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RESUMO

O género Pseudopaludicola, atualmente pertencente a familia Leiuperidae, é formado por 12
espécies amplamente distribuidas pela América do Sul, com nove delas relatadas para o Brasil.
Com base em dados morfolégicos, as espécies do género foram alocadas em dois grupos:
“pusilla” e “falcipes”. Mudancas taxondmicas freqiientes foram relatadas para o género e
andlises recentes com base em dados moleculares mostraram que as relacdes intergenéricas de
Pseudopaludicola também permanecem pouco esclarecidas. Devido a grande semelhanca
morfoldgica dos exemplares de Pseudopaludicola, ha suspeita de confusdes na identificagdao
das espécies para algumas localidades e da existéncia de espécies novas. De modo geral,
existem poucas informagdes citogenéticas para o género que, em sua maioria, se restringem a
determinacdo do niimero de cromossomos e andlise do cariétipo por método de coloragcdo
convencional. Considerando que a andlise citogenética mais detalhada constitui uma
ferramenta importante que pode contribuir para a diferenciacio de espécies de
Pseudopaludicola e para o entendimento da sistematica do género, no presente trabalho foram
estudadas as espécies Pseudopaludicola mineira, P. canga e P. saltica, provenientes de suas
localidades-tipo (Serra do Cipd, MG; Serra dos Carajas, PA; e Chapada dos Guimaraes, MT,
respectivamente), P. saltica de Uberlandia, MG, Pseudopaludicola aff. saltica de Rio Claro
(SP), Pseudopaludicola aff. falcipes de Icém (SP), e outras trés amostras de Pseudopaludicola
sp. (1, 2 e 3) provenientes, respectivamente, de Andarai (BA), Barreirinhas (MA) e Uberlandia
(MG). As metafases foram obtidas de suspensdes de células de epitélio intestinal e de
testiculo, e coradas com Giemsa ou submetidas as técnicas impregnacio por prata (Ag-NOR)
para deteccdo de regido organizadora de nucléolo (NOR) e de bandamento C, para a
localizac@o de heterocromatina. As espécies estudadas dividem-se em dois grupos quanto ao
nimero de cromossomos, 2n=18 e 2n=22. As espécies P. mineira, Pseudopaludicola sp.1, P.
saltica e Pseudopaludicola aff. saltica apresentam 2n=22 cromossomos. Pseudopaludicola
mineira diferiu de Pseudopaludicola sp.1 pela morfologia dos pares 7, 8 e 11, posi¢do da NOR
no par 8 e pela distribuicdo de blocos heterocromaticos. As duas populacdes de P. saltica e a
populacdo de Pseudopaludicola aff. saltica apresentaram cromossomos com a mesma
morfologia, exceto o par 8 que em P. saltica caracteriza cromossomos sexuais do tipo

XX/XY, sendo o X telocéntrico e o Y submetacéntrico, ambos portadores da NOR, enquanto



em Psedopaludicola aff. saltica o par 8 é telocéntrico, heteromorfico em tamanho, e apresenta
marcacdo da NOR e banda heterocromdtica apenas no cromossomo maior do par. Os
cariotipos de P. canga, Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff.
falcipes apresentaram cariétipos idénticos com 2n=18 cromossomos. Esses caridtipos diferem,
no entanto, quanto a localizagdo da NOR pericentromérica no braco curto do par 3 em P.
canga e Pseudopaludicola sp.2 e telomérica no brago longo do par 9 em Pseudopaludicola
sp.3 e Pseudopaludicola aff. falcipes. O padrao de bandamento C destas espécies mostrou-se
bastante similar diferindo apenas pela presen¢a de uma banda no brago longo do par 2 em P.
canga e Pseudopaludicola sp.2 e ausente em Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff.
falcipes. Os dados citogenéticos permitiram diferenciar Pseudopaludicola sp.1 das demais
espécies de 22 cromossomos ja cariotipadas, sugerindo que possa se tratar de uma nova
espécie. O sistema de determinacdo do sexo do tipo XXQ/XYJ' detectado em P. saltica nio
foi relatado anteriormente para o género Pseudopaludicola, sendo esse o primeiro caso. A
hipétese de fissdo seguida de perda do bragco menor em um dos homdlogos de um par de
cromossomos submetacéntricos € sugerida para explicar a origem do cromossomo X. O
heteromorfismo do par 8 observado em Pseudopaludicola aff. saltica, pode ter ocorrido por
mecanismo de crossing-over desigual. As espécies Pseudopaludicola canga e
Pseudopaludicola sp.2 nao puderam ser citogeneticamente diferenciadas, no entanto, nao
descartamos a possibilidade de serem taxons distintos. A grande similaridade dos caridtipos
2n=18 sugere que Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff.
falcipes possam também pertencer a0 mesmo grupo em que se encontra P. canga, atualmente
grupo “pusilla”. Os dados sugerem ainda que Pseudopaludicola aff. falcipes (2n=18) seja
proximamente relacionada a P. canga (2n=18) e ndo a P. falcipes (2n=22), apesar das
semelhangas morfoldgicas entre seus exemplares. Os resultados obtidos no presente estudo

reforcam a necessidade de uma extensa revisao taxonomica no género Pseudopaludicola.



ABSTRACT

The genus Pseudopaludicola, of the family Leiuperidae, comprises 12 frog species and is
widely distributed in South America. In Brazil, nine species have been described within this
genus. As based on morphological data, the Pseudopaludicola species were classified in two
groups named “pusilla” and “falcipes”. Although this genus has undergone several taxonomic
changes, recent molecular analyses revealed still unclear intergeneric relationships. The high
morphological similarities among diverse species of Pseudopaludicola, associated to their
sympatry in several localities, suggest taxonomic misidentification which had been based only
in morphological characteristics. Besides, recent studies seem to indicate the existence of
cryptic Pseudopaludicola species in several Brazilian localities. Cytogenetics of
Pseudopaludicola has been scarce and restricted to the determination of chromosome number
and morphology. Further cytogenetic analysis can contribute to differentiate the
Pseudopaludicola species and, therefore, improve the sistematics of this genus. The objective
of this work was to analyze the karyotypes of several Brazilian Pseudopaludicola species
aiming at providing their characterization and further understanding of their systematic
relationships. The analyzed species were the P. mineira, P. canga and P. saltica, from their
type-localities (Serra do Cip6, MG; Serra dos Carajas, PA, and Chapada dos Guimaraes, MT,
respectively), P. saltica from Uberlandia, MG, Pseudopaludicola aff. saltica from Rio Claro
(SP), Pseudopaludicola aff. falcipes from Icém (SP), and specimens of Pseudopaludicola sp.
I, 2 and 3, respectively from Andarai (BA), Barreirinhas (MA) and Uberlandia (MG).
Metaphases were obtained from intestinal epithelium and testicular cell suspensions, and
stained with Giemsa or submitted to silver staining, in order to detect the nucleolus organizing
regions (Ag-NOR), and to C-banding technique for heterochromatin localization. As based on
chromosome number, there were two groups of karyotypes, with 2n=22 and 2n=18. The
species P. mineira, Pseudopaludicola sp.1, P. saltica and Pseudopaludicola aff. saltica had a
diploid number of 2n=22. Pseudopaludicola mineira and Pseudopaludicola sp.1 differed in
the morphology of pairs 7, 8 and 11, in the NOR location in the pair 8 and in the
heterochromatin distribution. The P. saltica and Pseudopaludicola aff. saltica populations

showed very similar chromosomal morphology and identical heterochromatin pattern, except



for the pair 8. In P. saltica, the pair 8 was characterized as sex chromosomes XX9/XYdJ,
being the X classified as telocentric and Y submetacentric, whereas in Psedopaludicola aff.
saltica, in both male and female specimens, the homologues of pair 8 are telocentrics,
heteromorphic in size with the heterochromatin block present only in the longer homologue.
The pair 8 is the NOR-bearing chromosome in both P. saltica and Psedopaludicola aff.
saltica. High similarity was observed among the karyotypes of P. canga, Pseudopaludicola
sp.2, Pseudopaludicola sp.3 and Pseudopaludicola aff. falcipes, all of them with 2n=18
chromosomes. However, these karyotypes differed in the NOR location, which was on pair 3
in P. canga and Pseudopaludicola sp.2, and on pair 9 in Pseudopaludicola sp.3 and
Pseudopaludicola aff. falcipes. These species had similar heterochromatic blocks, except for
one C-band on the long arm of pair 2 in P. canga and Pseudopaludicola sp.2, which was not
observed in Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff. falcipes). The cytogenetic data
clearly distinguished Pseudopaludicola sp.1 from the other known species of this genus with
22 chromosomes, and suggested that this could be a not yet described species. The
identification of sex chromosomes XXQ/XYJ in P. saltica,is the first case of sex
chromosomes reported in the genus Pseudopaludicola. A mechanism of fission followed by
loss of the short arm in one of homologues of a submetacentric pair could explain the origin of
the X chromosome in P. saltica. The size heteromorphism in the homologues of the pair 8 of
Pseudopaludicola aff. saltica, with the NOR site and heterochromatin present only in one of
the homologues, could be explained by unequal crossing-over. The species Pseudopaludicola
canga and Pseudopaludicola sp.2 could not be cytogenetically distinguished, suggesting that
they belong to the same taxon. Since all the analyzed karyotypes of 2n=18 were very similar,
we may suggest that Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff.
falcipes should be included in the same group of P. canga, which is currently allocated in the
“pusilla” group. In addition, the results indicated that Pseudopaludicola aff. falcipes (2n=18)
is more closely related to P. canga (2n=18) than to P. falcipes (2n=22), although the
specimens are morphologically very similar and their identification is not unequivocal.
Ultimately, the data presented herein reinforce the necessity of a taxonomic revision of the

genus Pseudopaludicola.



