC 9584 e 95.85 né&o foi possivel a detecgdo do padrio de distribuicio de
heterocromatina banda C-positiva no caridtipo desses animais. No material proveniente do
exemplar ZUEC G11 foi observada a presenca de blocos de heterocromatina banda C-positiva
no centrdmero de todos os cromossomos. Foram detectadas também bandas
heterocromaticas teloméricas nos dois bragos dos cromossomos dos pares 4 e 8 e no bracgo
longo do cromossomo § portador da NOR (Figura 23A). A comparacdo da morfologia dos
cromossomos 9 portadores ou ndo de banda heterocromatica telomérica ndo foi feita devido
ao pequeno ndmero de metdfases que responderam satisfatoriamente aoc método de
bandamento C aplicado.

Nicleos interfasicos submetidos ao bandamentoC sdo mostrados na Figura 23B.

2.2.4. Os cromossomos meidticos

Nos espermatdcitos dos trés individuos que apresentaram esse cari6tipo [I também
foram encontrados onze bivalentes, confirmando o ndmero cromossdmico observado nas
metafases mitéticas (Figura 24A). Foi observada uma desigualdade no tamanho dos dois
cromossomos formadores do menor bivalente, o que também estd de acordo com as
observacbes realizadas em cromossomos mitticos, confimando o heteromorfismo de
tamanho nesse par. A presenca de bivalentes interligados foi detectada nas preparacgdes
cromossomicas referentes ao individuo ZUEC 95.84, como mostra a Figura 24B.
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Tabela V - Discriminag&o do comprimento relativo (CR), calculado em funcdo do comprimento
total do genoma hapldide, da razdo de bragos (RB), do indice centromérico (IC) e da
classificacdo (segundo LEVAN et al, 1964) de cada cromossomo do caridtipo 1l de
Physalaemus petersi, obtidos a partir da medida de 12 metafases, de 3 individuos. O
comprimento do cromossomo 11’ foi computado no calculo do comprimento do genoma
hapldide e 0 comprimento relativo do cromossomo 117 foi obtido com base no cromossomo 11",

Cromossom i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 1=
CR 0,12 1 0,12 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,09 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,07 0,04
+ + + + + + + + + + + + +

SD 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,00 | 0,00 | 0,01 | 0,01 | 000 | 0,01 | 0,00 | 0.01 0,01
RB 554 | 1,23 | 1,13 | 148 | 2,57 3,42 | 1,53 | 122 | 200 | 123 | 2.66 [ 131

+ * t * + + s + + + + * +
SD 0,50 | 0.06 | 0,12 | 0,40 | 0,40 | 0,81 | 0,33 1 0,17 | 0,22 | 0,19 | 0,40 0,16
IC 0,84 | 0,55 | 0,53 | 0,59 1 0,72 | 0,77 | 0,60 | 0,55 [ 0,67 | 0,55 | 0,68 | 0.56

+ + + + + + + + + + + + +
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Figura 25 - Ideograma representativo do cariétipo | de Physalaemus petersi. Os circulos
hachurados representam NORs; os setores pintados indicam regides de heterocromatina
banda C-positiva; e as regides néo delimitadas lateraimente correspondem a constricdes
secundarias. A NOR do cromossomo 9 nem sempre ocorre.



IV - DISCUSSAQO

1. Consideragodes gerais

O numero cromossdémico de 2n=22 encontrado dentre os espécimes de Fdalorhina
perezi confirma o numero descrito por BOGART (1973) para essa espécie. Embora dois
diferentes caridtipos tenham sido observados dentre os espécimes de Physalaemus petersi
estudados, o numero cromossémico caracteristico do atual tdxon P. petersi é coincidente com
o de todas as espécies desse género ja analisadas citogeneticamente (ver lista de
KURAMOTQ, 1990).

2. NORs

As NORs detectadas pelo método Ag-NOR nos trés cariétipos descritos neste estudo
coincidem com a localizacBo de constrigdes secundarias observadas em cromossomos
corados com Giemsa. A NOR do cromossomo Y do caridtipo | de P. petersi € a de maior
dificuidade de identificacBo como constricdo secundaria, provavelmente devido a sua
proximidade com o telémero, o que dificulta a visualizagdo da porcdo cromossdmica
delimifada pela NOR e pelo teldmero. A NOR do cromossomo 6 do individuo ZUEC 96.10 de
P. petersi, apesar de ser detectada pela impregnagio por prata (Figura 12A), ndo foi
observada como constrigdo secunddria em nenhuma metafase analisada. A observacao
dessa NOR como constricdo secundéria pode ter sido dificultada pela inexisténcia de banda
heterocromatica adjacente a ela (Figura 15C), uma vez que a presenca de heterocromatina
adjacente a uma NOR provavelmente torne essa regifio mais visivel como constricio
secundaria em preparagdes coradas com Giemsa por providenciar maior contraste visual do
limite entre esses segmentos de DNA.

O padréo de ocorréncia de NORs detectadas pelo método Ag-NOR apresentado por
Edalorhina perezi (um par de NORs por genoma dipléide) esta de acordo com as observacdes
referentes a maioria dos anuros, inclusive a familias primitivas, como mostram PARDUE
(1974), VITELLI et al. (1982), SCHMID (1982), KING (1980) e MAHONY & ROBINSON (1986).
Também n&o foi observado nessa espécie heteromorfismo de tamanho de NORs,
variabilidade comum de ocorrer em anuros, segundo SCHMID (1982). Essa ndo-observagao
de variabilidade em relagdo as NORs de E. perezi pode ser resultante do pequeno tamanho
da amostra analisada, em vez de representar realmente uma baixa taxa de variacéo
cariotipica nessa espécie. Por outro lado, pode, ainda, ser resultante de uma protecéo contra
recombinacao oferecida @ NOR pelos blocos de heterocromatina banda C-positivas que a
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circundam. Esse papel funcional da heterocromatina constitutiva foi proposto por vérios
autores (revisbes de JOHN, 1988 e KING, 1991).

Ao contrario, tanto dentre os Physalaemus petersi cujo cariétipo & do tipo | como dentre
os que t&m o caridtipo do tipo Il, observa-se a presenca de mais de um par cromossomico
portador de NOR. Embora casos de mudiltiplos pares portadores de NOR sejam pouco
numerosos em anuros, existem exemplos de espécies de diversas familias, como Ranidae,
Myobatrachidae e Hylidae, gue apresentam trés, quatro e cinco pares cromossémicos
portadores de NOR (SCHMID, 1978; MAHONY & ROBINSON, 1986; WILEY et al., 1989; e
SCHMID et al., 1995, para alguns exemplos), tendo sido descritos caridtipos com oito NORs
por genoma hapléide, distribuidas entre cinco cromossomos (SCHMID, 1978 b). A ocorréncia
de multiplos pares cromossémicos portadores de NOR parece ser um estado derivado em
Anura (KING et al., 1990) e um fenémeno de mudltiplas origens, ndo podendo ser esse estado
utiizado para agrupar taxa sem antes uma analise dos cromossomos envolvidos em cada
processo.

