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RESUMEN

El problema central de esta tesis es la iden-
tificacién de un sistema cromosdmico de determinacién del se
x0 en E, migueli v en E. noseus, anfibios anuros de la fami-

rl

lia Leptodactylidae.

La descripcidén del cariotipo, que incluye na-
mero y morfologia cromosémica de ejemplares adultos y pre-
adultos y el andlisis del complemento cromosdmico mediante
las técnicas de bandeo cromosdmico permitié identificar un

sistema XY/XX en ambas especies.

En E. noseus los cromosomas X e Y se caracte-
rizan por presentar diferencias en la cantidad de heterocro-
matina constitutiva pericentromérica, en tanto que, en E.

miguel i son, ademils, heteromérficos.

L1 mecanismo responsable de la diferenciacibn
de los heterocronosomas en Eupsophus seria un cambio en
la cantidad de heterocromatina constitutiva pericentromé-
rica. Conjuntamcnte con este mecanismo, también ocurren re-

ordenamientos cromosémicos que dan como resultado cambios es




tructurales que contribuyen a la diferenciacién de este par

sexual .

El andlisis de la meiosis en los machos, rea-
lizado con microscopio de luz, proporciona evidencias de que
el tipo de apareamiento de los cromosomas sexuales es comple
to en ambas especies. No hay formacién de vesicula sexual y
tampoco es claramente evidente que presenten un ciclo de con

densaci6én diferente de los autosomas. Los heterocromosomas

en Eupsophus estarfian en un estado inicial de diferenciacién.

Al establecer la correspondencia entre sexo
cromosdmico y sexo gonadal en etapas tempranas del desarro-
llo larval se determindé que la diferenciacién de la gbénada
en Eupsophus es un proceso que ocurre en etapas tardias del
desarrollo con respecto a otras especies de anuros. En E.
noseus la diferenciacidn de la gdnada.correspondiente al se-

X0 heterogamético precede a la del sexo homogamético.




INTROBUYUCCTI ON

Los cromosomas sexuales o heterocromosomas en
un cariotipo tienen caracterfsticas especiales que los dis-
tinguen de los autosomas. El par sexual es generalmente he-
teromérfico en uno de los sexos, como se observa en la mayo -
ria de los mamiferos y aves estudiados. Los sistemas cromo-
somicos de determinacién del sexo corresponden a dos catego-
rias bdsicas segin si es el macho o la hembra el sexo hete-
rogamético. De acuerdo con la nomenclatura convencional, el
primer caso corresponde a un sistema XY/XX y el segundo a un

sistema ZZ/IW.

Cuando se distinguen cromosomas sexuales en
el cariotipo de las especies de un determinado taxon, es posi
ble distinguir desde la condicién de isomorfismo hasta un
marcado heteromorfismo en este par cromos6émico en uno de los

S€eXxo0s.,

En los Vertebrados, el establecimiento de un
par de cromosomas sexuales serfa el resultado de la acumula-
Ci6én gradual de genes o grupos de genes determinantes del s5e
x0 heterogamético en uno de los componentes de un par isomér

fico de autosomas (1).La diferenciacién del par sexual requie




re que durante la meiosis se restrinja la recombinacidn gené

tica entre los dos homélogos del sexo heterogamético (1).

En peces y anfibios existe control genotipico
de la determinacién del sexo como ha sido demostrado en Ory-
zdias Latipes y Xenopus Laevis, mediante cruzamientos experi-
mentales con ejemplares de sexo revertido por accién de hor-
monas (2,3). En estas especies todos los pares homéiogos
del cariotipo son isomérficos 1lo que ha permitido sefialar
que en estos taxa los cromosomas sexuales se encontrarian en

un estado primitivo de diferenciacién.

En los reptiles, hay un paralelismo entre la
posicidn taxondmica de los distintos grupos de culebras y el
grado de diferenciacién morfol6gica de los cromosomas sexua-
les. Las especies de la familia Boidae, de acuerdo a carac-
teres osteolbdgicos son primitivas y al mismo tiempo, no pre-
sentan cromosomas sexuales reconocibles citol6gicamente (4).
Las formas mds avanzadas de culebras como Elapidae y Viperi-
dae tienen cromosomas sexuales bien diferenciados tanto en
tamafio como en morfologia. Una posicién intermedia la ocu-
pan los Colubridae, que a su vez, presentan la mayor varia-
cibn interespecifica en la morfologia del par sexual. Todas

las especies de culebras con determinacién cromosémica del




Seéxo presentan un sistema ZZ/IZW cuyo par sexual corresponde
generalmente al par 4 6 5 del cariotipo, ordenados los cro-

mosomas segdn tamano.

Los mecanismos propuestos que explicarian la
diferenciacién del par sexual en 1los Vertebrados, se basan
principalmente en los estudios comparados del cariotipo de

culebras.

Ln Colubridae hay especies en las cuales las
hembras presentan un par heteromérfico formado por cromoso-
mas de igual tamafio, pero que difieren en la posicibn del
centromero. Esto se explicaria como resultado de una inver-
si6n pericéntrica en uno de los miembros del par, dando ori-
gen al cromosoma W (4). Los cambios en 1la morfologia cromo-
sémica debidos principalmente a inversiones pericéntricas po
drian restringir la recombinacién genética entre ambos homd-
logos, favoreciendo una posterior diferenciacién estructural

del cromosoma que define el sexo heterogamético (1).

Un segundo mecanismo propuesto es la hetero-
cromatinizaci6n del cromosoma W. El establecimiento de alo-
ciclia de uno de los cromosomas del par sexual podria redu-

cir la recombinacién entre ambos (5).




4.

Ln esta tesis, el término "heterocromatiniza-
cidn" se utiliza segdn White (6) pp. 777: "cambios evoluti-
vos graduales de segmentos cromosémicos eucromdticos en hete
rocromdticos, como ha ocurrido, por ejemplo, en el cromosoma
Y de muchos sistemas neo X-Y". En esta tesis, la heterocromg
tina que se reconoce en los cromosomas como resultado de es-
te proceso, corresponde a heterocromatina constitutiva, reve
lada por el método de tincién cromosémica de bandas C. La ba
se molecular de la diferenciacién del cromosoma W por hetero
Ccromatinizaci6én serfa 1la existencia de un ADN satélite que
ha sido determinado en el cromosoma W de diversas especies
de culebras y en otros vertebrados, el que originarfa asin-
cronfa en la replicaci6én del cromosoma W, reduciendo la re-
combinacifn entre los miembros del par ZW. Los cambios mor fo

l16gicos de este cromosoma serfan posteriores a este proceso

(2)

En lagartos se han identificado cromosomas
sexuales en 7 de las 15 familias en que estos se agrupan. A
diferencia de las culebras, en los lagartos estén representa
dos los sistemas cromosémicos XY/XX y ZZ/ZW. Los heterocro-
mosomas corresponden a distintos pares en las diferentes es-
pecies. El mccaﬁismo que ocurrirfa con mis frecuencia en la
diferenciaci6n de los cromosomas sexuales en estas especies

también serfa la heterocromatinizacién £8) .

Los anuros son un grupo en el cual la existen
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Cia de heterocromosomas ha sido muy discutida. En 1la blsque
da de sus cromosomas sexuales se ha utilizado principalmente
la identificacién de un par heteromérfico en uno de los se-
X0s, lo que ha permitido sefialar la existencia de heterocro-
Mmosomas en alrededor de 15 especies. Sin embargo, las evi-
dencias presentadas son, en algunos casos, insuficientes y
én otros, los estudios posteriores no han confirmado los ha-
llazgos (9,10,11,12,13,14). Sbélo en Pyxicephalus adspensus
de la familia Ranidae se han identificado recientemente cro-
mosomas sexuales bien diferenciados, correspondiendo a un
sistema ZZ/IZIW. En la hembra el cromosoma W es submetacéntri
Co y aproximadamente de la mitad del tamano del cromosoma Z

que es metacéntrico (15).

La determinacién de asincronia de la replica-
cién de algidn par cromosdmico mediante autorradiografia vy
los estudios de 1la meiosis en machos de varias especies de
Bufonidae, Hylidae y Leptodactylidae tampoco han permitido

identificar cromosomas sexuales en este grupo (14,16,17,18).