1. INTRODUCAO

1.1. A Ordem Anura - aspectos gerais

Segundo Frost (2008) a ordem Anura compreende os anfibios mais bem sucedidos e
divide-se em 48 familias com 5602 espécies descritas até o momento. Sdo animais
cosmopolitas e encontram-se amplamente distribuidos por todos os continentes, ndo sendo
encontrados apenas em regides desérticas, na Antartida, em altas latitudes e em algumas ilhas
oceanicas. Aproximadamente 1700 espécies sdo encontradas na América do Sul.

Os anuros caracterizam-se por apresentar um corpo curto com auséncia de cauda,
quatro extremidades locomotoras, sendo os membros posteriores, em geral, sob a forma de
poderosas patas saltadoras, escavadoras ou nadadoras (Duellman & Trueb, 1994). As larvas
sd0 aquaticas, inicialmente com branquias externas e posteriormente com branquias internas.
Durante a metamorfose as patas posteriores aparecem primeiro, seguidas pelo surgimento das
patas anteriores (Ziswiler, 1988 apud Busin, 2005). Individuos adultos, normalmente, tém vida
terrestre e sua respiragdo ¢é feita por pulmdes e pela difusdo dos gases através da pele, que
geralmente € lisa, imida e sem apéndices epidérmicos (Duellman & Trueb, 1994; Pough et al.,
2004).

Os anuros, assim como os pdssaros, anunciam sua presenca por meio de vocalizagdo.
Algumas espécies produzem sons variados, sendo o mais comum o canto de andncio usado
pelos machos para atrair as fémeas. Os cantos territoriais sdo reconhecidos por outros machos
e os cantos de combate sdo os produzidos durante interacdes entre machos (Duellman &
Trueb, 1994). Embora haja bastante varia¢do entre os cantos, este € bastante caracteristico para
as espécies de anuros, servindo para identificar a espécie e o sexo do animal, porém,
freqlientemente, tdxons correlatos apresentam cantos bastante similares (Lutz, 1973 apud
Busin, 2005).

Os animais da ordem Anura apresentam também uma variedade de modos
reprodutivos, sendo mais freqiiente a fecundagdo externa (Duellman & Trueb, 1994).

Apesar do alto nimero de representantes dessa Classe, os anuros sao morfologicamente
semelhantes, o que dificulta as identificagdes baseadas exclusivamente nestes caracteres, bem

como o entendimento das relagdes de parentesco. Nos ultimos anos, uma ferramenta muito
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valiosa tem sido utilizada para o estudo dos anuros — a andlise molecular. Esta técnica tem se
baseado em seqiienciar fragmentos ou segmentos de DNA de diversos individuos de diferentes
familias, géneros e até populacdes da mesma espécie e posteriormente comparar os dados,
inferindo hipéteses de relacionamento (Hillis, 1987; Hillis et al., 1993).

Contudo, Emerson et al. (2000) acreditavam que andlises com dados moleculares e
morfoldgicos t€m sido problemadticas, uma vez que os estudos morfolégicos tém fornecido
poucas informacdes contundentes, sendo algumas de dificil interpretacdao e que as andlises
moleculares t€ém abordado poucos tdxons ou se baseado somente em caracteres pouco
informativos. Entretanto, atualmente, segundo diversos autores (por exemplo, Faivovich et al.,
2005; Frost et al., 2006 e Grant et al., 2006), a analise molecular com um maior nimero de
tixons e um sequenciamento de uma maior quantidade de genes, tanto nucleares quanto
mitocondriais, podem suportar informacdes contundentes na filogenia dos anuros. De acordo
com Aguiar Jr. (2003), a utilizacdo combinada dos dados moleculares, aliadas a outras fontes
como dados bioquimicos, comportamentais, de ultra-estrutura de espermatozdides e
citogenéticos também podem ajudar a elucidar ou suportar hipéteses de filogenia.

Recentemente, os estudos filogenéticos moleculares envolvendo os dendrobatideos e
varias espécies de diversas familias promoveram algumas alteracdes na sistemdtica desse
grupo. Nestes estudos Frost er al. (2006) e Grant et al. (2006) realocaram em diferentes
géneros e ou familias algumas espécies tidas anteriormente como relaciondas, mas que se
mostraram distintas.

Portanto, a associacdo de diversas fontes de informagdes tais como molecular, ultra-
estrutura dos espermatozoéides, além da citogenética, pode ser bastante elucidativa, uma vez
que diferentes caracteres podem ter pressdes evolutivas distintas, o que refor¢a a importancia

destas ferramentas para o entendimento da sistemética e filogenia dos anuros.

1.2. Citogenética em anuros

Até o inicio da década de 80, os estudos citogenéticos baseavam-se apenas na defini¢dao
do nimero e morfologia cromossdmica por andlise de caridtipos submetidos a coloraciao por
Giemsa. Apesar de simples, estes estudos pioneiros revelaram a existéncia de grupos que
apresentavam cariotipos extremamente conservados e outros bastante diversificados (veja

Becak, 1968; Batistic, 1970; Bogart, 1973, 1981, para exemplos).



Morescalchi (1968, 1973) e Lynch (1971) sugeriram inicialmente que os grupos mais
basais dos anuros possuiam freqiientemente um ndmero alto de cromossomos além da
presenga de cromossomos telocéntricos e microcromossomos, enquanto as familias mais
derivadas apresentavam um numero menor de cromossomos. Suas teorias foram contestadas
posteriormente por Bogart (1973), em seus estudos sobre a evolucdo cariotipica dos anuros.
Nestes estudos, Bogart (1973) verificou que familias tidas como basais, tais como Ascaphidae,
possuiam uma variagdo cromossOmica que dificultava a comparacdo com outros exemplares
de anuros. Além disso, o cariétipo de um representante anuro basal, Rhinophrynus dorsalis,
apresentou um baixo nimero de cromossomos (2n=22), similar a algumas espécies de

Michrohylidae, também tidas como basais.

Com base nesse tipo de andlise simples do caridtipo, alguns mecanismos de evolugao
cariotipica, como fusdo céntrica, foram sugeridos para diferentes espécies de Hylidae (Begak,
1968) e Leptodactylidade (Begak, 1968; Batistic, 1970). Entretanto, mecanismos de
translocacdes também foram considerados para explicar a redu¢do no numero de
cromossomos, que segundo Becgak (1968) poderiam mascarar o processo de fusdo. Na
contramdo da hipétese de redugdo do nimero de cromossomos, 0 aumento de cromossomos
por mecanismo de fissdo também j4 foi relatado para alguns anuros. Kuramoto & Allison
(1989) sugeriram este mecanismo para Barigenys flavigularis, e Busin et al. (2001) para
Pseudis cardosoi. Outro evento presente na especiagdo dos anuros € a poliploidizacdo. Tal
ocorréncia ja foi descrita para diversas espécies de vdrias familias, como por exemplo,
Ceratophrys dorsata (atualmente C. aurita) (Becak et.al., 1967), C. ornata (Bogart, 1967), C.
Joazeirensis (Vieira et. al., 2006) e Odontophrynus americanus (Bogart, 1967). Este aumento
no lote dipléide pode ocorrer por alopoliploidia ou autopoliploidia, sendo este Ultimo mais

comum em anuros (Tymowska, 1991).

Embora muitos mecanismos de evolucdo cariotipica em Anura tenham sido propostos,
a melhor compreensdo das relacdes cariotipicas e de evolugdo desses animais passou a ocorrer
ap6s o advento e a utilizacdo de marcadores citogenéticos, como os obtidos com técnicas de
bandamento cromossdmico e impregnagdo por prata para localizar a regido organizadora do
nucléolo. Um exemplo bastante elucidativo da importancia dessas técnicas de bandamento
para o entendimento dos processos de evolucdo cromossdomica em anuros € o estudo de Miura

et al. (1995) com ras-marrons em que havia um evidente caso de redu¢do cromossomica de 2n

7



= 26 para 2n = 24. Utilizando a andlise de banda C e bandas de replicacdo tardia, foi possivel
detectar um processo de fusdo in tandem entre os cromossomos 11 e 13 de um cariétipo
primitivo com 2n = 26, dando origem ao cromossomo 6 das espécies com 2n = 24

Cromossomaos.

A andlise citogenética empregando técnicas de bandamento cromossdmico tem
permitido diferenciar espécies morfologicamente semelhantes, uma vez que apresentam
caridtipos distintos como o observado em representantes dos géneros Megaelosia (Giaretta &
Aguiar-Jr, 1998; Rosa et al., 2003); Dendropsophus (Medeiros et al., 2003); Paratelmatobius
(Lourenco et al., 2000, 2003b); Allobates (Aguiar-Jr et al., 2002; Veiga-Menoncello et al.,
2003; 2006); Pseudis (Busin et al., 2001) entre outros.