A analise do grupo de P. pefersi com o caridtipo | mostrou, ainda, uma grande
variabilidade de numero e localizagdo de NORSs evidenciadas pelo método Ag-NOR, apesar do
tamanho da amostra estudada ter sido pequena. Tal variagio também parece ocorrer dentre
os P. petersi do grupo cariotipico ll, uma vez que foram encontrados cromossomos 9
portadores ou ndo de NOR. Variagbes dessa natureza tinham sido descritas em apenas cinco
espécies de Anura até o momento, Hyla versicolor, Hyla chrysocelis (Hylidae), por WILEY et
al. (1989), Bufo fterrestris (Bufonidae), por FOOTE et al. (1991), Agalychnis callidryas
(Hylidae), por SCHMID et al. (1995), e Liforia raniformis (Hylidae), embora nessa espécie
tenha sido descrita apenas uma variagdo interindividual de localizacdo e nio de nimero de
NORs, possivelmente resultante do reduzido tamanho da amostra, que consistiu de apenas
dois espécimes. Em todos esses casos, experimentos de hibridacdo “in situ” com sondas de
rDNA mostraram o mesmo resultado obtido com ¢ método Ag-NOR e os autores interpretaram
os varios padrbes observados como uma variaco de nimero e localizagdo de NORs. A
técnica de hibridagao “in situ” fluorescente (FISH) com sondas de rDNA de Xenopus laevis
(Pipidae, Anura) esté& sendo empregada no material previamente analisado através do método
Ag-NOR com o intuito de investigar a existéncia de NORs inativas nesses genomas. Se essas
nao forem encontradas, a hipétese da existéncia de variagdo de nimero e localizagdo de
NORs ficara confirmada e, nesse caso, sera evidenciada a inexisténcia de fixacdo de NOR no
cariotipo | nas duas populagdes estudadas, visto que foram encontrados cromossomos 6, 8 10
e Y portadores e ndo-portadores de NOR. Esse tipo de analise ndo pode ser feita em relagao
ao cariotipo Il de P. petersi devido ao pequeno nimero de exemplares obtidos para analise.
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Apesar de todos os dados referentes a variagdo de NOR em anfibios anuros (WILEY
et al., 1989; FOOTE et al, 1991, e SCHMID et al, 1995) e em anfibios urodelos
(HUTCHINSON & PARDUE, 1975; e NARDI et al, 1978) indicarem a ocorréncia de
heteromofismos de ndmero e localizacdo de cistrons ribossomais, os dados relativos a P.
petersi ainda s&o insuficientes para descartar a hipétese de ativacdo diferencial de NORs
como causa da variagdo encontrada, fendémeno ja descrito em insetos. Essa hipétese, menos
provavel do que a anterior, visto os resultados observados até o momento em Amphibia,
também sera testada através de experimentos com hibridacéo “in situ” com sondas de rDNA.
Se tais experimentos mostrarem que todos os P petersi analisados apresentam NORs em
estado homozigoto em todos os cromossomos portadores j& detectados pelo método Ag-NOR,
a hipotese da variacdo na regulacéo da atividade dessas NORs sera a mais coerente. Nesse
caso, a variagdo existente ndo serd aguela citada anteriormente, mas uma variagdo em
relacéo a constituicdo da regido reguladora dos cistrons ribossomais. Dentre os varios estudos
que tém investigado os mecanismos envolvidos na ativagéo diferencial de NORs, o fenémeno
de competicao entre NORs foi descrito em varios niveis, inclusive intrapopulacional em insetos
(FLAVELL et al, 1988). Nesse estudo, Flavell e colaboradores detectaram diferencas de
metilacdo entre diferentes NORs e relacionaram o grau de metilagdo desses genes a sua
atividade. SANCHEZ et al. (1989) também detectaram interacdes entre NORs homologas e
nao-homoblogas em insetos, sugerindo, ainda, que essas interagbes podem mudar de um
individuc para outro. O tipo de interacdo entre a ativacao das diferentes NORs detectadas em
P. petersi, que pudesse explicar os diferentes padrdes de NORs ativas encontrados, no caso
da variagao de padrbes observados ser resultante de regulagdo génica diferencial, podera ser
investigada posteriormente, em uma amostra maior. Como todos os padrbes foram
observados em individuos adultos e tanto em intestino como em testiculo, no caso dos
machos, a presente analise se restringe a descartar as hipéteses de relacdo da regulagéo de
NORs com o tempo de desenvolvimento do animal € com o tecido.

Outros estudos sugerem a relagéo entre a regulagdo da atividade génica de diferentes
NORs e segmentos heterocromaticos extras adjacentes ou néo a essas regibes (CABRERO et
al., 1986; LOPEZ-LEON et al, 1995). Devido a nao-obtencdo do padrdo de bandas C
daqueles individuos cujo padréo de NORs ativas foi determinado, néo foi possivel investigar a
existéncia de relacdo entre blocos de heterocromatina constitutiva nao-centroméricos e o
numero e iocalizacdo de NORs ativas. No entanto, a analise comparativa dos individuos ZUEC
95.97 e ZUEC 96.10 de P. petersi sugere que a heterocromatina constitutiva telomérica do
brago longo do cromossomo 6 encontrada no individuo ZUEC 95.97 néo é fundamental para a
express@o da NOR de localizagdo adjacente a ela, uma vez que um dos cromossomo 6 do
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individuo ZUEC 96.10 tambem apresernita NOR ativa embora nenhum dos cromossomos
desse par apresente esses blocos heterocromaticos. :

Blocos heterocromaticos adjacenies a NORs também foram observados nos
cromossomos 8 e 10 do caridtipo | de P. petersi. Nos dois individuos de E. perezi analisados
através dos meétodos Ag-NOR e de bandamento C, sempre foi observado um bloco
heterocromatico adjacente as NORs.

A associacio de NORs e regibes heterocromaticas ja foi relatada para muitos anuros,
como mostra SCHMID (1982), por exemplo. Outro papel proposto para esses blocos de
heterocromatina constitutiva & o de proteger os cistrons ribossomais de recombinacéo, uma
vez que ja foi relatada a reducgédo de quiasmas nas regides com esse fipo de heterocromatina
(ver revisbes de JOHN, 1988 e de SUMNER, 1994, para referéncias). Isso pode estar
ocorrendo nas duas espécies em estudo, podendo, inclusive, ser um dos responsaveis pela
ndo-ocorréncia de NORs amplificadas nos individuos analisados, uma vez que “crossing-over”
desigual € um mecanismo que provoca alteracgéo desse tipo.

No caso dos P. petersi, principaimente dagueles pertencentes ao grupo cariotipico 1, &
possivel uma outra hipdtese para explicar a auséncia de heteromorfismo de tamanho de
NORs. Pode-se sugerir que translocacbes e transposicbes que envolvam esses cistrons
(rearranjos provaveimente envolvidos na difusdo de NORs no genoma) possam ocorrer,
desarranjando duplicagbes ou amplificacdes de cistrons ribossomais ocorridas. Dessa forma,
NORs duplicadas ou amplificadas representariam um estado transitério, o que possibiiita
supor que um aumento no tamanho da amostra analisada possa levar a detecgdo dessas
NORs. Uma terceira explicagdo para a auséncia desse tipo de heteromorfismo em questio
para P. petersi e que se enquadra também para E. perezi pode ser a de que existam NORs
amplificadas nas populagbes estudadas e que rearranjos gue as envolvam nio sejam tdo
comuns como proposto pela hipdtese anterior, 0 que sugere que elas néo tenham sido
identificadas devido a um problema de amostragem, que seria resolvido com o aumento do
nimero de individuos analisados pelo método Ag-NOR. O tamanho da amostra ja foi
apontado por SCHMID (1982) como grande responsavel pela ndo detecgdo de
heteromorfismos existentes.