Entre 1los anfibios anuros que se distribuyen
en Chile, el mayor ndmero de especies representadas pertene-
cen a la familia Leptodactylidae, en especial a la subfami-

lia Telmatobiinae. Esta consta aproximadamente de 25 espe-




cies agrupadas en 8 géneros (19). E1l conjunto de estas espe
cies son representantes actuales de una fauna de leptodacti-
lidos ya diversificados en el Terciario Inferior de la Pata-
gonia (20). En la radiacién de los telmatobinos estdn repre
sentadas, entre otras, las especies del género Eupsophus

(20).

In este género, escasamente diversificado, se
reconocen 4 especies: E. noseus (Duméril y Bibron, 1841), E.
miguel{ Formas, 1978 , E. vittatus (Philippi, 1902), vy E.
calcaratus (Gunther, 1881) (21), todas ellas son endémicas y
restringidas en su distribucién al Bosque Temperado Austral
del Sur de Chile. La antiguedad de este género esti avalada
por la existencia de fésiles semejantes a las formas actua-
les (22). En estas especies es posible reconocer, ademis,
caracteres bioquimicos primitivos en la filogenia del Orden

(19) y una férmula cromos6mica indicadora de su primitividad

en la subfamilia Telmatobiinae (23).

L. noseus y E. miqueld se caracterizan por
ser morfolSgicamente muy similares entre si aunque pueden
distinguirse por el color del iris y el patr6n de coloracidn
ventral (24). E1l cariotipo de E. noseus tiene un nidmero di-

ploide (2n) de 30 cromosomas, formado por 8 pares de cromo-




somas bibraquiados y 7 pares telocéntricos, con un Ndmero
Fundamental de Brazos (NF) de 46 (25,26). E. mdigueli tam-
bién presenta un 2n = 30, pero con 7 pares bibraquiados y 8
telocéntricos, con un NF = 44 (24). Conjuntamente con la
similitud cromos6mica, el andlisis electroforético indica un
alto Indice de Similitud Genética entre ambas especies (27).
El cariotipo de E. calcaratus es similar al de E. noseus
(21). E. vdittatus presenta un cariotipo diferente con 28
cromosomas principalmente bibraquiados con con un NF = 52

(Iturra, obs. pers.).

En la descripcibn del cariotipo de estas espe
cies no se ha sefialado 1la presencia de cromosomas sexuales

(24,25,26) .

Al analizar los cromosomas de un ndmero peque
o de ejemplares de E. migueldi encontramos que los machos
presentan un cariotipo con un NF = 45. La diferencia con el
previamente descrito (24) consiste en la presencia de un cro
mosoma metacéntrico pequefio, que no estid presente en el ca-
riotipo de 1las hembras estudiadas y que s6lo puede ser apa-

reado con un cromosoma telocéntrico.

La presencia de un par heteromérfico s6lo en

los machos de E. miguef{ sugiere fuertemente 1la existencia




de heterocromosomas y de un posible sistema de determinacién

del sexo XY/XX en esta especie.

La identificacidén del par cromosémico hetero-
mérfico presente en los machos de E. mi{guefd{ como par sexual
y 1la determinacién de caracteristicas del comportamiento de
este par en la meiosis que correspondan a un par de hetero-

cromosomas constituyen el objetivo principal de esta tesis.

La ausencia de un par heterom6rfico en el ca-
riotipo de las restantes especies de Eupsophus no descarta
que en é&stas posiblemente existan heterocromosomas. Un se-
gundo objetivo de esta tesis serd intentar determinar en E.
noseus la presencia de wun par cromosdmico con caracteristi-
cas correspondientes a un par de heterocromosomas. Elegimos
esta especie por que presenta un cariotipo morfolbgicamente
similar a E. miguelfdi, pero sin diferencias cromosémicas en-
tre los sexos. De esta forma, se busca extender a esta espe
cie genéticamente relacionada con E. miguefd la identifica-
cién del sexo heterogamético y de los mecanismos cromosémi-

cos de determinacién del sexo.

Dadas 1las escasas y a veces contradictorias

evidencias sobre la existencia de cromosomas sexuales en anu




ros, esta tesis puede ser una contribucidén al conocimiento
de los mecanismos cromosémicos de determinacifn del sexo en

este taxon.

En 1la 1identificacidén de heterocromosomas en
el cariotipo de una especie se acepta generalmente como iden
tificacidén de un par sexual el reconocimiento, en placas me-
tafdsicas mit6ticas, de un par cromosémico heteromérfico s6-
lo en uno de los sexos (28). En esta tesis se utilizarén
ademds, técnicas de bandeo cromosémico que proporcionan un
mayor nidmero de elementos de la estructura cromosémica para
la comparacién y reconocimiento de homologia cromosémica. En
estas especies también es posible realizar el estudio cromo-
sémico en ejemplares en desarrollo. Un apoyo a la eviden
cia de cromosomas sexuales en estas especies, serfa el esta-
blecimiento de la correspondencia entre el cariotipo de las
larvas, determinado en etapas iniciales del desarrollo, y el
sexo de la gdénada, identificado en estos mismos ejemplares

desarrollados en el laboratorio.

El andlisis de la meiosis tambié&n podria evi-
denciar los heterocromosomas en el cariotipo de estas espe-
cies (28). En general, los cromosomas sexuales presentan al

gunas caracteristicas particulares de condensacidén de la cro
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matina y de su apareamiento durante la meiosis que los dife-
rencian de los autosomas. En esta tesis, el estudio de 1la
meiosis de los machos de E. miguefi permitirfa determinar si
el par heteromdrfico, reconocible por morfologia y tamafio en
algunas etapas de este proceso, presenta alguna de las ca-

racteristicas sefaladas para los heterocromosomas.
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MATLERTIALES ¥ METODOS

ANTECEDENTES Y COLLECTA DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO

E. noseus y E. migueli son sapos de pequeifio
tamaiio (40 a 60 mm) y de hdbitos nocturnos. Durante el dia
se les puede encontrar entre la hojarasca bajo troncos en
descomposicidén. E. roseus estd ampliamente distribuido en
el Bosque Temperado, en tanto que, de E. migueli s6élo se co-
nocen ejemplares de Mehuin (39°26' S; 73°10' 0), que es la

localidad tipo.

Para su colecta se realizaron excursiones a
Valdivia (Parque La Saval) y a Mehuin durante los meses de
Julio y Septiembre que corresponden aproximadamente al perio
do reproductor de ambas especies. De esta manera, se facili
té la captura de cjemplares en distintas etapas del desarro-
llo. En Valdivia se recolectaron ejemplares adultos y 6 re-
nacuajos de E. noseus y en Mehuin, adultos y recién metamor-

foseados de Et. miguel<.

n dos excursiones distintas en Mehuin se en-
contraron 2 puestas de alrededor de 45 embriones cada una,
bajo una piedra y en suelo muy himedo. La observacién de un

ejemplar macho de E. miguef< junto a cada una de las puestas




1.2

permitié suponer que se trataba de puestas de esta especie.
En el 1laboratorio se logrdé el desarrollo de larvas de sdlo
una de estas puestas, una vez que se acondicionaron en la
obscuridad, a temperatura ambiente y se utiliz6 agua prove-
niente del mismo lugar de colecta. El estado del desarrollo

larval fue determinado segin la tabla de Gosner (29).

Todos los ejemplares adultos estudiados estin
depositados en la Coleccién de Anfibios de la Unidad de Bio-
logia de Vertebrados del Departamento de Biologia Celular y
Genética de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile

(DBGUCH) .

1. DETERMINACIONES CROMOSOMICAS

En todos los ejemplares de E. migueldi y de E,
noseus estudiados cromosdOmicamente se determind el sexo

de la gb6nada por diseccidén bajo la lupa.

1.1. Cromosomas metafdsicos mitdticos

La obtencibén de cromosomas de los ejemplares
adultos se realizd del epitelio del intestino y ba-

zo en animales inyectados previamente con colchici-
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na (Sigma), al 0,5% durante 12 a 18 horas. La do-
sis utilizada fue de 0.5 mg de colchicina por gr.
de peso.