O estudo dessas variagdes cromossdmicas contribui na formulacio de hipdteses sobre a
relac@o filogenética entre diferentes grupos taxondmicos, assim como dentro de um mesmo
grupo e, ainda, permite a andlise de rearranjos cromossdmicos envolvidos na evolugdo desses
tixons (Busin, 2005). Portanto, a andlise citogenética utilizando diferentes técnicas de
bandamento cromossdémico como ferramenta no estudo de questdes taxondmicas podem,
segundo diversos autores, contribuir de forma eficaz para solucionar problemas na sistemédtica
e auxiliar na compreensdo dos processos evolutivos que envolvem este grupo de animais (por
exemplo,;Schmid, 1978a, 1978b, 1980a, 1980b, 1982; King, 1980, 1991; Lourenco et al.,
1999, 2000, 2003a, 2003b; Aguiar Jr. et al., 2002; Veiga-Menoncello et al., 2003, 2006, Silva
et al., 2006; Vieira et al., 2006, Busin et al. 2008, dentre outros).

1.2.1. Regido organizadora do Nucléolo (NOR)

A regido organizadora do nucléolo corresponde a sitios cromossdmicos formados por
numerosas copias de genes que codificam o RNAr precursor que contém os RNAr 18S, 5,8S e
28S, organizadas in tandem e separadas por seqiiéncias espagadoras externas nao transcritas
entre cada unidade repetida (IGS) e por espacadores internos transcritos (ITS) (Sumner, 1990;

Alberts et al., 2004; Mello, 2007).

A produgdo de RNAr ocorre no nucléolo onde formam-se os pré-ribossomos que
posteriormente tornam-se ribossomos funcionais no citoplasma no momento da tradugdo. Os

espacadores internos sao removidos do transcrito primario de RNAr, que no caso de anfibios é
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408, durante o processo de maturagdo desse tipo de RNA que ocorre efetivamente no nucléolo
(Long & David, 1980). A associagdo dos RNAr 18S, 5,8S e 28S com proteinas ribossomais e
com os RNAr 5S, sintetizados fora do nucléolo e posteriormente transportados até ele,
culminam na formacio das subunidades ribossomais 40S e 60S. Diferentes tipos, tamanhos e
nimeros de nucléolos ocorrem de acordo com o tipo e estado fisiolégico da célula em questio,

bem como a quantidade de NORs presentes (Alberts ef al., 2004; Mello, 2007).

Schwarzcher & Wachtler (1993) afirmam que nem todas as NORs de uma célula sdo
ativas durante intérfase, mas as que transcrevem originam os nucléolos. Essas estruturas
contém proteinas relacionadas ao processo de transcrigdo e proteinas ribossomais, que
constituem até 85% de seu volume, além de DNA e RNA ribossomais que podem chegar,

respectivamente, até 17% e 10% do volume do nucléolo.

Entre os individuos da mesma espécie, o tamanho das diferentes NORs pode variar
consideravelmente devido ao nimero varidvel de copias do gene ribossomal apresentado por

cada uma delas (Schmid, 1982).

As NORs sdo ricas em pares de base GC, principalmente nas regides que codificam os
RNAs 188, 5,8S e 28S (Sumner, 1990), geralmente aparecem como constricdes secunddrias e,
em alguns casos, podem conter heterocromatina (Henderson et al., 1972). Goessens (1984)
mostra ainda a localizacdo adjacente de determinado tipo de heterocromatina com regides
organizadoras do nucléolo. Em anfibios, especialmente em anuros, as NORs podem coincidir
com bandas heterocromdticas e facultativamente apresentar grandes blocos de banda C
associados a elas (King, 1980, 1988; King et al., 1990; Lourenco et al., 1998; Silva et al.,
1999). Essas regides sdo compostas parcialmente ou totalmente por seqiiéncias de DNA
repetitivo, o que explica a evidenciacdo dessa regido pela técnica de banda C (Li & Graur,

1991).

As NORs podem ser evidenciadas para a andlise do seu nimero e de sua localizagdao
cromossOmica, por meio de hibridacdo in situ, técnicas citoquimicas como a coloragdo com
mitramicina ou cromomicina Az, bandamento N e impregnacdo pelo ion prata. A hibridacao in
situ € o método mais especifico, pois evidencia todas as NORs, inclusive as inativas, uma vez
que seqiiéncias de DNAr sdo fisicamente detectadas. A cromomicina e a mitramicina coram

regides genOmicas ricas em GC podendo evidenciar ndo apenas as NORs, mas também



algumas regides de heterocromatina. Um exemplo bastante claro na utilizagdo destas
coloracdes diferenciais foi observado por Kasahara et al. (2003) nas espécies de hilineos
Aparasphenodon brunoi, Corythomantis greeningi, Osteocephalus langsdorffii e Scinax
fuscovarius que possuem caridtipos semelhantes constituidos por 2n=24. Essas técnicas
permitiram sugerir que Scinax fuscovarius esta filogeneticamente mais distante das outras

espécies que sao proximamente relacionadas entre si.

O método mais utilizado entre todos os supracitados, é o de impregnacdo pela prata.
Este método, além de mais simples, exibe resultados bastante esclarecedores. A técnica
original de Howell et al. (1975) retne estdgios como a fixacdo dos cromossomos com
formalina, o tratamento com uma solucao pré-corante de prata amoniacal, um tratamento com
hidréxido de sddio diluido, e finalmente a coloragdo com uma mistura de formalina e prata
amoniacal. Algumas modifica¢gdes foram realizadas posteriormente por Goodpasture & Bloom
(1975) que envolvia a utilizagdo de nitrato de prata a 50% e aquecimento do material pelo
calor de uma lampada. Olert (1979) misturou a solug@o de nitrato de prata 50% com &4cido

formico, e utilizou esta solu¢do em suas preparacdes cromossomicas.

Em 1980, Howell & Black aprimoraram a técnica de Olert (1979) utilizando uma
solucdo coloidal ao adicionar acido férmico a uma solucio de gelatina diluida. Essa solucdo é
misturada a uma solucdo de prata imediatamente antes do uso e as laminas s@o incubadas em

uma estufa a 60°C. Esse método recebeu o nome de Ag-NOR.

O método de Ag-NOR estd baseado na afinidade do fon prata por proteinas argiréfilas
associadas a NOR, chamadas genericamente de "proteinas Ag-NOR". Essas proteinas
permanecem associadas ao DNAr até o paquiteno da meiose e no percurso de toda a mitose
(Howell, 1977; Schwarzacher et al., 1978). Considera-se que somente as NORs
transcricionalmente ativas apresentam essas proteinas associadas e, portanto, as NORs inativas
ndo responderiam ao método de Ag-NOR (Schwarzacher et al., 1978; Buys & Osing, 1980;
Schmid et al., 1986; Sumner, 1990; Hernandes-Verdun et al.,1993).

Embora o método Ag-NOR seja muito utilizado, ele ndo € especifico para a NOR,
podendo evidenciar outros sitios, como regides de heterocromatina centromérica e nao-
centromérica (Sumner, 1990). A fim de evitar marcacdes inespecificas, tem sido utilizada

frequentemente a técnica de hibridagdo in situ (FISH) aplicando-se uma sonda de DNAr.
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A localizagdo da NOR em anuros € de fundamental importancia para a citogenética.
Segundo Schmid (1978a, 1978b) e Schmid et al. (1990), organismos que pertencem a espécies
ou grupos muito proximamente relacionados, possuem geralmente a NOR localizada na
mesma regido cromossdmica. A NOR ainda pode ter um cardter filogenético bastante
informativo, como por exemplo, o estudo de Odierna ef al. (2001) que analisaram diversas
espécies de anfibios do género Mantella e alguns exemplares do género Mantidactylus através
de varias técnicas de bandamento cromossomico, incluindo a detec¢cdo da NOR, que inferiu
eficazmente a separacdo do clado de Blommersia-Mantella dos outros Mantidactylus e
Mantella estudados, auxiliando na melhor compreensdo dos aspectos filogenéticos envolvidos

na sistemadtica desses géneros.

O método Ag-NOR possibilitou observar que a maioria dos anuros, tanto de familias
tidas como basais quanto derivadas, apresentam um par de NORs por genoma dipléide (King
et al., 1990). De acordo com Schmid (1982), em anuros, heteromorfismos de tamanho de
NORs sdo bastante comuns e NORs duplicadas ou triplicadas ndo ocorrem em homozigose em
populacdes selvagens, estando sempre associadas a NORs de tamanho "normal". Entretanto,
diversos anuros apresentam varia¢des no nimero e localizagdo de NORs como, por exemplo,
Hyla versicolor e Hyla chrysoscelis (Wiley et al., 1989), Bufo terrestris (Foote et al., 1991),
Agalychnis callidryas (Schmid et al., 1995), Hyla ebraccata (Kaiser et al., 1996), Physalemus
petersi (Lourengo et al., 1998), P. cuvieri (Silva et al., 1999; Quinderé, 2007), Hyla nana
(Medeiros et al., 2003), Leptodactylus mystacinus (Silva et al., 2006), dentre outros.

Andlises cuidadosamente realizadas quanto ao ndmero, localizagdo cromossOmica e
caracteristicas moleculares das NORs de diferentes individuos permitem a identificacdo de
homeologias entre diferentes populacdes e espécies possibilitando, desta maneira, em alguns
casos, o reconhecimento de alguns rearranjos cromossdmicos envolvidos em processos de
evolucdo e diferenciacdo cromossOmica que possivelmente se constituird um cardter

filogenético informativo (por exemplo, Odierna et al., 2001).