A analise estatistica dos cromossomos 6 com e sem NOR ativa, feita através da
comparagao entre cromossomos portadores ou néo de constricdo secundéria, sugere que a
ocorréncia de NOR ativa ndo altera o comprimento do brago cromossdmico em que se
encontra. A analise equivalente feita em relag@o ao par 8, sugere o contrario, indicando um
maior comprimento do brage longo portador da NOR ativa. Ambos os resultados podem ser
explicados independentemente da causa da variacdo de padrdo de NORs ativas ser o
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polimorfismo de ndmero e localizacio de cistrons ribossomais ou a regulacdo diferenciai da
atividade de NORs. Se a ndo-deteccdo de NORs ativas corresponder a inexisténcia de
cistrons ribossomais, sendo a hipdtese de polimorfismo de nimero e localizacdo de NORs
correta, & possivel supor que a diferenciacdo dos morfos referentes ao cromossomo 8
envolveu delec¢ao, no caso do morfo ancestral ser portador de NOR, ou adigéo de NOR, no
caso do morfo ndo-portador de NOR ser o ancestral. Ainda, se essa for a causa real, &
possivel supor que a diferenciagdo dos morfos do comossomo 6 envolveu um conjunio de
rearranjos cromossomicos ou modificagdes da cromatina que ndo resultaram em alterac@o no
tamanho do brago longo do cromossomo. Ao contrario, se a hipdtese correta for a de
regulagao diferencial da atividade de NORs, a diferenca entre a razio de bragos do morfo
portador e do nao-portador pode ser explicada pela diferenca do grau de compactacao entre a
NOR ativa e a inativa, enquanto a ndo-observacdo de diferenca na razdo de bracos entre os
morfos do cromossomo 6 pode ser resultante de uma insensibilidade do método de medida
utiizado. £ importante lembrar, ainda, que todas essas suposicbes sdo de natureza
especulativa, visto que a amostra cromossdmica analisada morfometricamente foi pequena e
a metodologia usada para a obtengdo das medidas ndo é muito precisa para analises nesse
nivel.

3. Nucléolos

O numero de nucléolos detectados pelo método Ag-NOR em nulcleos interfasicos
mostrou relagao com ¢ nimero de NORs detectadas por esse método, como pode ser visto
nas Figuras 11 e 13 . Por outro lado, o tamanho dos nuciéclos observados também variou
conforme o numero de NORs que lhes deu origem e conforme o tamanho dessas NORs, ou
seja, 0 tamanho nucleolar parece ter variado em funcado da quantidade de genes ribossomais
ativos. Essa relagcao pode ser evidenciada pela variagdo do tamanho nucleclar conforme o
numero de nucléolos observados por ndcleo, em um mesmo individuo, como pode ser
observado na Figura 13 . A comparacdo das NORs dos cariétipos | e I de P. petersi e de E.
perezi e dos nucléolos correspondentes mostra que tanto as NORs como os nucléolos do
grupo cariotipico | de P. petersi sdo maiores do que nos outros, evidenciando a relacio de
tamanho entre essas estruturas. Essa relacéo pode ser feita uma vez que a medida das NORs
foi obtida a partir de constricbes secundarias de cromossomos corados com Giemsa e nio
submetidos ao tratamento com prata, j& que nesse Ultimo caso o tamanho da NOR também
sofre influéncia do nivel de atividade e ndo apenas da quantidade de rDNA presente naquela
regi&o. Tais resultados parecem estar de acordo com observacfes anteriores feitas inclusive
em Anura, como as de MILLER & BROWN (1969) e MILLER & KNOWLAND (1970), dentre
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outras, que relacionaram a quantidade de DNA ribossomal contida na NOR e ¢ tamanho do
nucléolo formado.

A variacao observada em relagdo ao numero de nucléolos encontrados em nlcleos
interfasicos de um mesmo individuo pode estar relacionada ao grau de ativagio das NORs,
assim como mostram alguns experimentos de indugdo de atividade nucleolar em linfécitos em
cultura (ver revisdo de SCHWARZAKER & WACHTLER, 1993, para referéncias). Dessa
forma, os nucleos que apresentam maior namero de nucléolos provavelmente apresentam
NORs em inicio ou término de ativagdo, uma vez que as NORs ativas tendem a se agrupar,
formando um ou poucos grandes nucléolos. Em células em inicio de divis@o, a inativacdo das
NORs e os movimentos mitdticos e meidticos acarretam a dispersdo dos nucléolos, sendo
originado maior nimero de nucléolos de menor tamanho.

Em relagao ao comportamento dos nucléolos durante a espermatogénese, o resultado
referente a P. petersi concorda com observacées ja feitas por SCHMID et al. (1982) em varios
grupos animais, inclusive Amphibia. Foi observada a desativacio das NORs ap6s o paquiteno
e reativagdo dessas em espermatides arredondadas, seguida de nova desativagdo em
espermatozoides maduros.

4. Heterocromatina constitutiva

O cariotipo de E. perezi apresenta menor quantidade de heterocromatina centromérica
banda C-positiva quando comparado com os cariétipos encontrados na amostra de P. petersi
analisada. Além disso, a quantidade de heterocromatina constitutiva ndo-centromérica
também é menor no cariétipo de E. perezi do que nos caribtipos de P. pefersi, sendo o
cariotipo | dessa espécie 0 que apresenta maior quantidade dessa heterocromatina.

No caridtipo de E. perezi foi possivel detectar apenas trés bandas heterocromaticas
néo-centromeéricas através do bandamento C, uma delas adjacente &8 NOR e outras duas, que
apresentam coloragdo menos intensa, nos pares cromossdmicos 1 e 2. Um possivel papel
dessa heterocromatina adjacente & NOR do cromossomo 8 de E. perezi foi discutido nos itens
V-1 & 5. A coloragdo mais fraca dos blocos heterocrométicos nao-centroméricos dos
cromossomos 1 e 2 sugere que essas regides tenham constituicio diferente dos demais
blocos heterocromaticos encontrados nesse caridtipo, que aparecem fortemente corados apés
o tratamento com bario. A ocorréncia ou n&o de variacdo na distribuicdo de hetrocromatina na
populagdo amaostrada de E. perezi ndo foi possivel em virtude da escassez de material para
analise.

Blocos heterocromaticos néo-centroméricos banda C-positivos foram observados em
cromossomos dos pares 6, 8, 9 & 10 do caridtipo | de P. pefersi. Além desses, um segmento
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provavelmente de natureza heterocromatica, ndoc evidenciado pelo bandamento C, foi
observado no brago longo de um dos cromossomos 8 dos individuos ZUEC 96.24, 96.25,
96.43 e 96.49, pertencentes ao grupo | de P. pefersi. A suspeita de que esse segmento seja
heterocromatico surgiu devido a evidenciacéo dessa regido cromossémica como um segmento
de coloragdo marrom através do método Ag-NOR em algumas metafases dos individuos
ZUEC 96.43 e 96.49, coloracdo igual 4 de alguns centrdmeros e diferente dos blocos pretos
que identificam as NORs nessa preparacdo, e ao comportamento dessa regido apds
bandamento C. E:ssa hipotese se ap6ia em observacdes discutidas por SUMNER (1990), em
sua revisdo sobre os métodos de bandamento cromossdmico, que defende que nem toda
heterocromatina é evidenciada igualimente pelo bandamento C e que o método Ag-NOR pode
detectar heterocromatinas, porém essas apresentam-se com coloragdo marrom. A detec¢éo
de heterocromatinas pelo método Ag-NOR representa uma inespecificidade dessa técnica,
cujo principal alvo s&o as NORs, o que justifica a nao-evidenciagdo daqueles segmentos
heterocromaticos do braco longoe do cromossomo 8 em todas as metafases dos individuos
ZUEC 96.41 e 96.49 e naquelas dos individuos ZUEC 96.24 e 96.25, submetidas ao método
Ag-NOR.