Procedimiento: a) los trozos pequeiios de intestino,

fueron lavados y posteriormente se <colocaron en
agua destilada frfa (hipotonia) durante 15 min. Al
utilizar bazo, el tiempo de hipotonia fue de 45
min.; b) la fijacidbn se realizdé en &4cido acético al
50% durante 15 min.; c) el epitelio del intestino
se rasp6 sobre un portaobjetos limpio colocdndose
un cubreobjetos sobre la muestra; d) una vez elimi-
nadas las burbujas se afirmé el preparado con papel
absorvente y se hizo presidn con el pulgar; e) el
preparado se coloc6 en un bafio de alcohol con hielo
seco por 10 min. y el cubreobjetos se desprendié

con una hoja de afeitar.
Tinciones

Las tinciones wutilizadas fueron los métodos
de Giemsa y de bandeo cromosdmico. La utilizacién
de un conjunto de métodos de bandeo cromosdmico per
mite reconocer en los cromosomas diferentes caracte

risticas de la cromatina que forma parte de su es-
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tructura, ademis de proporcionar un mayor numero de

elementos para las comparaciones cromosdmicas (30).

1

1

B 5 g

.

R A% 8

Método de Giemsa: a) las preparaciones se tifieron
durante 10 min. en solucién Giemsa (Merck) al 4%
y pH 7.2 (94 ml. de H,0 destilada, 2 ml. de tam-
pén fosfato: NaZHPO4 y KHPO4 0.06 M); b) se deshi
drataron en acetona y xilol; c) se cubrieron con

Histoclad.

Método de bandas C: este método permite identifi-
car la heterocromatina constitutiva (HC) en los
cromosomas (31). Se utiliz6 el método BSG (32)
sin incubar la preparacién en HCl 0.2 M, Los tiem
pos de la incubacidén en Ba (OH)2 fueron varia-
bles, aumentando desde los 12 min. a medida que
el tiempo de envejecimiento de la preparacién era

mayor .

Método de bandas Q: este método identifica la com
posici6n de bases nitrogenadas del ADN que subya-
ce a la estructura cromosdémica. Las preparacio-
nes sc colocaron en solucién de mostaza de quina-
crina (Sigma) 0.05 mg/ml en tampén Mc Ilvaine pH

5.5 durante 10 a 20 min.; b) se lavaron dos veces
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en agua corriente; c) se cubrié en tampén Mc Il-
vaine pll 5.5. Las observaciones y microfotogra-
fias se¢ hicieron en un microscopio Zeiss con el
siguiente juego de filtros: excitador BP 436/8,
seleccionador cromdtico FT 460 y de barrera LP

475.

1.2.4., Métodos de la plata amoniacal: se utilizdé el méto

do de Quack y Noel (33) con wuna modificacién que
consistié en incubar en cdmara hameda y en estufa
a 60°C durante 10 min. la preparacidn con AgNO3
al 33%. Lste método es un procedimiento que i-
dentifica la zona organizad&ra del nucléolo (NOR)
en los cromosomas y ademds, tifie los cromosomas
sexuales en la vesicula sexual en nidcleos de es-
permatocitos humanos. También se utilizé el méto
do dc¢ Rufas y cols. (34) quec identifica el NOR vy

el nucléolo.

2., LESTUDIO DE LA MEIOSIS

Ll reconocimiento del par sexual en E. migue-
LL y E. noseus en la meiosis requicre de la identifica-

cién de las principales etapas de este {iltimo proceso.
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Para ello, sc¢ realizaron cortes histoldgicos de testicu-

lo para microscopia de luz.

lLos nlcleos y los cromosomas meidticos se ob-
tuvieron por suspensidn celular y aplastado de testiculo

que luego fucron sometidos a diferentes tinciones.

2.1. Cortes histolégicos: los testiculos de E. migueld

se fijaron en Dubosq-Brasil por 12 horas. Los ejem-
| plares utilizados fueron DBGUCH N° 0521, 0523,
0525, 1208 y de E. noseus N° 1202, 1207 y 1210. Se
utilizé el método corriente de inclusién en parafi-
! na (Paraplast) en estufa al vacfo. Antes de la in-
l clusién se dejaron las muestras en solucién de Pe-
terfi (Parlodidén 4%-benzoato de Metilo) por 48 ho-

|
|
’ ras. Los cortes de 5 um se obtuvieron en micrdtomo
‘ Leitz.

2.2. Suspensiones celulares de testiculo: se realizaron
dos procedimientos para obtener nidcleos y cromoso-

mas mecidticos.

2.2.1. a) el testiculo se cortd con tijeras finas y se
disgregé con bisturi y pipeta Pasteur en solu-

ci6bn de T.C. Hanks (Difco) a temperatura ambien-
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te; b) se centrifugdé a 800 r.p.m. durante 5 min. ;
c) se elimindé el sobrenadante y se agregd KC1
0.075 de M durante 20 min. (hipotonfa); d) se cen
trifugd y luego se fij6 en metanol dcido acético
(3:1) durante 20 min.; e) se hicieron dos o tres
lavados en fijador; f) sobre portaobjetos limpios

se confeccionaron las preparaciones por goteo y

se dejaron secar al aire.

.2. a) el testiculo se disgregé directamente en so-

lucién hipoténica (KC1 0.075 M con dos gotas de
formalina al 1%); b) se dejé reposar en un tubo
centrifuga durante 30 min.; c) los pasos siguien-

tes se¢ realizaron igual que en 2.2.1.

. Aplastado de testiculo: el procedimiento es el des-

crito para obtener cromosomas mitdticos de intesti-

no (L.1.).

Tinciones: se utilizaron los métodos de tincién con
Giemsa, bandas C, bandas Q, Ag-ASNOR, Feulgen y tin
cién con Ag. Los procedimientos de tincidn con
Giemsa y bandeos cromosémicos son los descritos en

Tadulw] Va@alZo b T8l Y 1.2.4.
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Tincid6n de Feulgen: la hidr6lisis se realizé con

HC1 4N a 20°C durante 60 min. La tincién con

rcactivo de Schiff se rcalizé durante 1 hora.

Tinci6n con Ag: se utilizé cl método de Pathak y

Elder que permite 1identificar al microscopio de
luz, el complejo sinaptonémico en citos I como
tambitn el par sexual. [Iste método fue descrito

para mamiferos (35).

. Mcdiciones de los cromosomas meidticos: estas me-

diciones se realizaron sobre los cromosomas que
fueron dibujados en cdmara clara a partir de anm-

pliaciones fotogridficas,

3. CARIOTIPOS DI LARVAS Y ANALISIS HISTOLOGICO DE LA GONADA

EN DIFERENCIACION

Sie

7

a) las placas metafdsicas se obtuvieron cortando el

extremo de la cola de cada larva; b) la muestra se

dejdé en solucibén de colchicina al 0.5% durante 2 ho

Y

ras; ¢) se dejd en hipotonia en HZU destilada duran
te 30 min.; d) la muestra se colocé en un portaobje

tos y sc fijé con dos gotas de dcido acético al 759

sc¢ tind con orceina acética al 1,25% durante 6
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min.; e) se realiz6 el aplastado; f) se observé y
fotografié en wun microscopio de contraste de fases

Leitz Orthoplan.

El andlisis histolégico de la génada se realizé en
las larvas cuyos cariotipos habian sido determina-
dos previamente; en 6 ejemplares de E. noseus en el
estado 41 y en 2 ejemplares recién metamorfoseados
de E. miguelfi, colectados en la naturaleza, sin di-
ferenciacibén macroscépica del sexo gonadal. Las lar
vas y los renacuajos de E. roseus se fijaron comple
tos en Dubosq-Brasil durante 12 horas. A los re-
cién metamorfoseados de E. miguefi se les extrajo
la génada junto con el mesonefros y fue wutilizado
el mismo procedimiento de fijacién ya sefialado. La
inclusién se realizé segin el procedimiento descri-
to en 2.1, En este material se realizaron cortes

seriados longitudinales y transversales de 6 a 7

um. La tincidn utilizada fuc hematoxilina-eosina.
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CARIOTIPOS

El nimero de ejemplares adultos estudiados
fue de 22 hembras y 22 machos de E. migueli y de 22 hembras
y 8 machos de E. noseus. En cada caso se observaron por lo
menos 10 placas metafdsicas, tefiidas con el método de Giem-
sa, en las cuales se determiné el nimero diploide y se conté
el niimero de cromosomas metacéntricos. De cada ejemplar se
fotografiaron 2 placas metafdsicas. Para determinar su mor-
fologia y tamano relativo en el cariotipo, las mediciones de
los cromosomas se realizaron sobre ampliaciones fotogrédficas
de dos ‘placas metafdsicas por ejemplar de 3 machos y 3 hem-

bras de cada especie.