1.2.2. Heterocromatina

Heterocromatina, termo cunhado por Heitz (1928) e revisado por Brown (1966), foi

proposto para definir, em termos morfolégicos, a cromatina de regides especificas de certos
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cromossomos, que permanecia condensada durante toda a intérfase, com uma afinidade tao
intensa por corantes quanto aquela de cromossomos metafasicos (Mello & Vidal, 2007). Este
termo € usado genericamente para descrever a cromatina ou segmentos cromossdmicos que
permanecem condensados durante todo o ciclo celular, sendo transcricionalmente inativos

(Babu & Verma, 1987; Alberts et al., 2004).

Até pouco tempo atrds, a heterocromatina era classificada em facultativa e constitutiva
(Brown, 1966). Porém sabe-se hoje que esta classificagdo ndo é muito empregada porque
ambos os tipos de cromatinas sdo baseadas no mesmo modelo de interacdo da cromatina
nucleossomal com complexos protéicos (Henning, 1999). Além disso, foi descoberta uma
proteina chamada Mr51,000 (p51) em cromossomos meidticos sexuais, que durante a préfase
formam uma estrutura chamada de vesicula sexual, o que refor¢a a generalizagao do termo
heterocromatina. A presenga da proteina pS1 esta relacionada a estas vesiculas e também as
regides centroméricas dos cromossomos autossdomicos. Essa proteina pode ser um componente
do mecanismo que torna inacessivel essas regides de heterocromatina a transcri¢des ou

recombinacdes génicas (Smith & Benavente, 1995).

Segundo Hilliker et al. (1980) existem muitos genes funcionais nas regides de
heterocromatina em Drosophila melonogaster, embora a quantidade destes genes ativos sendo
muito inferiores as de regides de eucromatina. Sumner (1990) acredita que possam existir
ainda porcdes de eucromatina dentro de grandes regides de heterocromatina, o que poderia
explicar também a atividade génica desse tipo de cromatina. Porém, para muitos pesquisadores
a heterocromatina era considerada como “DNA lixo” devido a inexisténcia de genes (ver

revisdo de Pardue & Hennig, 1990).

A heterocromatina geralmente compreende pequena porcdo do genoma, porém em
casos especiais pode chegar a 50% do total de DNA da célula (Sumner, 1994). King (1991)
sugere que a heterocromatina exer¢a papel importante na prote¢do de sitios eucromaticos
adjacentes de modificagdes estruturais acarretadas por recombinagdo, uma vez que reduz a
formacdo de quiasmas. Outras funcdes também ja foram atreladas a heterocromatina, como a
inativacdo de genes localizados muito préximos a outros transcricionalmente ativos (Reuter &

Spierer, 1992).
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O processo de heterocromatinizacio, que requer metilacdes da histona H3 na lisina 9 e
o subseqiiente recrutamento de proteinas como a HPI1, serve de modelo para a regulacdo da
modificacdo das histonas e associacdo da cromatina no controle epigenetico do genoma.
Recentes estudos em Schizosaccharomyces pombe indicam que a heterocromatina se porta
como uma “‘plataforma dindmica” no recrutamento e extensao de proteinas regulatdrias através
de dominios extendidos para o controle de vdrios processos cromossomais, incluindo

transcri¢ao e segregagdo cromossomica (Grewal & Jia, 2007).

Outra importante funcdo também atribuida a heterocromatina é o chamado
“silenciamento génico”. Este processo baseia-se na caracteristica do DNA heterocromatico ser
constituido freqiientemente por uma grande série de pequenas seqiiéncias repetidas in tandem
que ndo codificam proteinas (Alberts et al., 2004). O silenciamento génico pode ser observado
em Drosophila, onde regides de eucromatina trancricionalmente ativas adquirem um nivel
maior de compactagdo transformando-se em heterocromatina e conseqiientemente reprimindo
a atividade génica destas regides (Spofford, 1976; Reuter & Spierer, 1992; Weiler &
Wakimoto, 1995). Outro exemplo € a prote¢do do material genético contra elementos méveis
de DNA, que podem se multiplicar e se inserir no genoma (Alberts et al., 2004). De acordo
com essa teoria, uma vez que um grupo de elementos méveis tenha se formado, o DNA que o

contém serd compactado em heterocromatina para prevenir uma posterior proliferacao.

A regido organizadora do nucléolo também pode apresentar mecanismos de regulacdo
associados a segmentos de heterocromatina extras nao adjacentes a NOR. Em estudos com
gafanhotos, Cabrero et al. (1986) propuseram a relagdo da existéncia desses segmentos
heterocromdticos extras a um aumento na atividade das NORs secunddrias, sugerindo que
esses blocos de heterocromatina possam inativar genes supressores de NORs, encontrados
adjacentes a essa heterocromatina. Lopez-Léon et al. (1995), também em estudos com
gafanhotos, evidenciaram a dependéncia entre NORs na presenca de heterocromatina

supranumeraria.

Apesar de possuir uma baixa expressdo génica e estar sempre compactada, fato este
que limita o acesso de outras proteinas e enzimas naquela regido do DNA, a heterocromatina
realiza, ainda, outras funcdes muito importantes para a manuten¢do e funcionamento

bioquimico do ntcleo das células, como por exemplo, a prote¢do de regides centroméricas e
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teloméricas. A heterocromatina inclui outras proteinas adicionais e, provavelmente, representa
um maior nivel de compactagdo da cromatina que somente agora esta comecando a ser

compreendido (Alberts, et al., 2004).

A heterocromatina € geralmente detectada citogeneticamente através da técnica de
bandamento C. Também pode ser detectada por outros métodos tais como, bandamento N,
impregnacdo pela prata, bandamentos com enzimas de restricdo, colora¢cdes com DAPI,
mitramicina e cromomicina. Sumner (1990) cita também a reacdo de Feulgen para

investigacdo de regides cromossdmicas com maior ou menor condensacao.

A técnica de bandamento C, hoje considerada como a melhor para se detectar
citologicamente as regides de heterocromatina, teve origem no método classico de hibridagcao
in situ desenvolvido por Pardue & Gall (1970). Esses pesquisadores observaram que as regioes
centroméricas dos cromossomos coravam mais intensamente com Giemsa, apds terem sido
desnaturadas com uma base antes da hibrida¢do. Esses autores sugeriram, entdo, que as
regides evidenciadas por esse método eram constituidas quase que totalmente de DNA
altamente repetitivo, denominado de DNA satélite. Sumner (1990) cita que embora essa
correlagdo entre DNA altamente repetitivo e banda C-positiva ocorra com freqiiéncia, existe

casos em que ndo foi detectado esse tipo de DNA em regides visualizadas pela banda C.

A técnica usada atualmente foi descrita por Sumner (1972). Entretanto, alguns ajustes
de tempo e de concentragdes das solugdes usadas sdo necessdrios para diferentes espécies e

envelhecimento das preparagdes dos materiais a serem submetidos a andlise.

A técnica de bandamento de C baseia-se em trés processos: a hidrélise do material
cromossOmico em uma solu¢do 4cida ou bésica, um tratamento alcalino em uma temperatura

elevada, e a incuba¢do do material em uma solucao salina concentrada.

Quimicamente, o primeiro tratamento do material € uma hidrdlise feita em 4acido
cloridrico, que ocasiona a despurinacdo do DNA. A incubag¢do posterior em uma solugdo
alcalina saturada a uma elevada temperatura, provoca a lise e a exposi¢ao dos sitios apurinicos
assim como a desnaturacdo irreversivel do DNA. Finalmente, o tratamento salino remove o
material genético despurinado. As regides de heterocromatina possuem uma despurinagdo

mais lenta, o que explica a visualizacdo destas regides apds a coloragdo com Giemsa. Ainda
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desconhece-se a razdo pela qual as regides de ndo banda C sofrem remogdo preferencial

(Holmquist, 1979).

Técnicas de bandamento G, R e Q, tdo eficientes e elucidativas em mamiferos, sdo

pouco eficazes em anfibios.

Espécies muito proximas podem diferir no padrido heterocromaético de seus genomas no
que se refere ao nimero, localizagdo e as propriedades de coloragdo, tornando-se assim, um
importante componente nas andlises citogenéticas e evolutivas (Sumner, 1990). Ainda
segundo o autor, cromossomos que ndo apresentam bandas C sdo raros, e provavelmente, ndo

ocorram em cariétipos normais.

King (1991) relata que diferencas nos padrdes heterocromadticos entre espécies sao
encontradas ndo somente nos anuros basais, mas também nos mais derivados. Apds observar a
variacdo na quantidade de heterocromatina banda C positiva em Amphibia, King (1991)
propds o envolvimento de trés processos na evolu¢do da heterocromatina nesse grupo. O
primeiro seria a adi¢do de heterocromatina a sitios cromossomicos especificos; o segundo, a
transformacdo de regides cromossdmicas eucromdticas em regides de heterocromatina; e o

ultimo, a evolucdo em conjunto de multiplos sitios heterocromaéticos.

O padrao de distribuicdo da heterocromatina detectada principalmente pela técnica de
banda C tem contribuido para a caracterizagdo citogenética de determinados grupos,
auxiliando na sistemdtica dos anuros (por exemplo, Anderson, 1991; Veiga-Menoncello et al.,

2003, 2006, dentre outros).