Tal regido heterocromatica néo-centromérica do cromossomo 8 detectada pela
impregnag@o por prata parece corresponder em parte aquela regido intersticial detectada
através do bandamento C em metafases de outros individuos (ZUEC 95.97, 96.02, 96.10,
96.32 e 96.33), embora essa seja menor do que a primeira. 1sso permite sugerir uma possivel
origem comum desses blocos heterocromaticos de diferentes naturezas, embora seja
impossivel a determinagio do estado ancestral entre esses dois morfos.

A analise comparativa de metafases mitdticas e de cromossomos meidticos
submetidos ao bandamento C, dos individuos ZUEC 95.97, 96.25, 96.32, 96.33 e 96.02,
pertencentes ao grupo cariotipico | de P. pefersi, permitiu inferir uma participacdo de blocos
heterocromaticos naoc-centroméricos no pareamento cromossdmico durante a meiose. Embora
a configuragdo comumente encontrada na meiose de anuros mais derivados seja a de anel,
conforme conclui SCHMID (1995), pareamento meidtico anémalo foi verificade naqueles
cromossomos portadores de heteromorfismo nos espécimes estudados. A frequente
observacdo de associagio terminal apenas dos bragos curtos dos cromossomos dos pares 8
e 9 heterozigotos em relagdo a bandas heterocrométicas ndo-centroméricas, durante a
primeira divisao meidtica, comportamento n3o observado nesses mesmos quando
homozigotos, permite sugerir que a heterozigose dessas bandas dificulte o pareamento e o
“crossing-over’ nessa regido cromossémica. Com base nessas observagdes, a deteccdo de
associacdo restrita ao brago curto em bivalentes 10 de espermatdcitos em diacinese do
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individuo ZUEC 96.02 esta de acordo com a suspeita de heterozigose em relacdo 4 banda
intersticial do braco longo desse par, levantada pela andlise de metafases mitoticas
submetidas ao bandamento C. Por outro ladg, a analise do comportamento meidtico de pares
cromossdmicos 6 homozigotos para blocos heterocromaticos teloméricos também nao oferece
evidéncias de que a presenca desses blocos em homozigose prejudique o pareamento
cromossémico na meiose.

Tal implicagao de bandas heterocromaticas ndo-centroméricas no pareamento meibtico
ja foi relatado por varios autores (ver revisdo de JOHN, 1988), que também sugerem uma
influéncia negativa de segmentos heterocromaticos em homozigose no pareamento de
segmentos cromossdmicos homélogos, embora essa seja menor do que no caso de
heterozigose. Com base nessas observacOes, ndo se pode descartar a possibilidade de que a
analise de um numero maior de espermatacitos | possa propiciar a detecclio de associacdo
meidtica anormal tambem em pares cromossomdmicos 6, 8, 9 e 10 homozigotos para as
bandas em questio.

Considerando esses diferentes tipos de heterocromatina encontrados, a analise dos
padrbes de bandas heterocromaticas de P. pefersi do grupo cariotipico | possibilitou notar
grande variabilidade de distribuicdo dessas regibes, apesar da amostra analisada ter sido
pequena. Dos seis individuos analisados em relagéo a esse carater, cinco diferentes padrdes
parecem ocorrer, necessitando o quinto padrdo de confirmagfes. A regido telomérica banda
C-positiva do brago curto de um dos cromossomos 10 do conjunto cromossdmico dos
individuos ZUEC 8587 e 96.02 & de dificil detec¢do, ndo sendo visualizada mesmo em
metafases desses individuos que apresentam as demais bandas bem nitidas. Provavelmente
isso se deva ao reduzido tamanho dessa regiéo heterocromatica, o que nos levou a nio
considerar essa banda como um carater para analise. Por isso, os individuos ZUEC 95.97 e
96.32 foram considerados como portadores de um mesmo padrio de distribuicio de bandas
evidenciadas pelo tratamento com bario.

A ocorréncia ou ndo de bandas heterocromaticas teloméricas no cromossomo 6 desse
grupo de P. pefersi parece estar envolvida na alterag8o da razlo de bragos desse
cromossomo, embora a metodologia usada néo tenha permitido a detecc@o de alteracéo do
comprimento relativo desses cromossomos. Sabendo que o aumento de heterocromatina no
genoma € considerada uma tendéncia evolutiva em Anura por KING (1991), pode-se supor
que o cromossomo 6 que ndo apresenta as bandas teloméricas tenha originado o outro,
embora nada impec¢a que o contrario tenha ocorrido. Embora se admita que ¢ aumento de
heterocromatina possa ser resultante do processo de adi¢do ou de heterocromatinizacio (ver
KING, 1991), qualquer afirmacio a respeito da origem do cromossomo 6b, com base nos
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dados apresentados, é temeraria, uma vez que a analise métrica realizada néo tem resolucao
apropriada para esse tipo de discussao.

A comparag8o da razdo de bracos dos cromossomos 8 e 9 portadores de banda
heterocromatica intersticial com os cromossomos 8 e 9 nao-portadores, respectivamente,
sugere que ofs) mecanismo(s) envolvido(s) na diferenciacdo desses cromossomos nao
alteram o comprimento do brago longo, embora a amostra analisada seja pequena e a
metodologia utilizada para medir 0s cromossomos seja imprecisa para qualguer conclusao
desse tipo. Observando as bandas intersticiais dos cromossomos 8 e 9 e a telomérica do
cromossomo 10 desses P. petersi do grupo |, pode-se levantar, ainda, a possibilidade da
origem de duas delas a partir da translocacao de uma ja existente, durante a anafase da
mitose de ceélulas germinativas, uma vez que elas sao praticamente equidistantes do
centrébmero, assim como propde o modelo de SCHWEIZER & LOIDL (1987).

5. A variabilidade cariotipica em Physalaemus petersi e em Edalorhina perezi

A auséncia de NORs ativas e blocos de heterocromatina constitutiva intersticiais ou
telomericas fixadas na populacdo e a presenca de varios cromossomos portadores de tais
regides dentre os P. petersi do grupo cariotipico | possibilitam a existéncia de véarios padroes
cariotipicos com relacéo a essas caracteristicas. Mesmo na pequena amostra analisada, a
existéncia de varios desses possiveis padrdes foi observada, indicando a grande variabilidade
carictipica presente nesse grupo.