E. miguefd{ tiene un ndmero diploide de 30 cro
mosomas, los que ordenados segiln tamafio decreciente presen-
tan la siguiente morfologia: pares 1,7,8,9 y 12 son metacén-
tricos (m), par 2 submetacéntrico (sm), par 3 subtelocéntri-
co (st) y pares 4,5,6,10,11,13 y 15 telocéntricos (t) (Tabla
1)
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La constriccidn secundaria (CS) estd presente
en el brazo corto, prdéxima al centrémero del par 2. La lon-
gitud de la CS puede ser diferente entre ambos homélogos tan

to en machos como en hembras (Fig. 1,a).

El par 14 es diferente entre machos y hem-
bras. En los machos es heteromérfico y esti formado por un
cromosoma metacéntrico y uno telocéntrico del mismo tamaiio.
En las hembras, el par 14 es en tanto telocéntrico. Hay di-
ferencia entre los sexos con respecto al Namero Fundamental
de Brazos (NF). Los machos tienen un NF = 45§ y las hembras
un NF = 44. Los resultados indicarian que el macho es el se

xo heterogamético en esta especie (Fig. 1).

E. noseus tiene un ndmero diploide de 30 cro-
mosomas y NF = 46. En este cariotipo no se observaron dife-
rencias con el previamente descrito para la esbecie (24,25).
Los cromosomas ordenados segiin tamafio decreciente presentan
la siguiente morfologia: pares 1,7,8,9,12 y 14 son m, par 2
sm, par 3 st y pares 4,5,6,10,11,13 y 15 son t (Tabla 2), La
CS se localiza en el par 2 y esti préxima al centrdmero. Al
igual que en E. migueld, la longitud de esta CS puede ser

diferente al comparar ambos cromosomas del par (Fig. 2,b).
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El par 14 estd formado por cromosomas metacén

tricos pequefios sin diferencias morfolégicas evidentes tanto

en machos como en hembras (Fig. 2).
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TABLA 1
RESUMEN DE LAS MEDIDAS CROMOSOMICAS DE E. migueld

Par Tamafio T + ES Tipo
Cromosémico $ Cromosémico
1 20 .05 1,19 ¢ 8.81 m
2 14.30 €:22 ¢ 0.12 sm
3 10.24 4.25 + 0.13 st
4 7.57 © t
5 647 o ¥
6 5.74 @ t
7 5.61 1.32 & 0,03 m
8 5.09 137 &£ 0.08 m
9 4.64 1.31 ¢ 0,04 m
10 4.47 o t
11 4.14 « t
12 3.00 1.16 £+ 0.02 m
1.3 3.23 © t
14 2.69 - g b

.22 % 0.05 m
15 2525 @ t

r + ES = indice centromérico; % = error estandar
m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico;

t = telocéntrico

El tamafio de cada par cromosémico estd expresado como porcenta-
je (%) del set haploide.




TABLA

2

RESUMEN DE MEDIDAS CROMOSOMICAS

24,

DE E. hnoseus

Par Tamano + ES Tipo
Cromosémico ) Cromosémico
1 20.42 .11 £ 0.03 m
2 12 .61 2.39 £ 0.26 sm
3 2 .13 .44 + 0.27 st
4 7.51 ® t
5 6.03 ® i
6 5.76 o t
7 5. 72 .26 ¢ 0.06 m
8 5.23 wot ok 0.08 m
9 4.51 42 4+ 0.04 m
10 4 .31 © t
11 3.95 - t
12 3.56 19 2 0.04 m
13 5137 - t
14 2.74 .28 + 0.08 m
15 2.37 w t

r £+ ES = indice centromérico; % = error estandar
m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico;

t = telocéntrico

El tamafo de cada par cromosdmico estd expresado como porcenta-
je (%) del set haploide.
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Placas metafdsicas y cariotipos de hembra y macho
de E. migueli. Identificacién del par sexual con
tincién de Giemsa.

a y b hembras DBGUCH 0520 y 1219

¢ y d machos DBGUCH 0537 y 1194

Las flechas sefialan el par 14; » constriccidn se-

cundaria. La barra corresponde a 10 um.
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Figura 2:
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Placas metafdsicas y cariotipos de hembra y macho
de E. noseus, con tincidn de Giemsa.

a y b hembras DBGUCH 0552 y 0544

¢ y d machos DBGUCH 1210 y 1231

Las flechas sefialan el par 14; » constriccién se-

cundaria. La barra corresponde a 10 un.
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DISTRIBUCION DE LA HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA (HC)

Se examinaron, por lo menos, 6 placas metafd-
sicas tefiidas con el método de bandas C de 6 ejemplares de

cada sexo en E. migueldl y E. roseus.

Las hembras de E. miguefi{ muestran en todos
sus cromosomas una banda C pericentromérica. En el brazo
largo de 1los cromosomas que forman los pares 1,2,3 y 4 hay
una banda C telomérica, tefiida menos intensamente que la pe-
ricentromérica respectiva. En algunos ejemplares, tanto ma-
chos como hembras, el par 1 puede presentar diferencias en-
tre los hom6logos con respecto a la intensidad de la banda C

pericentromérica (Fig. 3,a).

En los machos, la distribucién de la HC en el
cariotipo es similar a la de las hembras, a excepcidn del
cromosoma metacéntrico que forma el par 14. Este cromosoma,
propio del macho, es el Gnico que no presenta una banda C pe
ricentromérica, lo que permite distinguirlo del <conjunto de

los restantes cromosomas metacéntricos pequefios del carioti-

po (Fig. 3,b).

En E. roseus la distribucién de HC en los cro

mosomas es similar a la descrita en E. miguefi. En los ma-
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chos, el par 14 muestra uno de sus cromosomas metacéntricos
sin HC pericentromérica. Esta caracteristica lo hace simi-
lar al cromosoma propio del macho de E. miguefi. Las hem-
bras, en cambio, presentan el par 14 con ambos cromosomas me
tacéntricos y con lIC pericentromérica (Fig. 4). En E. noseus

seria también el macho el sexo heterogamético.
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Figura 3: Identificacidén del cromosoma Y por el método de
bandas C en el cariotipo de E. migueli.
a) hembra DBGUCH 1188
b) macho DBGUCH 0538

La flecha sefiala el cromosoma Y. La barra corres

ponde a 10 um.
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Figura 4: Identificacién del cromosoma Y por el método de
bandas C en el cariotipo de E. nroseus.
a) hembra DBGUCH 1197
b) macho DBGUCH 1202

La flecha sefiala el cromosoma Y. La barra corres

ponde a 10 um.
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BANDEO Q

Con el fluorocromo mostaza de quinacrina se
obtiene fluorescencia brillante en los sectores cromosdmicos
cuyo ADN es rico en bases nitrogenadas AT, en tanto que hay

atenuacién de la fluorescencia cuando hay predominio de ba-

seés CG (36).

