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SuMMARY: The chromosomes of Phyllomedusa sauvagii and P. hypochondrialis were studied. Metaphases
were obtained from bone narrow and intestinal epithelial cells and the activity of nucleolar organizer regions
(NORs) were detected using silver banding techniques. Differences in number and NOR location between
the species and heteromorphism in P. hypochondrialis are described.

Introduccién

El ndmero y la posicién de genes riboso-
males activos pueden detectarse en cromo-
somas metafasicos por medio de un trata-
miento con nitrato de plata (Goodpasture y
Bloom, 1975), muy utilizado en estudios ci-
togenéticos de vertebrados.

En el caso de los anuros, unas 200 de las
aproximadamente 3500 especies actuales
fueron examinadas con tincién argéntica o
con técnicas de hibridizacién in situ para
identificar las regiones organizadoras del nu-
cleolo (NOR) (King, 1990). En este sentido,
King (1980) analiz6 los cromosomas de los
anfibios australianos Cyclorana y Litoria;
Schmid (1982) examiné 260 individuos de 23
géneros diferentes y establecié heteromor-
fismo en el tamafio de los NOR en el 67 % de
los especimenes; Mahoney y Robinson
(1986) determinaron nimero y posicion de
cistrones ribosomales en 82 especies de
Myobatrachidae, Anderson (1991) en 23 es-
pecies de Hyla holarticas y Baldissera Jr. ef
al. (1993) en 4 sudamericanas. Estudios simi-
lares se llevaron a cabo en algunos géneros

neotropicales como Leptodactylus (Barale col
et al. 1978), Odontophrynus (Ruiz et al., 1981;
Schmid et al. 1985; Almeida et al. 1986), Ce-
ratophrys (Schmid et al., 1985; Soares-Scott ef
al., 1988), Pleurodema (Veloso e Iturra,
1987); Bufo (Kasahara et al. 1996).

Con respecto al género Phyllomedusa, ac-
tualmente se reconocen 28 especies (Duell-
man, 1993) distribuidas en América Central
y América del Sur. De acuerdo a las revisio-
nes de King (1990) y Kuramoto (1990) la in-
formaciéon cromosémica esta limitada funda-
mentalmente a los nimeros diploides de
once taxa que mostraron 2n = 26. Ademas,
se ha descripto P. tetraploidea con 4n = 52
(Pombal y Haddad, 1992). En lo referente a
andlisis con coloracién diferencial, Batistic
(1991) aplicé bandeo C y tincién argéntica
en este ultimo taxon y en otras tres especies
diploides del género, proponiendo tres hipé-
tesis sobre el origen de la poliploidia en Phy-
llomedusa basadas en la posicién de los orga-
nizadores nucleolares del material analizado.

El propésito de este estudio fue identifi-
car los genes ribosomales activos en Phyllo-
medusa sauvagii y P. hypochondrialis apli-
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Fig. 1: Cariotipo de Phyllomedusa hypochondrialis (2n = 26), hembra.
Barra representa 10 um en todas las figuras.

cando la técnica Ag-NOR, con el fin de apor-
tar nuevos caracteres citogenéticos para el
género. Utilizando tincién convencional, los
cariotipos de estas especies ya fueron des-
criptos por Barrio (1976), pero los datos so-
bre NOR se establecen por primera vez.

Materiales y métodos

Se analizaron 3 ejemplares de P.sauvagii
y 6 de P. hypochondrialis (Apéndice I). El
material se encuentra depositado en la Co-
leccién Herpetologica de la Universidad Na-
cional del Nordeste, Corrientes (UNNEC),
Argentina.

Los animales fueron inyectados intraperi-
tonealmente con colchicina 0.1 % (0.1 ml./10
gr. de peso corporal) dos horas antes de ser
sacrificados. Las preparaciones cromosémi-
cas se obtuvieron por medio de las técnicas
habituales de aplastado intestinal y suspen-
sion celular de médula ésea. Los tejidos fue-
ron tratados con una solucién hipoténica de
C1 K 0.075 M durante 15 minutos y fijados
con metanol: acido acético (3:1). La colora-
cién convencional se realizo con Giemsa pH
6.8. Las regiones organizadoras del nucleolo
se marcaron mediante la técnica de Howell
y Black (1980).

Resultados

Coloracién convencional. En Phyllome-
dusa hypochondrialis y P. sauvagii se deter-
min6 un nimero diploide 2 n = 26 cromoso-
mas. En ambas especies, los pares 1,7, 11, y
13 son metacéntricos, los pares 9 y 10 subte-
locéntricos y los restantes poseen morfolo-
gia submetacéntrica ( Figs. 1y 2).