Os mecanismos que levaram a variabilidade de NORs em P. petersi podem ter sido
translocac&o, transposicéo, amplificagdo e ativacao de cistrons de rDNA latentes e reinsergio
de rDNA durante a amplificacdo extracromossémica desses cistrons na ovogénese,
fendémenos ja discutidos por KING et al. (1990) e por SCHMID et al. (1995) como possiveis
causas da origem de NORs adicionais de Litoria raniformis (Anura, Hylidae) e de Hyla
versicolor e H. chrysocelis (Anura, Hylidae), respectivamente. A quebra cromossdmica
observada na regido de constricdo secundaria do cromossomo 8 do caridtipo | de P. petersi
pode ser interpretada como um indicic de que a ocorréncia de translocagdes seja provavel,
uma vez que esse tipo de rearranjo envolve quebras cromossdmicas. Adicionalmente, a
existéncia de bivalentes interligados nas preparagdes cromossdmicas de individuos dos dois
grupos cariotipicos de P. petersi indica a presenca de translocacfes heterozigotas muitiplas
naqueles genomas. kssa constatacdo da ocorréncia de translocagbes na evolugdo do
caridtipo dessa espécie representa outra evidéncia da possibilidade da dispersdo dessas
NORs através desse tipo de rearranjo cromossomico, ao contrario do sugerido em relaco as
NORs de Hyla versicolor e H. chrysocelis, por WILEY et al. (1989). Esses autores consideram
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pouco provavel o envolvimento de translocacbes na origem de NORs adicionais nesses
hilideos devido & ndo alteragdo da razdo de bragos de cromossomos portadores ou nio de
NOR e a improvavel ocorréncia de transiocacdes multiplas sem alteracéo desses valores. No
caso de FP. pefersi, realmente o teste estatistico aplicado para comparacio de cromossomos 8
portadores ou ndo de NOR ativa mostrou diferenca significativa entre suas razbes de brago,
como esperado, segundo WILEY et al. (1989), se considerarmos a auséncia de NOR ativa no
cromossomo 8 como a inexisténcia de cistrons de rDNA e o envolvimento de translocagdes na
diferenciagdo desses cromossomos. No entanto, esse mesmo teste utilizado em relacdo ao
par 6 ndo mostrou diferenga significativa entre cromossomos 6 portadores e ndo-portadores
de NOR. Essa observacéo, entretanto, ndo invalida a possibilidade de a origem do
heteromorfismo de numero e localizacdo de NOR nesse par cromossdmico estar ligada a
eventos de translocacdo, uma vez que a figura meidtica aparentemente formada por todos os
pares cromossOmicos (Figura 18 E) sugere a existéncia de par 6 heterozigoto para
transiocagdo (s). Além disso, existe a possibilidade da ocorréncia de outros heteromorfismos
resultantes de rearranjos multiplos dos cromossomos desse par, que também podem alterar a
razdo de bracos desses cromossomos, impedindo a correlacdo exclusiva da alteracéo da
razdo de bragos com variacdo na ocorréncia da NOR. No entanto, nenhuma dessas
observagbes comprova o envolvimento de translocagdes na origem da variabilidade
observada em relagdo a NORs em P. pefersi e também n&o descarta os outros mecanismos
como possiveis causas desse fenémeno.

Devido ao pequeno numero de exemplares analisados, néo foi possivel a aplicaco do
teste de Hardy-Weinberg para investigar se a frequéncia de ocorréncia de algum dos padrdes
observados, tanto em relagdc a NORs ativas como em relagio a bandas de heterocromatina
constitutiva, esta sofrendo alteraco, provocada por pressao seletiva ou erros de amostragem,
ou se ocorréncia dos diferentes estados dos caracteres cariotipicos em questdo estd variando
simplesmente segundo regras de combinagédo matematica, que constituem a base da equacéo
formulada por Hardy-Weinberg. No entanto, os estudos feitos até o momento ndo foram
capazes de relacionar de forma indubitdvel a ocorréncia de blocos heterocromaticos
intersticiais ou teloméricos com menor viabilidade do individuo que a apresenta, ndo existindo,
portanto, fortes evidéncias que apontem pressGes seletivas envolvidas na evolugdo dessas
regibes. Por outre lado, em estudos com gafanhotos do complexo Caledia captiva, ARNOQULD
& SHAW (1985) sugerem que o componente génico envolvido na redugdo de viabilidade de
um hibrido entre dois taxa desse grupo deve ter relagdo com uma diferenga na quantidade e
distribuicdo de uma determinada sequéncia repetitiva, observada entre os dois taxa cruzados.
Analisando resultados obtidos com Anura, KING (1991) sugere que o aumento de
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heterocromatina seja uma tendéncia na evolucdo cariotipica desse grupo, 0 que permite
especulacbes acerca da possivel existénecia de maior valor adaptativo de regides
heterocromaticas em relagdo a algumas regides eucromaticas. Esse mesmo autor tentou
correlacionar essa tendéncia a uma protecao de sitios eucromaticos conferida por blocos de
heterocromatina adjacentes, que reduzem a formacdo de quiasmas nessa regido,
principalmente em heterozigotos para essa heterocromatina. A melhor compreensao do papel
funcional dos segmentos heterocroméaticos em estudo podera, no futuro, apontar novos
caminhos para o entendimento do comportamento da heterocromatina no processo evolutivo,
que continua desconhecido até entio.

Quanto as NORs, SCHMID (1982) sugere que, aparentemente, NORs duplicadas ou
triplicadas n&o aparecam em homozigose e que a ocorréncia de NORs deletadas seja menor
ainda. Mesmo dentre as quatro espécies de anuros em que foi detectada variacdo de padrdo
de NOR (WILEY et al., 1989; FOOTE et al,, 1991; e SCHMID et al., 1995), homozigose de
NORs amplificadas ndo foi encontrada. Ele ainda discute que, embora tenha sido provada a
inviabilidade de individuos homozigotos em relagéo a uma NOR deletada, devido a auséncia
de rDNA, a inviabilidade de individuos com excesso desse DNA ndo encontra explicac@o
plausivel. SCHMID (1982) sugere, entdo, que as duplicagdes e triplicagbes de NORs sejam
desfavoraveis nao pela NOR em si, mas sim por alteragbes acarretadas em segmentos
adjacenies a elas.

Com base nessas observagdes, € possivel supor que NORs deletadas tenham ainda
menor valor adaptativo quando ocorrem em caridtipos portadores de apenas um par de
organizadores nucleolares, pois guando mais de um par cromossomico é portador de NOR, o
efeito da dele¢&o de uma NOR pode ser superado por outra NOR que esteja ativa. E possivel
supor, ainda, que os mecanismos de dispersdo de NORs para outros locais do genoma
tenham também influéncia deletéria, uma vez que podem alterar segmentos cromossdémicos
adjacentes do local onde foram inseridos, acarretando consequéncias como aquelas
atribuidas a NORs duplicadas ou triplicadas.

Tais consideragbes acerca do valor adaptativo de bandas heterocromaticas e NORs
impossibilitam a formuiagdo de qualguer teoria acerca dos mecanismos evolutivos que
possam estar modelando a variabilidade em relacéo a essas regides cromossdmicas no grupo
I de P. petersi, analisado neste estudo. Essa variabilidade pode estar sendo mantida por
selecio balanceadora ou selegdo disruptiva ou pode, ainda, representar um polimorfismo
transitorio de uma populagdo em que determinados morfos estdo sendo selecionados
favoravelmente em detrimento de outros (selecio direcional). Nesse caso, o polimorfismo
deixara de existir guando esses morfos se fixarem. Alternativamente, a frequéncia dos
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diferentes morfos observados pode estar variando casualmente na populagdo em estudo,
devido a inexisténcia de valores adaptativos distintos para os diferentes morfos ou devido a
erros de amostragem que possam estar provocando a maior ocorréncia de determinados
cruzamentos em relagdo a outros. Tais erros de amostragem podem ocorrer em populacdes
pequenas, gue parece nio ser o caso de P. petersi (CARDOSQO, comunicacao pessoal), ou,
ainda, em agrupamentos reprodutivos formados dentro de uma Uunica populacdo.
Agrupamentos desse tipo talvez possam existir na populacdo em estudo, sendo a variagdo de
canto um possivel fator de selecdo para a formacdo desses grupos. No entanto, essa hipdtese
é totalmente especulativa, uma vez que nenhum estudo etolégico tenha sido desenvolvido na
area em estudo, embora variagao de canto tenha sido observada, mesmo dentre individuos do
grupo cariotipico |. Ndo & possivel descartar a hipotese de que essa populacdo sofra reducgdes
drasticas de tamanho, podendo acarretar erros de amostragem para a constituicdo de
geracdes futuras, fenédmeno conhecido como efeito do fundador. Esses funis populacionais
talvez possam ocorrer, por exemplo, em decorréncia de extensos e incomuns periodos de
seca.