El par heteromdérfico de E. migueli vy el par
14 de E. noseus, tanto en machos como en hembras, muestran

fluorescencia uniforme con mostaza de quinacrina, al igual

que el resto del cariotipo. S6lo la CS del par 2 de ambas

especies, muestra atenuacién de esta fluorescencia, lo que
es caracteristico de la zona organizadora del nucléolo (NOR)
de los anuros (37). Los niicleos interfdsicos presentan cro-
mocentros con fluorescencia homogénea. Este resultado esti
de acuerdo con la ausencia de sectores cromosdmicos diferen-

ciados por la tincidn del fluorocromo (Fig. S5).
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Figura 5: Placas metafdsicas de ejemplares machos con tin-
cién de mostaza de quinacrina (bandas Q) .
a) E. miguel{ DBGUCH 1233
b) E. noseus DBGUCH 1210
Y = cromosoma Y de E. miguefi; CS = constriccidn

secundaria o NOR.,
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AG -ASNOR

La wutilizacién de las técnicas de Ag permite
identificar el NOR en cromosomas mit6ticos y meidticos ade-
mds de identificar también el nuclé&olo (34). En E. roseus y

E. miguefi el NOR corresponde a la CS del par 2.

El par heterom6rfico de E. migueldi y el par
14 de machos y hembras de E. 104eus no presentan tincién con

Ag y, por lo tanto, no serian portadores de NOR.
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MEIOSIS

En el corte histoldgico del testiculo de
ejemplares adultos de E, migueli y en el de E. roseus se ob-
serva la linea germinal organizada en espermatoquistes, que

es lo caracteristico en los anuros.

En la Fig. 6 se m@estran algunos tipos celula
res de la espermatogénesis de estas especies. Los estados
celulares del proceso fueron identificados por la morfologia
del niicleo y las caracteristicas de la cromatina. En ambas
especies, los tipos celulares mostraron caracteristicas mor-

foldégicas muy similares.

En la Fig. 7 se muestran niGcleos en distintos
estados de la profase I de la meiosis de E. roseus, obteni-
dos por aplastado. S6lo en paquiteno avanzado se observan
los cromosomas totalmente apareados formando 15 bivalentes
con cromoméros gruesos y finos. El par 14 es el mds pequefio
de los metacéntricos del cariotipo de esta especie, lo que
permitid identificarlo mediante mediciones de los cromosomas

meibticos.

En la Fig. 8 se muestran nicleos de E. ro0seus

en paquiteno avanzado tefiidos con el método de bandas C. La
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localizacién pericentromérica de la HC permitié identificar
en forma mds precisa a los diferentes bivalentes. En E. ro-
deus reconocemos que el apareamiento del par 14 seria comple
to a lo largo del bivalente. En niicleos con cromosomas me-
nos condensados, en el par 14 se reconoce una banda C peri-
centromérica que no compromete todo el grosor del bivalente
(Fig. 8,c y d). El tipo de apareamiento que presenta este
par indicaria que 1la homologia entre ambos cromosomas del

par 14 se conserva.

En la Fig. 9 se muestran ndcleos en profase I
de la meiosis de E. migueli, obtenidos por aplastado y tefii-
dos con Giemsa (a,b,c,d,e). En ninguno de estos tipos de nd
cleos es posible distinguir el par cromosémico 14. Con el
método de bandas C (Fig. 9,f) se reconocieron los distintos
bivalentes. Los pares 4 al 15 se representan en un esquema
(Fig. 9,g). Se identificé el par 14 y los pares metacéntri-
cos 7,8,9 y 12 y los restantes 7 pares telocéntricos del ca-
riotipo. En E. migueli las caracteristicas de la morfologia
y del bandeo C indicarian que, también en este caso, el apa-

reamiento del bivalente seria completo.

En E. miguef{, algunos niicleos en zigoteno,

observados en cortes histol6gicos, muestran un cromocentro
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Feulgen positivo que se ubica generalmente hacia la perife=
ria del nidcleo y que no se observa en los nlcleos de E. ro-
seus (Fig. 6,3). En E. migueli, los nlcleos meibSticos en
profase I, obtenidos por suspehsién celular y tefiidos con
Giemsa, presentan una estructura cromatinica en forma de
"pinza'" (Fig. 10) que podria sugerir el apareamiento del par
sexual. S6lo en algunos nicleos meidticos obtenidos por a-
plastado y tefiidos con Feulgen se observd esta estructura,

en tanto que, en los nicleos de E. noseus no se observa.

La tincién de Ag realizada en los niicleos
meibticos de ambas especies, con el objeto de identificar
por una posible tinci6én diferencial el par sexual, sblo per-
mitié identificar el NOR. No se observd alguna estructura

que pudiera corresponder al par sexual (Fig. 11).

En ambas especies se observaron diaquinesis y
metafases I con 15 bivalentes que presentaban quiasmas termi
nales (Fig. 12). Las metafases II fueron muy escasas, pero,
se muestran algunas en esta misma Fig. 12. La identifica-
ci6én tentativa en diaquinesis del par XY de E. noseus fue po
sible con el método de bandas C. La morfologia del bivalen-
te, el tamafio y la HC presente en la regién centromérica de

s6lo uno de los componentes del par, permiti6é reconocer el




41.

par sexual. En E. miguefi, en tanto, el bivalente XY podria

corresponder a un par de pequefio tamafio con
regién del bivalente. En metafase II s6lo en
conocemos un cromosoma de pequefio tamafio que

ponder al cromosoma Y. La meiosis en estas

HC en sdlo una
E. migueldi re-
podria corres-

especies seria

reduccional en la primera divisidn y ecuacional en la segun-

: la..
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Microfotografias de cortes histoldgicos de testi-
culo de E. noseus y de E. migueli. Etapas de la
espermatogénesis reconocidas por morfologia del
niacleo.

a,b,c,d,f,g,h : tincidn con hematoxilina-eosina.

e : tincidén de Feulgen.

E. noseus : a) espermatoquistes; g) meiocitos en
zigoteno; h) meiocitos en paquiteno.

E. migueldi{ : b) espermatogonia gOEhE . c) esperma

toquiste de espermatogonias g i Las

; d) meiocitos
en profase temprana; e) meiocitos en zigoteno con
tincidén de Feulgen; las flechas seiialan un cromo-
centro Feulgen positivo; f) meiocitos en paquite-
no .

La barra corresponde a 10 um, para todas las fo-

tografias de la figura.
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Figura 7:

44,

Identificacién del par XY de E. noseus en nicleos
en profase meidtica. Tincidén de Giemsa. Nicleos
obtenidos por el método de aplastado.

En a,b y ¢ el apareamiento de los homélogos no se
ha completado.

En d,e y £ los nicleos corresponden a paquitenos
tardios.

Las flechas seiialan el bivalente sexual identifi-
cado por tamafio. La barra corresponde a 10 um,

para todas las fotograffas de la figura.
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Figura 8:
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Identificacidn del par XY en E. noseus por el mé-
todo de bandas C en nicleos en paquiteno.

En a y b el bivalente sexual se identificé por ta

mano y morfologia. Las flechas sefialan el par 14.

En ¢ y d los bivalentes estdn menos condensados.
El bivalente sexual se identificé por el tamafio y
caracteristicas de la HC pericentromérica que no
abarca todo el grosor del bivalente.

Las flechas sefialan el par 14. En el recuadro el
bivalente sexual con mayor aumento.

La barra corresponde a 10 um, para todas las fo-

tografias de la figura.
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Figura 9:
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Niclcos de E. migueld en profase meibtica. Iden-
tificaci6n del par XY por el método de bandas C.
a,b,c,d,c : nGcleos con tincidn de Giemsa. No es
posible identificar el bivalente sexual.

f) tincidén con el método de bandas C. La flecha
seiala el bivalente sexual.

g) csquema a partir de f, de los bivalentes 4,5,
©,7,8,9,10,11,12,13,14 y 15 que permiten identi-
ficar tentativamente al bivalente sexual segin ta
mano y bandas C.

La barra corresponde a 10 um, para todas 1las fo-

tografias de la figura.
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Figura 10: Estructura cromatinica en forma de ''pinza" en

nicleos meidticos de E. migueld.

En a,b,c,d y e son niicleos obtenidos por suspen-
sién celular y tefiidos con el método de Giemsa.
En f nicleo obtenido por aplastado con tincién
de Feulgen.

Las flechas seflalan 1la estructura en forma de
“pinza',

La barra corresponde a 10 um, para todas las fo-

tografias de la figura.
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Figura 11: Identificacién del NOR y nucléolo en nidcleos en

profase meidtica de E. miguefi. Tincién de Ag.




Figura 12:
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Diaquinesis y metafases II de ejemplares de Es
hoseus y E. migueld,

Diaquinesis de E. ro0seus: a) con el método de
Giemsa, b) con el método de bandas C. Identifi-
cacidén del bivalente sexual por morfologia y ban
deo C.