1.2.3. Cromossomos sexuais em anuros

Os anfibios estudados até o presente momento possuem mecanismos genéticos de
determinacdo sexual (Wallace et al., 1999) que provavelmente estd presente em todos os
representantes desta Classe (Hayes, 1998). Entretanto, a presenca de cromossomos sexuais
heteromorficos como vetor desse mecanismo de determinagdo sexual é raro (Hillis & Green,
1990; Hayes, 1998; Schmid et al., 1991; Schmid & Steilein, 2001; Wiley, 2003).

Fatores externos tais como temperatura, manipulagdes fisicas e hormdnios exdgenos

podem influenciar na diferenciacdo sexual (gdnadas), mas diferentemente de alguns peixes e
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répteis que possuem um mecanismo de determinacdo sexual ambiental verdadeiro, apenas os
hormonios exdgenos podem influenciar na determinacio sexual dos anfibios naturalmente
(Hayes, 1998). Mecanismos de reversdo sexual espontanea também ja foram reportados para
algumas espécies de anfibios, em que a temperatura foi fator preponderante para viabilizar
esse processo (Wallace et al., 1999). Segundo Schmid et al. (1991) a origem de machos por
processos de reversdo sexual pode demonstrar o tipo de mecanismo de determinacdo sexual
envolvido para estas espécies.

Aproximadamente 900 espécies de anuros ja tiveram seus caridtipos estudados e, até o
presente momento, apenas 28 revelaram a presenca de cromossomos sexuais (Cuevas &
Forma, 1996; Ryuazaki et al., 1999; Lourenco et al., 1999; Green, 1988a, 1988b, 2002; Green
& Canatella, 1993; Schmid et al., 2002a, 2002b; Schmid & Steilen, 2001, 2003; Odierna et al.,
2007; Ananias et al., 2007; Busin et al., 2008). Os cromossomos sexuais podem estar
presentes em heterogamia feminina ou heterogamia masculina, nos sistemas ZZ/ZW e
XX/XY, respectivamente. Além desses dois sistemas, existe um mecanismo raro de
determinacdo sexual, observado em Leiopelma hochstetteri, constituido por apenas um
supranumerdrio, univalente e varidvel cromossomo W, sem a presenga do heterohomdlogo
cromossomo Z, caracterizando o sistema sexual impar WO0/00 (Green, 1988a; Green &
Cannatella, 1993).

Sistemas multiplos de cromossomos sexuais também ja foram descritos em anuros para
duas espécies até entdo tidas como Eleutherodactylus. Para ambas as espécies hd a presenca de
um par de cromossomos autossdmicos juntos ao par sexual. Em Eleutherodactylus maussi
(atualmente Strabomantis biporcatus) o sistema multiplo XXAAQ/ XAAYJ, originou-se por
uma fusdo céntrica entre o cromossomo Y original e um autossomo (Schmid et al., 2002c). A
outra espécie, Eleutherodactylus riveroi (atualmente Pristimantis riveroi), também apresentou
o sistema multiplo de cromossomos sexuais similar, entretanto a maioria dos machos
analisados (53,8% dos estudados) ndo possuia o cromossomo Y associado a um autossomo,
exibindo entdo o genétipo XYAAJS (Schmid et al., 2003a).

Espécies de variados grupos de anuros apresentam diferenciacdo de cromossomos
sexuais (Hillis & Green, 1990; Schmid et al., 1991). Esses cromossomos sexuais podem
apresentar grandes diferencas morfoldgicas entre si, o que facilita muito o reconhecimento de

tais cromossomos (Schmid et al., 1991), ou possuirem uma morfologia muito semelhante, cujo
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reconhecimento s6 pode ser feito através da aplicacdo de alguma técnica de bandamento
cromossomico (Schempp & Schmid, 1981; Odierna et al., 2007) ou andlises moleculares
(Wallace et al., 1999; Wiley, 2003).

Cromossomos heteromorficos sdo observados tanto no sistema XX/XY, como os
encontrados em espécies de Eupsophus (Iturra & Veloso, 1989; Cuevas & Formas, 1996), de
Gastrotheca (Schmid et al., 1983; Schmid et al., 1988; Schmid et al., 2002a) e de
Engystomops petersi (Lourencgo et al., 1998; 1999), como no sistema ZZ/ZW observados, por
exemplo, em Pseudis tocantins (Busin et al., 2008), Proceratophrys boei (Ananias et al.,
2007) e em anuros marsupiais primitivos do género Leiopelma em que a diferenciagdo dos
cromossomos sexuais baseia-se principalmente na aquisi¢do de uma regiao de heterocromatina
que originou um braco curto no cromossomo W (Green, 1988a, Green, 1988b; Green &
Sharbel, 1988; Green & Canatella, 1993; Green, 2002).

Alguns cromossomos sexuais apresentam diferencas muito grandes, como o0s
observados em Eleutherodactylus euphronides (atualmente Pristimantis euphronides) e E.
shrevei (atualmente Pristimantis shrevei), em que o cromossomo W é bem maior que o Z
devido a presenca de um enorme bloco de heterocromatina evidenciada pela técnica de banda
C (Schmid et al., 2002b). Outro curioso heteromorfismo entre cromossomos sexuais €&
observado em Hyla femoralis, em que o cromossomo X ¢é o tnico portador da NOR devido a
uma delecdo da regido organizadora do nucléolo (NOR) no cromossomo Y, que o faz ser
distintivamente menor que seu homdlogo (Schmid & Steilein, 2003; Wiley, 2003).

Recentemente, foi observada em Rana rugosa (atualmente Glandirana rugosa) uma
mudanca de heterogamia masculina para heterogamia feminina (Ogata et al., 2003). Isso pode
ser comprovado através da presenca de ambos os tipos de cromossomos sexuais, XX/ XY e
77/ ZW para diferentes populagdes oriundas de localidades distintas dentro do territdrio
japonés. Populagdes do oeste do Japao apresentaram heterogamia masculina, e populacdes
advindas de outras regides mostraram cromossomos sexuais com heterogamia feminina (Ogata
et al., 2003). Os autores acreditam que o estado apomorfico seja a heterogamia masculina,
suportados principalmente pelos resultados que obtiveram em andlises moleculares do gene
mitocondrial de RNAr 12S e de cruzamentos artificiais promovidos entre as popula¢des do
oeste do Japao (com cromossomos XX/XY) e as outras populagdes com cromossomos sexuais

2Z/ZW.

17



Os cromossomos sexuais heteromorficos representam um cardter apomorfico recente
na evolucdo dos sistemas sexuais genéticos em vertebrados e sua provdvel origem deu-se
através da diferenciacdo de cromossomos autossomicos primitivos (Bull, 1983). Iturra &
Veloso (1989) também sugerem em seus estudos que 0os cromossomos sexuais tiveram sua
origem em uma diferenciacdo de um par autossomico homomorfico ancestral.

De acordo com Ohno (1967), os cromossomos sexuais evoluiram por uma série de
eventos. O primeiro evento foi um provavel acimulo de diferencas nos genes responsaveis
pela determinagdo sexual entre os homoélogos do par de cromossomos sexuais primitivos.
Posteriormente, a reducdo e a conseqiiente supressao de crossing-over, seguido pela adi¢ao de
heterocromatina nos cromossomos sexuais presentes em apenas um dos sexos (Y ou W),
culminaram com a diferenciacdo morfoldgica do cromossomo heterocromatico (Singh et al.,
1976; Jones & Singh, 1981; Bull, 1983).

A compensacdo na dosagem da expressdo de genes ligados a diferenciagdo do sexo é
um mecanismo importante observado para muitos mamiferos, durante a evolu¢do dos
cromossomos sexuais (Schmid ef al., 1991). Entretanto, em anfibios, assim como em fémeas
de aves (Ohno, 1967; Baverstock, et al., 1982) a compensacdo na dosagem dos genes ligados
ao sexo ndo € assegurado pela inativacdo aleatéria de um dos dois cromossomos X ou Z no
sexo homogamético (Schmid et al., 1991).

De acordo com Hillis & Green (1990), em anfibios, os sistemas ZZ/ZW e XX/XY
originaram-se pela diferenciacdo de um par de cromossomos autossdmicos, em que ZW € o
estado ancestral conforme indicado em andlises filogenéticas.

Anfibios s@o animais ideais para se estudar a histéria da evolu¢do dos cromossomos
sexuais ndo apenas por causa da variabilidade de heterogametas sexuais no grupo, mas por
apresentarem heterocromossomos em diferentes estdgios de diferenciacao (Hillis & Green,
1990).

Estudos comparativos em espécies em estagios distintos de diferenciacio dos
heterocromossomos sao muito importantes para explicar a seqiiéncia de eventos que levou o
heteromorfismo dos cromossomos sexuais (Iturra & Veloso, 1989).

Portanto, a anélise da diferenciacdo desses cromossomos pode constituir uma relevante
ferramenta para melhor compreender os mecanismos evolutivos dos cariétipos nos grupos em

que cromossomos sexuais heteromorficos sdo identificados (Cuevas & Formas, 1996).
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1.3. A Familia Leiuperidae e o género Pseudopaludicola

A familia Leptodactylidae (sensu Laurent, 1986) era anteriormente formada por 49
géneros com cerca de 1100 espécies agrupadas em 5 subfamilias: Ceratophrynae,
Cycloramphinae, Eleutherodactylinae, Leptodactylinae e Telmatobiinae. As subfamilias
Leptodactylinae e Eleutherodactylinae compreendiam aproximadamente dois tercos do total
de espécies da familia, reunindo 22 géneros com cerca de 850 espécies descritas (Frost, 2004).