Por outro lado, é possivel supor, ainda, que a producdo de novos morfos em relagéo
aos caracteres NOR e heterocromatina ndo-centromérica esteja ocorrendo com certa
frequéncia, uma vez que existem varias dessas regides dispersas pelo genoma. A existéncia
de maior nimero de regides heterocromaticas e NORs tende a aumentar a chance de
ocorréncia de rearranjos que envolvam regifes com essas constituigbes. Dessa forma, além
dos processos de modelagem da variabilidade existente, a origem de heteromorfismo pode
estar exercendo papel importante na manutencao da variabilidade em P. petersi. Talvez essa
hipotese ajude a explicar a ndo ocorréncia de tais variag6es na populagdo de E. perezi
estudada, que & simpatrica em relagéo ao grupo de P. petersi da Reserva Extrativista do Alto
Jurua,

Ja em relagdo as translocagdes multiplas, existem varios estudos (por exemplo,
EICHENLAUB-RITTER & WINKING, 1990), que comprovam a influéncia da formacfo de
cadeias de bivalentes interligados na nao-disjungdo cromossémica na meiose e consequente
reducdo na ferlilidade. Essas observacbes sugerem um menor valor adaptativo dos
heterozigotos para translocagdes e permitem sugerir a ocorréncia de selegdo disruptiva em
relacdo a essas transiocagdes. Esse tipo de selecdo pode levar a formacio de uma barreira
reprodutiva entre os caridtipos fransiocados e nao-transiocados, fendmeno importante nos
processes de especiacdo. Por outro lade, enquanto essa barreira for incipiente, pode acarretar
um aumento na frequéncia de individuos portadores de translocacgées heterozigotas, como
discutide por FUTUYMA (1982), por exemplo. Dessa forma, a observacdo de varios individuos
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portadores de anéis e cadeias lineares multivalentes pode estar de acordo com essa hipotese.
Em P. petersi, no entanto, como 0s cromossomos de ambos os caridtipos ndo apresentam
grande variagdo de tamanho, a identificagcdo de cada bivalente & dificuitada, o que
impossibilita observar se um mesmo par cromossdmico apresenta-se heterozigoto em reilagao
a uma translocacdo em varios individuos ou se as configuracbes observadas em diferentes
individuos sao formadas por cromossomos diferentes. Nesse caso, as configuragdes
observadas nao permitem deduzir se a frequéncia de individuos heterozigotos para
translocacdes envoivendo determinados cromossomos é alta ou ndo no grupo em estudo,
além de ser a amostra analisada muito pequena para uma analise quantitativa. De qualquer
forma, com base na observa¢ao de varios individuos portadores de anéis e cadeias lineares
multivalentes, € possivel inferir a ocorréncia de varias translocagbes na evolugéo do cariotipo |
de P. petersi, importante mecanismo de producao de variabilidade. Tal dedugdo pode ser
estendida para o cariétipo |l de P. petersi, pois, embora a amostra seja composta por apenas
trés individuos, configuractes desse tipo foram observadas em espermatocitos de um deles.

A analise de exemplares de E. perezi ndo detectou polimorfismo de NOR e a
investigacdo de polimorfismo de heterocromatina nao foi possivel devido & nac-obtencdo de
material para estudo. Mesmo que exista polimorfismo de NOR na popula¢cdo amostrada, nao
fendo sido detectado devido ac pequeno numero de exemplares analisados, sua ocorréncia
deve ser menor do que a verificada na populacdo de P. pefersi estudada. Por outro lado,
cadeias lineares multivalentes foram detectadas em espematécitos de E. perezi, indicando a
presenca de transiocagdes no cariétipo. Visto que a analise de espermatdécitos se restringiu ao
material de apenas dois animais, quaisquer especulacdes acerca da frequéncia com que
essas transiocacbes ocorrem e mecanismos evolutivos envolvidos nesse processo tornam-se
impossiveis de serem feitas. Entretanto, sabendo que as cadeias lineares multivalentes
observadas em E. perezi sao formadas por trés dos cromossomos grandes, é possivel sugerir
que os blocos heterocromaticos do cromossomo 8 evitem recombinacgbes que envolvam a
NOR adjacente a eles, podendo ser observados rearranjos envolvendo outros cromossomos.
Issc poderia acarretar, ainda, a inexisténcia de polimorfismos que envolvam NOR.

6. Os cromossomos sexuais heteromorficos de Physalaemus petersi

A andalise cariotipica de P. petersi mostrou a existéncia de um par de Cromossomos
sexuais do tipo XX/XY pelo menos dentre os individuos com o cariotipo i, representado na
Figura 19. Esse é um dos raros casos de heteromorfismo sexual cromossémico encontrados
em Anura (ver revisbes de SCHMID et al., 1991 e de NISHIOKA et ai., 1993, & os estudos de
MIURA, 1994 e SCHMID et al.,1992). Dentre os Leptodactylidae apenas trés casos ja haviam
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sido descritos, o de Eupsophus roseus e E. migueli (ITURRA & VELOSO, 1989) e o de
Eleutherodactylus maussi (SCHMID et al., 1992). Em relagéo ao grupo cariotipico il de P.
petersi formado pelos individuos ZUEC 95.84, 9585 e G11 nada pode ser concluido a
respeito da existéncia de heteromorfismo de cromossomos sexuais, visto que nenhuma fémea
pertencente a esse grupo foi coletada.

Os cromossomos X e Y do caridtipo | de P. pefersi diferem em relagdo a razéo de
bragos, conforme observado em metafases mitdticas. Tai observacao pode sugerir a
ocorréncia de inversdo pericéntrica durante o processe de diferenciacdo desses
cromossomos. No entanto, a resolucdo do presente estudo ndo permite descartar a
possibilidade de que processos que nac tenham envolvido inversdo pericéntrica possam ter
resultado nesses cromossomos X e Y. A aplicagdo de técnicas mais modernas, que
possibilitam melhor caracterizacdo longitudinal dos cromossomos e, consequentemente,
propiciam estudos mais refinados de homologias cromossdmicas, podera fornecer mais
subsidios para a analise da diferenciacdc morfolégica desses cromossomos Xe Y.

A analise de cromossomos mitéticos também possibilitou observar que o comprimento
relativo do cromossomo Y difere do apresentado pelo cromossomo X' (X maior da fémea
ZUEC 96.10) e que os cromossomos X' & X" (o outro cromossomo X dessa fémea) diferem
tanto em relag&@o a razéo de bragos como ao comprimento relativo. Esse heteromorfismo em
relagdo ao cromossomo X parece ndo representar uma diferenca na compactacao
cromossdmica entre os dois X da fémea, uma vez que outras trés fémeas analisadas naoc
mostraram esse dimorfismo. Ao contrario, os cromossomos X' e X" parecem ser dois morfos
de cromossomo X. Essa hipdtese justifica que a média entre a razdo de bragos do
cromossomo X de machos seja um valor intermedidrio entre a média referente aos
cromossomos X' e X” (Tabela ll), visto que podem existir machos com X' e X”. Dessa forma,
néo existe nenhuma caracteristica que possa sugerir algum mecanismo de compensacao de
dose nessa espécie, o que esta de acordo com as observacgdes feitas em outros anuros {(ver
revisdo de SCHMID et al., 1891). O heteromorfismo entre o tamanho dos cromossomos X' e Y
pode ser explicado pela ocorréncia de delecdo em um cromossomo precursor do Y atual ou de
uma adicdo em um cromossomo ancestral do X' atual, embora a diminuigdo no tamanho do
cromossomo Y seja esperado ao longo da diferenciacdo dos cromossomos sexuais segundo a
teoria de DARLINGTON (1958).