Diaquinesis de E. miguefi: c) con el método de
Giemsa, d) con el método de bandas C. Identifi-
cacidén del bivalente sexual por morfologia y ban
deo C.

e) Mctafase Il de E. noseus con el método de
Giemsa.

f) Metafase II de E. miguefi con el método de
bandas C.

Las barras corresponden a 10 um, para las foto-
grafias a, b, ¢ ¥ d.

La barra corresponde a 10 um, para las fotogra-

fias e y £.
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CARIOTIPOS DE LAS LARVAS Y DIFERENCIACION DE LA GONADA

El cariotipo de las larvas estudiadas corres-

' L
pondid al descrito en esta tesis para machos y hembras de E.
miguelfi, determinindose 13 cariotipos de hembras y 11 de ma-

chos en una misma puesta analizada (Fig. 13).

En E. migueld no fue posible identificar el
sexo de la gbénada en estados tempranos del desarrollo lar-
val. A continuacién se describen, brevemente, las principa-
les caracteristicas citoldgicas de la génada en los ejempla-

res analizados.

Lr. la Fig. 14 se muestran cortes histoldgicos
de larvas de E. migueli en los cuales se observa la gbnada .
Estas larvas estuaban en el estado 34/35 de Gosner Yy corres-
ponden cromosémicamente a machos y hembras. La gdénada esti
constituida por células somidticas y germinales distribuidas
sin una organizacién aparente. Las células germinales pri-
mordiales (CGP) son ovoides o poligonales y en su citoplasma
se destacan inclusiones de vitelo, su nicleo es polilobulado
y eucromdtico y con un nucléolo notorio. Las células somati
cas son de tamafio variable, carentes de vitelo y con niicleos

ovoides con la cromatina poco condensada. Por las caracte-
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risticas descritas definimos a esta génada en un estado de

gonada colonizada por CGP pero indiferenciada.

Ln £E. noseus 1los renacuajos en estado 41 del
desarrollo presentaban la génada en diferenciacién, lo que

permitié identificar el sexo respectivo.

En la Fig. 15 se muestran cortes histolégicos
de ejemplares macho y hembra de E. nodeus. En la Fig. 15,8,
Se muestra un corte transversal de la gdnada correspondiente
a testiculo, localizada en posicién media ventral en rela-
cibén con el mesonefros. Se observan células germinales o go
nocitos en un scctor que podria corresponder a la zona medu-
lar de la génada (Fig. 15,b) y con células somiticas dispues
tas alrededor de ellas (Fig. 15,c). Estas células correspon
derfan a células prefoliculares las que formarin la pared
del espermatoquiste. Las células germinales han perdido el
vitelo y en el nicleo se observan numerosos nucléolos. El
epitelio superficial de la génada se observa aplanado. El
conducto de Wolff se localiza en la regidn dorsolateral del

mesonefros (Fig. 15,a).

En la Fig. 15,d se muestra un corte longitudi

nal de la g6nada en diferenciacién que corresponderfa a un
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ovario. Las células germinales o gonocitos se localizan en
la periferia de la génada en un sector que corresponderia a
la zona «cortical de ésta. Se observan entremezcladas con
las células somdticas del epitelio superficial de la gdénada
el cual estd constituido por cé€lulas cilindricas altas (Fig.
15,e y f). Ll ndcleo de las células germinales es en gene-

ral lobulado, eucromitico y con uno o dos nucléolos.

Los ejemplares analizados estdn en un mismo
estado del desarrollo, sin embargo, la diferenciacién de la
gbénada masculina se observa mds evidente que la femenina.
Esto sugiere que la gdnada del sexo heterogamético se dife-

renciaria mds temprano en el desarrollo.

En la Fig. 16 se muestran cortes histol6gicos
de la génada de dos ejemplares de E. miguel{ recién metamor-
foseados. Lstos corresponden a un macho y a una hembra de-
terminados cromosOmicamente. En el primero, observamos un
testiculo en etapa de proliferacidn gonial, en el cual no se
distinguieron meciocitos (Fig. 16,a y b), y en la hembra se

observaron ovocitos con vesicula germinativa (Fig. 16,c).




Figura 13:

.

Placas metafdsicas correspondientes a larvas hem
bras y machos de E. miguefi. Tincién con orcei-
na acética.

a) Larva N° 27, hembra; b) larva N° 28, hembra

c) Larva N° 16, macho; d) larva N° 21, macho

Las flechas seflalan el cromosoma Y. La barra co-
rresponde a 10 um, para todas las fotografias de

la figura.
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Figura 14:

60.

Microfotografia de cortes histolfgicos de géna-
das indiferenciadas de larvas en estado 34/35 de
E. migueld. Tincibn hematoxilina-eosina.

a,b y ¢ : Larva 27, hembra. Corte longitudinal.
d,e : Larva 21, macho. Corte longitudinal.

{) Larva 25, macho. Corte transversal.

G = pbnada 1indiferenciada

CGP = cé&lula germinal primordial
CS = células somiticas

Vv = plaquetas vitelinas

n = nucléolos

ms = mesonefros

La barra corresponde a 20 um, para las fotogra-
Ffas a,d ¥y £
La barra corresponde a 10 um, para las fotogra-

fias b,C ¥ B4
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Figura 15:

62.

Microfotografia de cortes histolégicos de génada

de renacuajos de E. noseus en estado 41. Tincibn

con hematoxilina-eosina,

a) E. noseus N° 1, macho. Corte transversal.

b) CElulas germinales o gonocitos.

c) Célula germinal o gonocito rodeada de células
somdticas.

d) £. roseus N° 2, hembra. Corte longitudinal.

Células germinales o gonocitos.

f) Células germinales entremezcladas con células

somdticas del epitelio superficial.

Las flechas sefialan el epitelio superficial de

la gdénada.

G = pbénada

CS = células somiticas

GO = células germinales o gonocitos
W = conducto de Wolff

ms = mesonefros

La barra corresponde a 20 um, para las fotogra-
fias a y d.
La barra corresponde a 10 um, para las fotogra-

fias b,c,e y f.
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Figura 106:

64 .

Microfotografias de cortes histoldgicos de gbéna-
das diferenciadas de ejemplares recién metamor-
foscados de E. m{guefi. Tincidén con hematoxili-
na-eosina.

a) Macho DBGUCH 1194. Testiculo

b) Ampolla seminifera.

c¢) liembra DBGUCH 1270. Ovocitos.

T = testiculo
0 = ovocltos
Go = ponocitos

[}

n ndcleo (vesicula germinativa)

La barra corresponde a 20 um, para las fotogra-
f1las a ¥ €.

La barra corresponde a 10 um, para la fotografia

1j.s
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LISECWSTION

La comparacidn de los cariotipos de ejempla-
res machos y hembras de E. migueld, permite seflalar que es-
tos difiercn en la morfologia del par 14. En cfecto, en los
22 machos examinados sin excepcién, ¢l par 14 es heteromér-
fico y estd formado por un cromosoma telocéntrico y otro me-
tacéntrico del mismo tamano. En las 22 hembras en tanto, el
par 14 estd formado por cromosomas telocéntricos. Estas ob-
servaciones apoyan fuertemente la hip6tesis de que existe un
mecanismo cromosdémico de determinacidén del sexo del tipo
XY/XX, en el «cual el sexo heterogamético es el macho. E1
cromosoma identificado como Y, se caracteriza por no presen-
tar una banda C pericentromérica, en tanto que, el cromosoma
identificado como X es telocéntrico y con HC pericentroméri-

cd..

Con el cbjeto de corroborar este planteamien-
to y excluir la posibilidad de un polimorfismo cromosdémico
no relacionado con el sexo, recurrimos a otro tipo de andli-
sis. LEste consistié en verificar si en la poblacién de E.

migueld la frecuencia observada de formas alternativas del
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par 14 se ajusta a una distribucidén binomial (pz; 2pq; qz).
Al aplicar la prucba de xz (ji cuadrado) el valor que se ob-
tiene no es significativo al 5%. Sin embargo, al considerar
en este andlisis la variable sexo y aplicar la prueba de xz
s6lo al conjunto de los machos, se obtiene un valor altamen-
te significativo (x2 = 22). Por otra parte, la probabilidad
de que, en nuestra muestra, la asociacidén entre un determi-
215

nado cariotipo vy sexo sea por azar, fue de p = 4,752

(38), lo que excluye esta posibilidad.