A sistemadtica dos leptodactilideos sempre foi controversa, de resultados dificeis e, em
alguns momentos, especulativos (Nuin, 2002). Uma significativa contribuicdo para a
classificacdo e entendimento da sistemdtica da familia Leptodactylidae foi feita por Lynch
(1971) que o considerou um grupo distinto de Bufonidae, conforme preconizava Noble (1931
apud Lynch, 1971). Neste mesmo estudo, Lynch (1971) utilizando caracteres miolégicos,
osteologicos e morfoldgicos, reconheceu 4 subfamilias: Cerotophrynae, Hylodinae,
Telmatobiinae e Leptodactylinae.

Heyer (1975) utilizando os mesmos caracteres propostos por Lynch (1971), e
adicionando dados de caridtipo e biologia reprodutiva, analisou as relacdes de parentesco para
a familia Leptodactylidae, e sugeriu a inclusdo da subfamilia Eleuterodactylinae.
Posteriormente, os géneros da familia Leptodactylidae foram separados em 5 subfamilias, com
a criagdo da subfamilia Cycloramphinae, na qual foram incorporados os trés géneros de
Hylodinae, revalidando novamente a subfamilia Eleuterodactylinae (Laurent, 1986 apud Nuin,
2002).

Estudos recentes baseados em dados moleculares (Frost et al., 2006) apontaram o
polifiletismo da familia Leptodactylidae, tendo em vista que as espécies pertencentes a este
tdxon agrupavam-se em duas unidades. Os géneros Pleurodema, Edalorhina, Physalaemus e
Pseudopaludicola foram alocados na unidade Leptodactylinae I e os géneros Adenomera,
Lithodytes, Leptodactylus e Vanzolinius pertencem a unidade Leptodactylinae II. Neste estudo
ficou demonstrado que Leptodactylinae I € parafilético a Leptodactylinae II + Cycloramphinae
I, que compreende os géneros Paratelamtobius e Scythrophrys. De acordo com estes autores, a
unidade Leptodactylinae-I, Leptodactylinae-II somada a Cycloramphinae I passou entdo a ser
reconhecida como Leptodactylidae.

Entretanto, Grant et al. (2006) ampliaram o nimero de tdxons analisados e propuseram,

também com base em dados moleculares, uma nova estruturacdo para a familia
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Leptodactylidae, que passou ser composta por somente quatro géneros, Hydrolaetare,
Leptodactylus, Paratelmatobius e Scythrophrys. Os géneros anteriormente alocados nesta
familia, Edalorhina, Physalaemus (incluindo Engystomops e Eupemphyx — sensu Nascimento
et al., 2005), Pleurodema e Pseudopaludicola, foram incorporados a familia Leiuperidae, a
qual manteve provisoriamente o género Somuncuria, até que novos estudos fornecam mais
suporte para o posicionamento correto desse género.

De acordo com Frost (2008), o género Pseudopaludicola Miranda-Ribeiro, 1926, que
atualmente pertence a familia Leiuperidae, é formado por 12 espécies conhecidas:
Pseudopaludicola boliviana - Parker, 1927, P. ceratophryes - Rivero & Serna, 1985, P.
falcipes - Hensel, 1867, P. llanera - Lynch, 1989, P. mineira - Lobo, 1994, P. mirandae -
Mercadal de Barrio & Barrio, 1994, P. mystacalis - Cope, 1887, P. pusilla - Ruthven, 1916, P.
riopiedadensis - Mercadal de Barrio & Barrio, 1994, P. saltica - Cope, 1887, P. ternetzi -
Miranda-Ribeiro, 1937 e P. canga - Giaretta & Kokubum, 2003. No Brasil ha relatos da
existéncia de nove espécies deste género, entretanto uma delas, a espécie Pseudopaludicola
riopiedadensis, ndo tem sido mais encontrada nos ultimos anos (Rossa-Feres, D.C. -
comunicagao pessoal).

Segundo Lobo (1992), este género é constituido por animais extremamente pequenos,
geralmente com comprimento inferior a 20 mm, que se apresentam amplamente distribuidos
na regido oriental da América do Sul. Sua ocorréncia vai desde o norte da Colombia até a
Argentina, continuando pelas Guianas e Suriname, seguindo pelas regides amazoOnicas da
Colombia e do Brasil, no Cerrado e Mata Atlantica, e regides do Uruguai.

As relagdes de parentesco entre Pseudopaludicola e outros géneros da subfamilia
Leptodactylinae (sensu Lynch, 1971) tém sido estudadas por vérios autores. Heyer (1974),
baseado em andlises de morfologia externa de ovos, larvas e adultos, além de miologia e
osteologia de adultos sugere, em concordancia com o estudo de Lynch (1971), que o género
Pseudopaludicola seja relacionado ao género Physalaemus, € que Pleurodema por sua vez
seja o grupo-irmao de Physalaemus e Pseudopaludicola.

Posteriormente, Heyer (1975) em estudos que envolveram os caracteres analisados
anteriormente, acrescidos de outras informagdes relevantes, sugere que um maior nimero de
espécies deva ser analisado para melhor elucidar as relagdes de parentesco entre os géneros

Pleurodema, Physalaemus e Pseudopaludicola, uma vez que em suas andlises Heyer (1975)
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demonstrou que o género Pseudopaludicola é mais relacionado a Edalorhina e ndo a
Physalaemus como apontavam os estudos anteriores.

Cannatella e Duellman (1984) também sugeriram uma relacdo de parentesco entre
Pseudopaludicola e algumas espécies de Physalaemus (P. cuvieri, P. fernandezae, e P.
henselii), uma vez que os girinos de ambos 0s géneros compartilham entre si uma linha
interrompida nas papilas do labio inferior. Ainda neste mesmo estudo, foi levantada a hip6tese
que Pseudopaludicola seja derivado do género Physalaemus, baseado em caracteres larvais e
morfoldgicos (osteologia e miologia). Contudo, esta hipétese de relacionamento foi
questionada por Lynch (1989) e Lobo (1995), pois dois dos caracteres apresentam variagcoes
em ambos os géneros (dados larvais e osteoldgicos). Lobo (1995) indicou na arvore de
consenso estrito obtida em seus estudos, que nenhum grupo de Physalaemus foi intimamente
relacionado ao género Pseudopaludicola.

Questdes intragenéricas também sdo problematicas em Pseudopaludicola. A estrutura
taxondmica do gé€nero tem historicamente sofrido diversas mudancas. Milstead (1963)
considerou Pseudopaludicola ameghini - Parker, 1927 conhecida somente em sua localidade-
tipo na Chapada dos Guimardes (MT), P. mystacalis e P. saltica, como sindonimos de P.
falcipes. Porém, Bokermann (1966; apud Lynch, 1989) reconheceu essas quatro espécies no
oeste e sudeste do Brasil e colocou P. ternetzi como sindnimo de P. ameghini. Lynch (1971)
listou cinco espécies para o sul e sudeste da América do Sul, P. falcipes, P. ameghini, P.
mystacalis, P. saltica e P. ternetzi.

Segundo Lynch (1989), estes autores supracitados ndo forneceram evidéncias para
suportar essas propostas. Haddad e Cardoso (1987) analisaram as formas encontradas na
Chapada dos Guimardes, MT, através de dados de bioacustica e morfométricos, e a partir
destes resultados, os autores colocaram P. ameghini na sinonimia de P. mystacalis e
consideraram P. saltica e P. mystacalis como espécies validas. Posteriormente, as espécies P.
mystacalis e P. ternetzi foram revalidadas por Lobo (1996).

Lynch (1989) considerou o género Pseudopaludicola monofilético, baseado na
existéncia de um tubérculo hipertrofiado presente no antebraco. Neste trabalho, as espécies P.
boliviana, P. ceratophyes, P. llanera e P. pusilla foram incluidas no grupo "pusilla". As
espécies deste grupo apresentam falange terminal na forma de “T”, uma caracteristica

sinapomorfica que confere o monofiletismo ao grupo. As espécies do sudeste do Brasil e
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Argentina (P. falcipes, P. mystacalis, P. saltica e P. ternetzi), pertencentes ao grupo
“falcipes”, possuem uma falange terminal simples e, segundo o autor, diferentemente do grupo
“pusilla” ndo possuem uma caracteristica comum que aponte o monofiletismo a esse grupo.

Em nivel especifico hd também algumas incongruéncias a serem esclarecidas. Um
exemplo claro que denota isso € o caso da espécie P. falcipes, com ocorréncia relatada no sul e
sudeste do Brasil e norte da Argentina, a qual é morfologicamente muito semelhante a P.
mystacalis (= P. ameghini, sensu Haddad & Cardoso, 1987) e ocorrem em simpatria em
muitas localidades, apresentando dificuldade de identificagcdo. Além dessa problematica,
variacoes morfologicas e de canto também foram observadas em populagdes de
Pseudopaludicola dos estados da Bahia (por Del-Grande, M.L.), do Maranhdo (por
Vasconcelos, G.A) e de Minas Gerais (por Giaretta, A.A.), o que sugere a possibilidade de
existéncia de espécies novas naquelas regioes.