Coloracién con nitrato de plata. En
un total de 60 metafases intestinales de Phy-
llomedusa hypochondrialis fue posible anali-
zar namero y posicion del NOR. Se contaron
un maximo de cuatro organizadores nucleo-
lares en el 31 % de las células analizadas, los
cuales estuvieron localizados en posicion
subterminal en uno de los homologos de los
pares 7p, 8q, 11q y 13q. Se observo, ademas,
duplicacién en tandem del NOR en el par 8
(Fig. 3 ay b). Con mayor frecuencia (53 %),
las metafases mostraron 3 NOR activos (7p,
8q y 11q) (Fig. 4) y solo un 17 % dos organi-
zadores nucleolares (7p, 8¢q). Estas variacio-
nes fueron observadas en todos los indivi-
duos examinados.

En Phyllomedusa sauvagii se identifico
un par de cistrones ribosomales localizados
en el brazo largo del par 9 (Fig. 5).
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Fig. 3: Metafase con cuatro organizadores nucleolares de Phyllomedusa hypochondrialis.
‘ Los cromosomas .de la metafase a) fueron ordenados en b).
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Fig. 5: Organizadores nucleolares en metafase intestinal de Phyllomedusa sauvagii, hembra.

Discusion

Los cariotipos de P. sauvagii y P. hypo-
chondrialis mostraron el nimero cromosomi-
co (2n = 26) establecido como tipico para el
género y para la subfamilia Phyllomedusinae
(Hylidae) (King, op. cit.; Kuramoto, op. cit.).

Barrio (1976), utilizando material colec-
tado en Frias (Santiago del Estero) y Parque

Nacional El Rey (Salta), describié constric-
ciones secundarias (C S) en los pares 6 y 9
del cariotipo de P. sauvagii, las cuales no
fueron evidentes en las preparaciones exa-
minadas en este trabajo. Sin embargo, el par
9 fue plata positivo en el lugar sefialado por
Barrio como sitio de la CS.

Las tinciones con plata aplicadas a cario-
tipos de Phyllomedusa revelan diferencias in-
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terespecificas en ndmero y posicion del
NOR. Batistic (1991) identificé genes ribo-
somales en los pares 1p y 9q de P. burmeis-
teri, P. distincta y P. theringii (2n = 26),y en
los pares 1p y 8q de la especie P. tetraploi-
dea (d4n= 52). En este trabajo, se observé
que P. sauvagii comparte con las especies
diploides la posicion del NOR 9q y P. hypo-
chondyrialis 1a 8q con el taxén poliploide. Es-
tas dos ultimas especies no presentaron or-
ganizadores nucleolares en el par cromoso-
mico 1. P. sauvagii mostré un tnico par de
NOR, situacién comunmente descripta entre
los anuros (Schimd et al.1990), pero en P.
hypochondrialis se contaron 2, 3 0 4 NOR,
variacion que puede indicar diferente activi-
dad de los organizadores nucleolares en el
periodo de interfase. Ademas, en todos los
individuos de esta tltima especie fue notable
el heteromorfismo en la localizacién de los
NOR que se ubicaron siempre en uno de los
homoélogos de cuatro pares cromosémicos
(7, 8, 11 y 13). Casos de completa pérdida
de cistrones ribosomales por deleccién es-
pontanea en uno de los homdlogos fueron
observados en individuos de Bombina varie-
gata, Xenopus laevis, Bufo fowleri (Schmid,
1982) v Bufo paracnemis (Kasahara et al.
1996). Esta situacion en P. hypochondrialis
puede ser verificada usando fluorocromos
como mitramicina, la cual marca los organi-
zadores nucleolares independientes de su
actividad (Schmid y Guttenbach, 1988).

Schmid et al. (op.cit.) argumentaron que
en las especies de anuros filogenéticamente
relacionadas el NOR se localiza en la misma
region cromosomica, y las excepciones indi-
can reordenamientos que han involucrado a
los cistrones ribosomales. Estos reordena-
mientos pudieron haber ocurrido en Phyllo-
medusa, los cuales se confirmarian utilizan-
do otras técnicas de bandeo.

Una caracteristica descripta con frecuen-
cia en los cariotipos de anuros es el hetero-
morfismo para el tamafio de los NOR, debi-
do a duplicaciones o triplicaciones en tan-
dem del ADN ribosomal que afectan a uno
de los homoélogos (Schimd, 1982). En P.
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hypochondrialis fue evidente una duplicacién
en el cromosoma 8.

Las diferencias cromosomicas descriptas
hasta el momento en Phyllomedusa, la exis-
tencia de una especie poliploide dentro del
género y el hallazgo de hibridos naturales
entre P. distincta y P. tetraploidea (Haddad
et al., 1994) muestran a este taxon como un
grupo muy interesante para estudios cito-
taxonémicos y de evoluciéon cromosémica
que precisa un andlisis minucioso aplicando
coloraciones diferenciales.

Apéndice I
Material analizado

Phyllomedusa hypochondrialis UNNEC-
04839 (3), UNNEC- 05181 (Q), Corrientes,
Capital.

UNNEC- 04838 (3), UNNEC- 04879 (Q),
UNNEC- 04900 (Q), UNNEC- 05146 (&),
Resistencia, Chaco.

Phyliomedusa sauvagii UNNEC-04598( Q),
UNNEC- 04599 (Q), UNNEC- 04600 (3')
TacoPozo (Chaco)
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