Por otra parte, la determinacién en las lar-
vas de una misma puesta, de sdlo dos cariotipos semejantes
al que presentan machos y hembras adultas de E. migueli, en
una proporcién Que se acerca a 1, también apoya la existen-
cia de un mecanismo cromosémico de determinacién del sexo.
Al incrementar la muestra de los cariotipos observados en la
poblacién adulta, con las observaciones cariotipicas de las
larvas, se obtiene ahora un x? = 6.985 que es significativo
al 5%, lo que permite descartar la posibilidad de un polimor

fismo cromosémico no relacionado con el sexo.

De acuerdo con las evidencias presentadas,
las descripciones previas del cariotipo de E. migueld (24,

39), corresponderian a hembras de esta especie.
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Con la técnica de tincidn con Giemsa no es po
sible 1identificar de manera inequivoca el par sexual en E.
roseus. Con el método de bandas C, en cambio, se individua-
liza un cromosoma metacéntrico pequefio, correspondiente al
par 14, el cual carece de una banda C pericentromérica, sien
do similar al cromosoma Y de E. migueli. De esta manera es
posible reconocer también un par heteromérfico para bandas
C, pero de similar morfologia en los machos de E. 1noseus e
identificar asl ¢n esta especie la existencia de heterocro-

mosomas.

Estas especies de Eupsophus son las Gnicas en
tre los anuros e¢n las cuales se ha identificado, hasta aho-
ra, la existencia de un sistema de determinacidn del sexo en

que los machos representan el sexo heterogamético.

APAREAMIENTO MLIOTICO DEL PAR SEXUAL

I}l aparcamiento completo del par sexual de E.
noseus se puede reconocer con la observacién microscépica,
ya que este par corresponde a los cromosomas metacéntricos
de menor tamano identificables en el cariotipo. La diferen-

cia morfoldgica entre los cromosomas X e Y de E. migueli per
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mitirfa, por su parte, suponer la existencia de sectores no
aparcantes del bivalente sexual, determinados por un grado
mayor de diferenciacién estructural de los cromosomas sexua-
les. Sin embargo, las observaciones microscépicas muestran
que el apareamicnto del par 14 en esta especie también seria

completo.

Diversos estudios realizados en mamiferos han
permitido demostrar que la posicidn de los bivalentes en el
nicleo meidtico estd determinada, entre otros factores, por
la insercién de los extremos del bivalente en la envoltura
nuclear (40). Los centrdémeros del bivalente se ubican en el
nicleo del meiocito de acuerdo con la longitud de los brazos
cromosdomicos. Asi, los bivalentes metacéntricos y telocén-
tricos pequenos se¢ sitdan en regiones subperiféricas del nd-
cleo meibtico (40). Si esta hipdtesis tuviere validez gene-
ral, podriamos esquematizar el apareamiento del par sexual

de E. noseus y E. miguefi como se muestra en la Fig. 17.

In ambas especies, debido al pequeno tamafo
del par XY, este se encontraria ubicado en la regién subpe-
riférica del ndcleo. En E. migueli, se agregan ademids, las
Caracteristicas del apareamiento completo de dos cromosomas

de diferente morfologia, lo que determinaria un mayor acer-
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camiento del bivalente sexual a la envoltura nuclear (Fig.
17,b). Este mayor acercamiento y apareamiento permitiria
explicar la presencia del cromocentro Feulgen positivo peri-
férico que se observa en los niicleos mei6ticos de E. migue-
£4. Dicho cromocentro no estd presente en E. noseus (Fig.

053

l:'stas interprectaciones permiten postular que
la estructura cromatinica en forma de '"pinza'" presente en
los n&cléos de E. migquell (Fig. 10) corresponde al par se-
xual. La imagen que se observa al microscopio 6ptico seria
el resultado del tipo de apareamiento de estos cromosomas
heteromérficos, como se esquematiza en la Fig. 17,c. En
trabajos posteriores serd muy importante poner a prueba es-
tas interpretaciones a través de estudios de los nicleos me-

iéticos con microscopia electrdénica de transmisidn.

L1 apareamiento completo durante la meiosis
de los heterocromosomas en Eupsophus puede ser interpretado
como una conscrvacién de la homologia de los cromosomas X e
Y, los cuales se encontrarian en una etapa inicial de dife-
renciacidén. La HIC pericentromérica posiblemente no tendria
una funcién importante en el aparcamiento de los cromosomas

homélogos, como ha sido propuesto (41),
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In otros vertebrados poiquilotermos, se ha
sugerido que la diferencia de HC entre los componentes del
par sexual (XY) determinaria la no formacién de quiasmas con
la consiguientce disminucién de la recombinacién genética en-
tre ambos cromosomas (42,43). En las especies de Eupsophus,
la diferencia de lIC pericentromérica entre los cromosomas X
e Y s6lo corresponderia a diferencias estructurales, posi-
blemente sin incidencia en la regulacién de la recombina-
cién. La existencia de sb6lo quiasmas terminales en la
diaquinesis de ambas especies, que es ;aracteristica de la
melosis de los anuros representantes de las familias moder-
nas (23), favorecceria la mantencidén de sectores heterocromi-
ticos centroméricos diferenciados entre los cromosomas X e Y

de estas especics.

Una de las posibles funciones que se le atri-
buye a 1la 1iC es la de proteger las regiones genéticamente
activas.(41). Esto permitiria suponer que la disminucién de
HC en el cromosoma Y lo haria mads susceptible a cambios por
efecto de mutacidén, lo que facilitaria una progresiva dife-

renciacién del par sexual.

Ln  tupsophus no sc observa la formacién de

una vesicula sexual durante la meiosis, como ocurre con los
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bivalentes XY en los mamiferos (44). En Taiturus y en el
lagarto Cnemidophonus tignis ambos con bivalente XY, asi co-
mo en las especies estudiadas con cromosomas ZW, tampoco se
ha sefalado la formacidén de vesicula sexual (42,43,45). Sin
embargo, no podemos descartar que en las especies estudiadas
de Eupsophus el bivalente sexual forme una estructura parti-
cular en la mciosis que lo difcfencie de los autosomas, como
lo sugiere, por ejemplo, la figura en pinza que se observa
en los ndacleos de E. miguefi. Por esto, un estudio de los
nicleos de los meiocitos de ambas especies con métodos de
mayor resolucidén, como la microscopia electr6nica de trans-

misidn u otros, permitiria aclarar este problema.

DIFLRENCIACION DLL PAR SLEXUAL

son  cscasos los estudios comparativos de los
cromosomas sexuales en estados iniciales de diferenciacién
morfoldgica en especies relacionadas filogenéticamente. En
todos los casos reportados en poiquilotermos, en que se ha

utilizado bandeo cromosémico, se ha interpretado, ya sea, al
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cromosoma Y o al W como derivados. Se ha basado esta afirma
cidn en que los cromosomas X o Z, de las especies que se com
paran, presentan una morfologia similar. Las caracteristi-
cas morfol6gicas de los heterocromosomas en el sexo homogamé
tico representarian, por lo tanto, la condicidén ancestral

(46) .

La excepcidn con respecto a que la diferencia
cid6n del par sexual en vertebrados ocurre por modificaciones
del cromosoma propio del sexo heterogamético (Y o W) ha sido
senalada cn un estudio cromosémico reciente en queldnidos.
En especies del género Staurotypus, con un sistema cromosémi
co XY/XX, el heteromorfismo del par sexual se ha establecido
por cambios en la morfologia del cromosoma X como producto
de una translocaci6n. En este caso, la morfologia del cromo

soma Y representaria la condicién ancestral (46) .