Lobo (1995) realizou um estudo filogenético envolvendo nove espécies de
Pseudopaludicola por andlise de caracteres osteoldgicos e de morfologia externa, tendo como
grupo externo oito espécies de Physalaemus e duas de Leptodactylus. Neste trabalho foi
confirmado o monofiletismo do género e também do grupo "pusilla" proposto por Lynch
(1989), mas com um arranjo interno diferente para as espécies. As andlises de Lobo (1995)
resultaram em trés topologias distintas, nas quais ocorreram variacdes nas posicdes de P.
mineira e P. ternetzi. Pseudopaludicola saltica mostrou-se irma de P. falcipes e em algumas
arvores, P. ternetzi mostrou-se grupo-irmao do par P. saltica e P. falcipes. A relagdo de P.
mineira com as demais espécies permaneceu incerta, no entanto, P. pusilla mostrou-se irma
das demais espécies de seu grupo.

Em estudos posteriores, Lobo (1996) afirma que o género Pseudopaludicola necessita
ser melhor estudado, principalmente no que diz respeito as espécies do sul da América do Sul,
uma vez que ainda persistem importantes questdes a serem elucidadas.

Como ainda persistem duvidas sobre a taxonomia e as relagdes filogenéticas do género
Pseudopaludicola, outros tipos de andlise como a citogenética atrelada a técnicas de
bandamento cromossdmico, poderdo somar-se aos estudos ja realizados, fornecendo novos

dados importantes para a elucidagc@o da sistematica do género.
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1.4. Justificativa

As relagdes de parentesco inter- e intragenéricas de Pseudopaludicola permanecem
pouco esclarecidas. Freqiientes mudangas na taxonomia foram relatadas para o género, o que
segundo vdrios autores (por exemplo, Lobo, 1996) revelam a necessidade de uma ampla
revisdo para um melhor entendimento da sistemdtica do grupo.

Em nivel inter-genérico, andlises baseadas em caracteres morfoldgicos apontam uma
maior proximidade de Pseudopaludicola com espécies do género Physalaemus ou Edalorhina
(Cannatella & Duellman, 1984). Porém, de acordo com Lynch (1989) os caracteres utilizados
por esses autores nao sdo adequados para inferéncias de parentesco, uma vez apresentam
variagdes tanto no género Pseudopaludicola como em Physalaemus. Posteriormente, Lobo
(1995) em um estudo filogenético também baseado em caracteres morfoldgicos ndo
reconheceu nenhum grupo de Physalaemus que fosse mais relacionado as espécies de
Pseudopaludicola.

Os dados citogenéticos obtidos até o momento para espécies de Pseudopaludicola sao
escassos na literatura além de serem conflitantes e dubios. Estes estudos apenas determinaram
o nimero e a morfologia dos cromossomos por coloracdo convencional por Giemsa. Saez e
Brum (1960) e Brum e Saez (1968) analisaram os caridtipos de populacdes de
Pseudopaludicola falcipes do Uruguai, e relataram um cariétipo com 2n = 22 cromossomos.
Algumas populagdes atribuidas a P. falcipes provenientes de Sao José do Rio Preto (SP)
apresentaram um cariétipo com 2n = 18 cromossomos e P. ameghini (sensu Cope, 1887) da
mesma localidade apresentou, 2n = 20 cromossomos (Becgak, 1968). Contudo, Batistic et al.
(1969, 1970) e Batistic (1970) encontraram divergéncias nos cariétipos de P. falcipes,
relatando variagdes incomuns de 2n = 16 a 2n = 20 cromossomos em populacdes do estado de
Sado Paulo e Minas Gerais, de 2n=16 e 2n = 20 em Mato Grosso e 2n = 22 na Bahia. Segundo
Batistic (1970) o cariétipo de P. ameghini (sensu Cope, 1887) assemelha-se muito ao de P.
falcipes de 2n = 20, diferindo apenas na localizacdo da constri¢do secundaria e na morfologia
de um par cromossdmico.

Apesar destes estudos citogenéticos terem levantado hipdteses relevantes sobre
possiveis mecanismos de diferenciacdo cariotipica como a fusio céntrica em cariétipos de 2n
= 18 para originar um caridtipo 2n=16 (Batistic, 1970), e a especiacio em curso dessas

populacdes, nenhuma anélise adicional foi posteriormente realizada.
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Por outro lado, outras espécies do género Pseudopaludicola ainda ndo foram
L . . 11 . o
cariotipadas, incluindo representantes do grupo “pusilla”, o que poderd contribuir para um

melhor entendimento das relacdes de parentesco entre os grupos “pusilla” e “falcipes”.

Os dados cromossémicos disponiveis na literatura foram realizados apenas por
colorac@o convencional e, portanto, a utilizacdo de técnicas de bandamento podera fornecer
marcadores que permitam uma melhor caracterizacio dos cromossomos e uma possivel
explicacdo dos processos evolutivos relacionados a variabilidade cromossdmica intragenérica.
Além disso, poderd sugerir a identificacdo de novas unidades taxonOmicas em

Pseudopaludicola.

1.5. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos analisar, do ponto de vista citogenético, espécies e
populacdes de Pseudopaludicola de diversas regides do pais, com intuito de contribuir para a
caracterizacdo de espécies e com a taxonomia do grupo, bem como buscar uma melhor
compreensdo dos processos envolvidos na evolu¢do cromossomica de Pseudopaludicola.

Assim, foram analisadas:

e as espécies P. canga (grupo “pusilla”), P. mineira, e P. saltica (grupo “falcipes’), com
base em exemplares provenientes de suas localidades-tipo para comparagdo com
populacdes de outras localidades atribuidas a essas espécies, além de uma populagdo de P.

saltica oriunda do estado de Minas Gerais,

e populagdes de Pseudopaludicola sp. dos estados da Bahia, Maranhdo e de Minas Gerais,

suspeitas de serem espécies novas;

e ¢ ainda, Pseudopaludicola aff. falcipes e Pseudopaludicola aff. saltica, provenientes do
estado de Sao Paulo, e morfologicamente muito semelhantes a P. falcipes e P. saltica,

respectivamente.
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Resumo

No género Pseudopaludicola, mudancas taxondmicas freqiientes t€m ocorrido em fungio da
grande semelhang¢a morfoldgica de seus exemplares. No presente trabalho foram analisadas
algumas espécies provenientes da localidade-tipo e algumas populacdes de Pseudopaludicola
sp. As metéafases, obtidas a partir de suspensdes de células de epitélio intestinal e testiculo,
foram coradas com Giemsa ou submetidas as técnicas de impregnagdo por prata (Ag-NOR) e
bandamento C. Pseudopaludicola mineira (Serra do Cipd, MG), Pseudopaludicola sp.1
(Andarai, BA), P. saltica de duas populacdes (Chapada dos Guimardes e Uberlandia) e
Pseudopaludicola aff. saltica (Rio Claro, SP) apresentaram 2n=22 cromossomos. As duas
populacdes de P. saltica apresentaram o par 8 heteromorfico, caracterizando um sistema de
determinacdo do sexo do tipo XX/XY, sendo o X telocéntrico e o Y submetacéntrico, ambos
portadores da NOR, enquanto em Pseudopaludicola aff. saltica o par 8 apresentou-se
telocéntrico heteromorfico em tamanho, e apenas o homdélogo maior apresenta marcacdo Ag-
NOR positiva e um bloco de heterocromatina. Os dados citogenéticos permitiram diferenciar
P. mineira e Pseudopaludicola sp.1 das demais espécies de 22 cromossomos ja cariotipadas, e
sugerir que Pseudopaludicola sp.1 possa ser uma nova espécie. Pseudopaludicola canga,
Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff. falcipes apresentaram
caridtipos idénticos com 2n=18 cromossomos. Pseudopaludicola canga e Pseudopaludicola
sp2 diferiram das demais pela localizacio da NOR e pela presenca de uma banda
heterocromdtica no par 2. Devido a grande similaridade dos cariétipos com 2n=18
cromossomos, foi sugerido que Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e
Pseudopaludicola aff. falcipes possam pertencer ao grupo “pusilla”, o mesmo grupo em que se
encontra P. canga. Os dados mostraram ainda que Pseudopaludicola sp.2 (Barreirinhas, MA)
¢ citogeneticamente idéntica a P. canga e que os espécimes de Pseudopaludicola aff. falcipes
(2n=18), apesar das semelhangas morfologicas, ndo sdo proximamente relacionados a P.
falcipes (2n=22). Os resultados obtidos relatam o primeiro caso de cromossomos sexuais
heteromodrficos no género e indicam a necessidade de uma extensa revisdo taxondmica em

Pseudopaludicola.

43



Introducao

O género Pseudopaludicola Miranda Ribeiro, 1926, atualmente pertencente a familia
Leiuperidae (Grant et al., 2006), é constituido por 12 espécies (Frost, 2008). Este género se
distribui amplamente pela América do Sul, desde o norte da Colombia até a Argentina,
incluindo regides brasileiras onde nove espécies sdo reconhecidas (Lobo, 1992; Frost, 2008).
As espécies sdo extremamente pequenas, com tamanhos inferiores a 20 mm, muito parecidas
morfologicamente e com algumas espécies vivendo em simpatria (Lobo, 1992).

Recentemente, algumas mudangas taxondmicas envolveram o género. De acordo com
Frost et al. (2006) Pseudopaludicola pertencia a familia Leptodactylidae, assim como os
géneros Pleurodema, Edalorhina, Physalaemus, Paratelmatobius, Scythrophrys, Adenomera,
Lithodytes, Leptodactylus e Vanzolinius. No entanto, Grant et al. (2006) propuseram, também
com base em andlises moleculares, uma nova estruturacdo para a familia Leptodactylidae,
atualmente constituida por apenas quatro gé€neros, Hydrolaetare, Leptodactylus,
Paratelmatobius e Scythrophrys. Os outros géneros foram alocados na familia Leiuperidae.