Os cromossomos meibticos de machos também evidenciam a ocorréncia de
heteromorfismo entre 0s cromossomos X e Y do cariétipo em questdo, pois esses
cromossomos mostram diferenga de tamanho e associacgao telomérica, fendmeno que indica a
existéncia de heteromorfismo estrutural entre os cromossomos do par.

79



Embora o envolvimento de heterocromatina constitutiva no processo de diferenciacao
sexual seja apontado por muitos autores, que muitas vezes atribuem a heteromorfismos dessa
cromatina o desencadeamento da diferenciacdo sexual cromossdmica, nenhum
heteromorfismo de banda C foi identificado entre os cromossomos sexuais encontrados neste
estudo. No entanto, assim como discutido por SCHEMPP & SCHMID (1981) e SCHMID et al.
(1988), segmentos de DNA repetitivo naco identificados pelo bandamento C podem estar
presentes em um dos cromossomos sexuais detectados e terem exercido papel importante na
diferenciagdo desses cromossomos, em decomréncia da diminuicdo de recombinacao
provocada. Por outro lado, segmentos heterocromaticos podem ter existido e desencadeado o
inicio da diferenciagéo cromossdmica, tendo sido deletados posteriormente. Contudo, a
inversado pericéntrica hipotética no par sexual de P. petersi pode representar o evento inicial
para a diferenciacao desse par. Esse tipo de rearranjo estrutural ja foi apontado como possivel
responsavel pelo inicio da diferenciacao sexual cromossémica, como citado por JOHN (1988),
embora esse mecanismo ainda ndo tenha sido sugerido como passo inicial na diferenciacao
de cromossomos sexuais em Anura. Essa inversio pericéntrica observada na espécie em
estudo pode, ainda, ndc ser o desencadeador de um processo de diferenciacéo
cromossomica, e, sim, ser um fendmeno posterior ao inicio desse processo, apesar de exercer
efeito na diminuicdo de recombinacdo entre os cromossomos do par ja parciaimente
diferenciados.

A comparacdo do caridtipo | de P. petersi com o de outros Physalaemus (ver
KURAMOTQO, 1990, para referéncias), tendo em vista o carater derivado atribuido aos
cromossomos sexuais heteromérficos (JOHN, 1988), permite inferir que a diferenciacdo sexual
cromossOmica nesse género seja um evento recente, que ocorre em nivel de espécie.
Resultados obtidos com outros anuros também indicam processos recentes de diferenciacao
sexual cromossdémica, como ja inferide por MAHONY (1991), em estudo com Crinia bilingua
(Anura, Mycbatrachidae).

7. Proposicido de um novo taxon

A detecgdo de dois caridtipos dentre os espécimes identificados como Physalaemus
petersi levanta outra discussdo, que se refere a classificagido sistematica nesse grupo.
Embora os dois caribtipos ndo tenham sido estudados com técnicas que permitissem uma
melhor diferenciacdo longitudinal dos cromossomos (como bandamento de replicagio tardia) e
consequente identificacéo de rearranjos envolvidos na diferenciagdo desses conjuntos
cromossomicos, fica evidente a grande diferenca existente entre eles. A morfologia & ©
comprimento relativo dos cromossomos desses caridtipos ndo s@o correspondentes e a
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localizac@o e o tamanho das NORs também néo coincidem nesses conjuntos cromossémicos.
A nado-observacao de nenhum cariétipo que possa ter resultado de hibridagéo dos dois outros
em questdo dentre os 27 individuos provenientes da Reserva do Alto Jurua (localidade onde
foram encontrados os trés espécimes com o cariétipo 1) analisados citogeneticamente pode
indicar a existéncia de uma barreira reprodutiva entre esses dois grupos.

Com base nos resultados discutidos no paragrafo anterior e na diferenga entre o canto
apresentado pelos individuos ZUEC 95.84, 9585 e G11 e os demais (CARDOSQO, 1996,
comunicagao pessoal), & possivel sugerir uma revisdo de Physalaemus pelersi e a formagéao
de um novo taxon para agrupar os individuos ZUEC 95.84, 95.85 e 311 separadamente dos
demais espécimes denominados de Physalaemus petersi.

Embora esses grupos distintos encontrados dentro do que se identifica como P. pefersi
possam ser diferenciados em nivel citogenético e ndo morfologicamente, nada pode ser
inferido a respeito do papel da evolugdo cariotipica na diferenciacdo desses grupos. Ou seja,
nao é possivel concluir se as diferengcas cromossémicas provocaram ou foram resultantes do
isolamento reprodutivo dos dois grupos em questio, ao contrario do que ocorre quando o
fendmenc de poliploidizacéo e a causa da diferenga cariotipica de espécies cripticas e da
consequente especiagdo (como descrito, por BOGART E WASSERMAN, 1972). A
comparagdo feita neste estudo também néo permite inferir a respeito do parentesco entre
esses dois cariotipos, 0 que podera ser melhor entendido apés a identificacio de rearranjos
envolvidos no processo de diferenciacdo desses conjuntos cromossémicos, possivel apos
uma maior caracterizacéo longitudinal dos cromossomos.

A observacdo de dois caridtipos diferentes dentre individuos n3o diferenciados
morfologicamente e identificados como F. petersi evidenciam que a taxa de variacdo
cariotipica, nesse caso, é maior do que a de variacdo morfologica, podendo ser atribuido
importante papel ao estudo citogenético nas investigacbes de relacbes filogenéticas em
taxons mais basais dentro desse grupo de individuos chamados de Physalaemus petersi.

8. Inferéncias filogenéticas

O caridtipo | de P. pefersi reline caracteres considerados apomoérficos dentre os
anfibios, como grande quantidade de heterocromatina constitutiva, cromossomos sexuais
heteromorficos e numerosos pares cromossomicos portadores de NOR. A mesma observacgdo
pode ser feita em relagéo ao carittipo Il dessa espécie, exceto em relago & presenca de
cromossomos sexuais, que ainda n&o foi confirmada devido a ndo-obtencdo de fémeas para
analise. Ao contrario, ¢ cariétipo de E. perezi apresenta menor quantidade de heterocromatina
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heteromoérficos. O caridtipo de E. perezi também difere do cariétipo |1 de P. petfersi em relagao
ao tamanho relativo dos cromossomos. Q cariétipo de E. perezi apresenta um decréscimo
gradual do tamanho relativo dos cromossomos do par 1 até o par sexual, diferente do que
ocorre no caribtipo | de P. petersi, onde s&o encontrados, inclusive, pares cromossdmicos com
o mesmo tamanho relativo (Figura 26).

A analise comparativa do cariétipo 1, apresentado pela maioria dos Physalaemus
petersi analisados, com os caribtipos de Paratelmatobius Jutzi (De LUCCA et al,, 1974) e F.
poecilogaster (LOURENCO et al,, em preparacio), género ja apontado come proximo de
Physalaemus (LYNCH, 1971), mostra grandes diferencas entre eles, a comecar pelo namero
cromossdmico, que € 2n=24 no genoma dipldide de Paratelmatobius (Figura 26).