Iin la diferenciacién del par sexual en las es
pecies de Ctupsophus, es posible considerar tanto al Cromoso-
ma Y o al X como derivados. La diferente morfologia de este
par en estas especies hace necesario recurrir a un esquema
filogenético para explicar los posibles cambios cromosémicos
que  han conducido a la diferenciacién de los heterocromoso-

mas. Ln el esquema que se ilustra en la Fig. 18,a; al consi




e ik

R —

-

E.roseus

B m:gueIlE
X

E.roseus

——

HETEROCROMATINIZACION

E. mlguehﬂ
Figura 18;:
a) Cromosoma Y derivado

b) Cromosoma X derivado

Diferenciacion del par Sexual en Eupsophus.
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derar al cromosoma Y como derivado, el par isomérfico ances-
tral podria ser de morfologfia metacéntrica o telocéntrica,
con HC pericentromérica. El cromosoma Y se diferenciaria
Por una delecidén de esta HC. Si el par del cual deriva este
cromosoma Y es telocéntrico, la delecién de la HC podria ocu
rrir por una inversién pericéntrica. La diferente morfolo-
gia del cromosoma X en ambas especies se explicaria, a su

vez, por una inversidn pericéntrica.

.
-

Tomando en consideracién las dos posibilida-
des que se sugieren en el citado esquema (Fig. 18,a), para
explicar la morfologia del par sexual en E. roseus se requie
re postular la ocurrencia de una inversidén pericéntrica en
cada uno de los cromosomas de este par, si se parte de un an
cestral teloctntrico. Resulta, sin embargo, mis simple pos-
tular que el par sexual en los Eupsophus se habria originado
a partir de un par metacéntrico ancestral. El par sexual de
E. migueldi represcntaria una condicién evolutiva mas avanza-

da en relacidén a su especie congenérica.

Si consideramos ahora al cromosoma X como de-
rivado (Fig. 18,b), la explicacién mis simple seria postular
que este cromosoma se originaria por aumento o adicidén de HC

pericentromérica a partir de un par isomérfico metacéntrico
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sin HC. El1 cromosoma X de E. miguefi podria originarse, a

su vez, por una inversidén pericéntrica.

En resumen, las evidencias encontradas en
Eupsophus sugieren que en estas especies el par sexual se
originaria por ¢l establecimiento de una diferencia en HC en
tre los miembros del par, la que puede o no estar acompafada

de cambios importantes de la morfologia cromosémica.

SISTEMAS DE DETERMINACION DEL SEXO EN LOS ANUROS

La existencia de un sistema XY/XX en Eupso-
phus es una evidencia que se contrapone con la informacién
disponible en los anuros, en los cuales se ha determinado,
hasta ahora, un heterogametismo cromosémico restringido. a

las hembras (15).

Al comparar el par sexual XY de Eupsophus con
el correspondiente IZW de P. adspersus se revelan diferencias
en la morfologfa y estructura cromosémica puesta de manifies
to por el bandeco cromosémico. En esta dltima especie, am-
bos cromosomas del par son sm, de diferente tamafio y con HC

pericentromérica. El cromosoma W presenta, ademads, lIC en to
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da la longitud del brazo corto. Con fluorocromos como mi-
tramicina sc¢ reconocié que esta IC es rica en bases CG (15).
En Eupsophus, en cambio, los cromosomas sexuales son del mis
mo tamano. L1 cromosoma Y es m y sin lIC. El cromosoma X es
t en £, miguelc y m en E. roseus, con lIC pericentromérica en
ambos casos. Ninguno de los componentes del par presenta
una respuecsta al bandeo Q que indique predominio de una de-
terminada composicidén de bases en el ADN cromos6mico. Ll cro
mosoma W de P, adApenauQ es de tamano similar al cromosoma Y
de Eupsophus. Ll X, en tanto, es aproximadamente la mitad
del tamano del cromosoma Z. A diferencia de lo observado en
Eupsophus, las caracteristicas del par sexual en P. adspen-
dus 1indican que la diferenciacién de éste ocurriria princi-
palmente por heterocromatinizaci6én del cromosoma W (15). La
diferencia entre los sistemas de determinacidn sexual de
tupsophus y P. adspersus, a lo que sc agrega las caracteris-
ticas particulares de los heterocromosomas de estas eéspe-
cies, sugieren fuertemente la hipétesis de un origen polifi-
lético en el establecimiento de los mecanismos cromosémicos

de determinacién del sexo en los anuros.

lLas caracteristicas de Eupsophus como género

primitivo «¢n Telnatobiinae hacen que sea de importancia el
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descubrimiento de cromosomas sexuales en este género. Un es
tudio detallado de los cariotipos de las restantes especies
de telmatobinos, utilizando bandeo cromosémico, permitiria
determinar si la presencia de cromosomas sexuales correspon-
de a un evento evolutivo finico en Eupsdophus o caracteriza a

otros representantes de este grupo primitivo de Leptodacty-

lidae.

SEXO CROMOSOMICO Y SEXO GONADAL

Ln las especies de Eupsophus estudiadas la di
ferenciacién de la génada es tardia en el desarrollo, a di-
ferencia de lo descrito en Xenopus Laevis, Rana pipiens (47,

48) y Bufo chilensis (Iturra, obs. pers.) .

Esta diferenciacién tardfa de 1la gbnada junto
con la gran mortalidad de los ejemplares en desarrollo de E.
miguefi no permitieron establecer la correspondencia entre
cariotipo y sexo gonadal. Sin embargo, en E. roseus se con-
t6 con ejemplares en estado 41 de Gosner en los cuales se ob
servé el comienzo de la diferenciacién de la gbénada. Al com
parar estos ejemplares con larvas de X. faevis en un estado

del desarrollo equivalente, se encuentra que en esta (ltima




80.

especie ya existen nicleos meiSticos en el testiculo y ovoci

tos en crecimiento en la génada femenina.

La existencié de un sistema cromosémico de de
terminacién del sexo, acompafiado de un proceso de diferencia
cién tardia de la génada, tal como ocurre en Eupsophus abre
un interesante campo de investigacién en relacién al proble-
ma de la independencia relativa que posiblemente adquiere el
proceso de diferenciaci6én gonadal al existir cromosomas se-
xuales en una especie. Con la informacién disponible en 1la
actualidad, restringida s6lo a las especies de Eupsophus y,
por lo tanto, al no contar con elementos de comparacién con
lo que existe en otras especies relacionadas, una posible re

lacién causal entre ambos procesos es sélo especulacién.

Ll heterogametismo del macho de E. noseus es-
taria asociado con una diferenciacidn mis temprana de la gé-
nada masculina. En X. Laevis esta diferenciacién mis tempra
na ocurriria también en correspondencia con el sexo heteroga
mético, en este caso representado por las hembras, en las
Cuales el proceso de mitosis de las CGp precede al de 1la

génada masculina (49).

Las especies de Eupsophus, por presentar cro-
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mosomas sexuales identificables citol6gicamente se presentan
como un material de excepcidn para estudiar el problema de
la diferenciacién de la génada en anuros el cual permanece

controversial.
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CONCE&iIES I 0NES

En Eupsophus miqueldl y E. noseus demostramos la existen-
cia de un sistema cromosdmico de determinacién del sexo,
mediante la identificacién de un par de cromosomas sexua
les. Ll sexo heterogamético en ambas especies es el ma-

cho y, por lo tanto, corresponde a un sistema XY/XX.

Al identificar un sistema XY/XX en Eupsophus, aportamos
la evidencia que permite establecer 1la naturaleza poli-
filética de los sistemas cromosémicos de determinacién

del sexo en los anuros.

Los cromosomas sexuales en Eupsophus estdn en estado ini
cial de diferenciacién como lo demuestran la similitud
morfoldgica uel par XY y el comportamiento de los hete-

rocromosomas dJdurante la meiosis de ambas especies.




RS.

La diferenciacidn del par sexual en Eupsophus es el re-
sultado de diferencias en la cantidad de heterocromatina
constitutiva pericentromérica entre ambos componentes de
este par. Estas diferencias pueden estar asociadas a
reordenamientos que determinan cambios en la morfologia

cromosodmica.

La diferenciacién de 1la génada en ambas especies de
Eupsophus es tardfa en el desarrollo. Al poder determi-
har precozmente en las larvas el sexo cromosémico, se
dispone de un material biolédgico apropiado donde poder
precisar los cambios morfogenéticos que conducen a esta-

blecer el sexo gonadal en los anuros.
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