Por outro lado, a comparagao do cariétipe | de P. petersi com os de Pleurodema thaul
e Pleurodermna brachyops (SCHMID et al., 1993b) sugere a ccorréncia de semelhancas entre
eles (Figura 26). O tamanho relativo dos cromossomos do par 1 até os do par 11 (par sexual,
no caso do caridtipo de P. pefersi em questdo) ndo decresce progressivamente nesses
caridtipos, podendo ser observados pares cromossdmicos com o mesmo tamanho relativo
nesses trés cariétipos em analise. Quanto a raz8o de bracos, os dois carittipos de
Pleurodema diferem daquele de P. petersi em relacdo aos pares 3, 4 e ao par 11, que &
sexual nessa ultima espécie, havendo certa semelhan¢a em relagéo aos demais pares. Essa
diferenga observada entre os cromossomos 3 e 4 dagueles cariétipos pode representar
apenas uma inversdo na ordenagdc desses cromossomos, visto que tais cromossomos
apresentam o mesmo tamanho relativo nos trés caridtipos. Se essa hipdtese for verdadeira,
esses caridtipos de Pleurodema e o caridtipo | de P. petersi também seriam semelhantes em
relacdo a esses cromossomos, sendo a diferenga observada apenas um artefato
metodologico. Analisando a heterocromatina constitutiva desses trés caritipos (distribuicao de
bandas heterocromaticas, tonalidade de coloracdoc dessas bandas e quantidade de
heterocromatina constitutiva centromérica), o cariétipo de P. pefersi parece mais semelhante
ao de P. brachyops do que ao de P. thaul Tais consideragbes tornam a investigacao de
homologias cromossémicas entre essas espécies, utilizando-se técnicas citogenéticas mais
refinadas, um interessante campo de estudo.

Tais consideracbes permitem sugerir que, em uma anadlise preliminar, 0s dados
citogenéticos parecem indicar maior proximidade entre o grupo cariotipico | de P. pefersi e
Pleurodema do que entre esse grupo de Physalaemus e o0s géneros Edalorhina e
Paratelmatobius. Essa observacéo corrobora a relagdo filogenética apontada com base em
alguns dados anatémicos, enquanto outros defendem a maior proximidade entre
Physalaemus, Edalorhina, Lithodytes e Paratelmatobius (ver LYNCH, 1971).
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Se a proximidade filogenética entre Physalaemus e Pleurodema realmente existir, é
possivel sugerir que a NOR do cromossomo 8 do caribtipo de P. petersi e a do cromossomo 8
de P. thaul tenham a mesma origem evolutiva, sendo uma inverso pericéntrica o possivel
mecanismo que resultou na diferente localizacdo dessas NORs no cromossomo 8 dessas
duas espécies. E possivel levantar, ainda, a hipoétese de homologia enfre as bandas
teloméricas dos cromossomos 6 de Pleurodema brachyops e Physalaemus petersi e entre as
do cromossomo 10 dessas especies. Sabendo que o aumento de heterocromatina é
considerado uma tendéncia na evolugdo cariotipica em Anura, pode-se suspeitar, também,
que eventos que levaram a esse fendmeno, resultando no caridtipo de Pleurodema thaul e de
P. brachyops, teriam ocorrido ap6s a divergéncia de Pleurodema e Physalaemus. Porém,
deve ser lembrado que, embora o aumento de heterocromatina seja uma tendéncia da maioria
dos Anura, excecbes podem ocorrer, existindo a possibilidade de que a suposigdo anterior
seja errbnea.

Todas essas especulacbes filogenéticas discutidas neste item necessitam de
confirmagbes, que podem ser fornecidas apds melhor caracterizacio longitudinal dos
cromossomos dos caridtipos mencionados e pela analise de caridtipos de outros
Physalaemus, outros Pleurodema e de espécies de Pseudopaludicola, género considerado
parafilético em relacdo & Physalaemus. Vale ressaltar, ainda, que 0s dados citogenéticos séo
apenas mais um conjunto de dados, que deve ser analisado juntamente com dados de outras
naturezas para o melhor entendimento das relagdes de parentesco entre diferentes grupos.
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Figura 26 - ldeogramas representativos do carittipo de Paratelmatobius poecilogaster (A), de
Pleurodema thaul (B), de Pleurodema brachyops (C), de Edalorhina perezi (D) e do cariétipo |
de Physalaemus petersi (E). Os circulos hachurados representam NORs; as regibes nao-
delimitadas lateraimente indicam constricdes secunddrias; os segmentos listrados equivalem a
regibes de comportamento andémalo apés aplicacdo dos métodos Ag-NOR e de bandamento C;
os blocos pretos correspondem a segmentos de heterocromatina fortemente corados pelo
bandamento C e os blocos pontilhados a regibes fracamente evidenciadas por esse método.
Os ideogramas B e C foram obtidos por SCHMID et al. (1993b) e ilustram o nimero maximo
de regides banda C-positivas detectadas na amostra analisada.
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V - CONCLUSOES

1. O caridtipo de Edalorhina perezi apresenta 2n=22 e & composto por seis pares de
cromossomos metacéntricos (1, 5, 6, 8, 10 e 11), quatro submetacéntricos (2, 4, 7 € 8) e um
subacrocéntrico (3).

2 - Dentre os espécimes identificados como Physalaemus pefersi foram encontrados dois
cariotipos bastante distintos, o que permite sugerir a divisao do taxon P. pefersi. Ambos os
cariétipos apresentam 2n=22, confirmando o numero cromossémico encontrado para as
espécies de Physalaemus ja analisadas. O cariétipo mais comumente encontrado dentre os
especimes analisados no presente frabalho apresenia quatro pares de cromossomos
metacéntricos (1, 5, 6 e 10), quatro submetacéntricos (2, 4, 7 e 9), dois subacrocéntricos (3 e
8) e um par de cromossomos sexuais XX/XY. O outro cariétipo, encontrado em trés machos,
apresenta seis pares de cromossomos metacéntricos (2, 3, 4, 7, 8 e 10), dois de
cromossomos submertacéntricos (5 e 9), dois stbacrocéntricos (1 e 6) e um par heteromorfico.

3 - Grande variabilidade de distribuicao de NORs e de heterocromatina constitutiva foi
observada no grupo cariotipico | de Physalaemus petersi. Essa observacdo e a existéncia de
dois diferentes caridtipos denire espécimes identificados como P. pefersi evidenciam uma
maior taxa de variacao cariotipica do que de variagdo anatémica.

4 - A heterozigose de bandas heterocromaticas nos pares cromossémicos 8, & e
possiveimente 10 do caribtipo | de Physalaemus petersi parece exercer importante influéncia
no pareamento cromossdmico na meiose.

5 - O caridtipo | de Physalaemus petersi apresenta grande quantidade de heterocromatina
constitutiva e cromossomos sexuais heteromdérficos, caracteristicas consideradas derivadas
em Anura.

6 - A diferenciacdo dos cromossomos sexuais de P. pefersi parece ter ocorrido em nivel de

espécie nesse grupo, vistc que nenhum par sexual heteromérfico foi encontrado no cariétipo
de outras espécies de Physalaemus ja estudadas.
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7 - Configuracbes meidticas multivalentes foram encontradas em espécimes de Edalorhina
perezi e nos dois grupos cariotipicos de Physalaemus petersi, sugerindo a ocorréncia de
translocacbes na evolugéo desses caridtipos.

8 - O caridtipo de Edalorhina perezi e os de Physalaemus petersi diferem bastante em relagéo
a morfologia dos cromossomos e aos padries de distribuicdo de NORs e heterocromatina
constitutiva.

9 - O cariotipo mais comumente encontrado dentre os Physalaemus petersi (carittipo 1) difere
bastante do carittipc de Paratelamatobius lutzi e Paratelmatobius poecilogaster e apresenta
certa semelhanga com o caritipo de Pleurodema thaul e Pleurodema brachyops. Essa
aparente semelhanga merece investigacdes mais refinadas.
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