As espécies do género Pseudopaludicola foram divididas em dois grupos de acordo
com caracteristicas morfoldgicas: grupo “pusilla” e grupo “falcipes” (Lynch, 1989). Dados
comportamentais, de bioacustica, caracteristicas morfoldgicas e taxonomia foram
exaustivamente estudados (Haddad & Cardoso, 1987; Lynch, 1971, 1989; Lobo, 1992, 1994,
1995, 1996), mas algumas questdes envolvendo as relagdes filogenéticas intra- e
intergenéricas e a validacdo de novas espécies permanecem pouco esclarecidas. Mudangas
taxondmicas ocorreram com freqiiéncia nos tltimos anos e, de acordo com vdrios autores (por
exemplo, Lynch, 1989; Lobo, 1996), revelaram a necessidade de uma ampla revisdo para
melhor compreender a sistemadtica do género Pseudopaludicola.

Dados citogenéticos para o género sdo escassos na literatura e os caridtipos descritos
até o momento para P. falcipes e P. ameghini (sensu Cope, 1887) (grupo “falcipes”) foram
analisados apenas por colora¢do convencional com Giemsa (Saez & Brum, 1960; Brum &
Saez, 1968; Becak, 1968; Batistic et al., 1969; Batistic, 1970). Apesar de simples, as técnicas
utilizadas nestes estudos forneceram informagdes importantes, como a variacdo incomum do
nimero de cromossomos em P. falcipes, de 2n=16 a 2n=22 (Begak, 1968; Batistic et al., 1969;

Batistic, 1970). No entanto, apds o recente estudo citogenético realizado em P. falcipes da
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localidade-tipo (2n=22) (Favero et al., em preparacdo), verificou-se que a variabilidade no
nimero de cromossomos anteriormente descrita para as populacdes morfologicamente
semelhantes e atribuidas a P. falcipes por Becak (1968) e Batistic (1970) tratava-se na verdade
de espécies distintas, cujos caridtipos sdo relacionados aos de outras espécies, como P.
mystacalis (2n=16), P. ameghini (sensu Cope, 1887) e P. ternetzi (2n=20) (Favero et al., em
preparacao).

Considerando que o estudo dos cromossomos pode ser uma ferramenta importante para
auxiliar na caracterizacdo de espécies, especialmente as cripticas, no presente trabalho
apresentamos novos dados citogenéticos para o género Pseudopaludicola, com a andlise de
trés espécies obtidas de suas localidades-tipo (P. mineira e P. saltica, grupo “falcipes” e P.
canga, grupo ‘“‘pusilla”). Além dessas espécies, foram analisadas seis populacdes de
localidades distintas do Brasil, algumas delas com suspeita de serem espécies novas, buscando
contribuir para o melhor entendimento da sistemdtica do género. Adicionalmente,
descrevemos o primeiro caso de cromossomos sexuais heteromorficos no género

Pseudopaludicola.

Material e métodos
Espécimes

Todos os espécimes analisados (Tabela 1) foram coletados com permissao do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA — processo no.
02001.002003/2005-16). Os testemunhos foram depositados no Museu de Zoologia “Prof.
Adao José Cardoso” (ZUEC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Sao Paulo,

Brasil. O mapa da Figura 1 indica o local de coleta dos espécimes estudados.

Preparacdes cromossémicas e técnicas empregadas

Metéfases mitéticas foram obtidas de suspensdo de células do epitélio intestinal e do
testiculo, de animais previamente tratados com uma solu¢do de 2% de colchicina durante 5
horas, conforme descrito por King & Rofe (1976) e Schmid (1978), com modificagdes. As
metafases foram coradas com Giemsa 10% ou submetidas as técnicas de impregnacao por

prata (método Ag-NOR) (Howell & Black, 1980) e Bandamento C (Sumner, 1972), com
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pequena modificagdo no pré-tratamento das laminas que foram submetidas a uma solugdo de
50% de 4cido acético, de acordo com Siqueira et al. (em preparagdo).

As laminas foram examinadas ao fotomicroscépio Olympus BX60, e as imagens foram
capturadas usando-se os softwares QCapture 2.81.0 e Image Pro-plus 4.5. Os cromossomos

foram medidos e classificados de acordo com Green & Sessions (1991) (Tabela 2).

Resultados

Os espécimes estudados no presente trabalho apresentaram caridtipos constituidos por

2n=22 ou 2n=18 cromossomos.

Cariotipos 2n=22

As espécies Pseudopaludicola mineira, Pseudopaludicola sp.1 de Andarai, as duas
populacdes de P. saltica e Pseudopaludicola aff. saltica apresentaram 2n=22 cromossomos.
Os cariotipos dessas espécies diferiram apenas na morfologia dos pares 6, 7, 8 e 11 (Tabelas 2
e 3; Fig. 2).

A regido organizadora do nucléolo (NOR) foi detectada na por¢ao telomérica do brago
longo do par 8 da maioria das populagdes (Fig. 3). Porém, em Pseudopaludicola sp.1 a NOR
foi detectada intersticialmente préxima ao teldomero do brago longo desse mesmo par (Fig.
3B). Com excecdo de P. mineira e de 2 individuos (ZUEC 14255 e 14266) de
Pseudopaludicola sp.1, a NOR apresentou-se heteromorfica em todos os individuos analisados
(Fig. 3B — E). Esse heteromorfismo da NOR levou a uma diferenga de tamanho entre os
cromossomos homoélogos do par 8, especialmente nas populagdes de Pseudopaludicola sp.1
(Fig. 2B) e Pseudopaludicola aff. saltica (Fig. 2E), tendo sido identificados como 8 e 8’
nesses casos.

A técnica de bandamento C evidenciou blocos heterocromdticos na regido
centromérica de todos os cromossomos. Pseudopaludicola mineira apresentou bandas
pericentroméricas nos bracos longos e curtos do par 1, nos bracos curtos dos pares 2 € 7 € nos
bragos longos dos pares 9 e 10 (Fig. 4A). Bandas intersticiais foram ainda observadas em
ambos os bracos do par 8, sendo a do braco longo associada a constricdo secunddria e

coincidente com a NOR. Em Pseudopaludicola sp.1 foram observados blocos intersticiais de
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heterocromatina nos bragos curtos e longos do par 1 e nos bracos longos dos pares 8 e 9 (Fig.
4B). No par 8 esse bloco foi detectado ajacente a uma constri¢do secundaria NOR positiva.

As duas populagdes de Pseudopaludicola saltica analisadas, da Chapada dos
Guimardes, MT (localidade-tipo) e de Uberlandia, MG, apresentaram caridtipos idénticos
(Tabelas 2 e 3; Figs. 2C e 2D, respectivamente), constituidos por cromossomos metacéntricos
(pares 1, 2,5,7,9, 10 e 11) e submetacéntricos (pares 3, 4 e 6). O par 8, portador da NOR,
apresentou diferencas quanto a morfologia dos homoélogos nos machos, sendo um deles
telocéntrico e o outro submetacéntrico (XY) (Figs. 2C e 2D; 3C e D). Nas fémeas, ambos sdao
telocéntricos (XX) (Figs. 2C e 2D; 3D). Pseudopaludicola aff. saltica apresentou cariétipo
muito parecido com o das duas populagdes de P. saltica, porém com auséncia de
cromossomos sexuais heteromoérficos nos machos (Fig. 2E). Os homélogos do par 8,
telocéntricos em ambos os sexos, apresentaram um heteromorfismo marcante de tamanho,
sendo a marca¢do Ag-NOR visivel somente no homélogo maior do par (Fig. 3E). Tanto em P.
saltica quanto em Pseudopaludicola aff. saltica, além das bandas heterocromaticas
centroméricas foram detectadas bandas C positivas nas regides intersticiais dos bracos longos
dos pares 1, 2, 3, 4 e 6 e nos bragos curtos dos pares 1 e 2. (Fig. 4C— E). Em P. saltica foi
observada a presenca de uma banda no braco longo do par 8, a qual mostrou um
heteromorfismo de tamanho nas fémeas coincidente com a NOR (Figs. 4C e 4D), mas com
intensidade de marcagcdo mais fraca e de cor azulada, se comparada aos outros blocos de
heterocromatina magenta intensamente corados

A tnica fémea da populagdo de P. saltica da localidade-tipo apresentou uma diferenca
entre os homodlogos do par 8, devido a presenga de um heteromorfismo de tamanho da
constri¢do secunddria, banda C positiva, localizada no braco longo, coincidente com a NOR
(Fig. 5A). Em machos, o cromossomo submetacéntrico (Y) apresentou tamanho relativo um
pouco maior que o cromossomo telocéntrico (X) (Fig. 5B e Tabela 2). No entanto, no
individuo 248.5 o cromossomo X apresentou-se maior que o Y, sendo constatado nesse caso
um aumento também da marcag@o por prata (Ag-NOR) e do bloco de heterocromatina (Fig.
5C).

No intuito de verificar o comportamento meiético dos cromossomos sexuais em P.
saltica foram analisados cromossomos em diacinese de células do testiculo, corados com

Giemsa (Fig. 6A) e submetidos a técnica de Banda C (Fig. 6B). Observou-se a presenca de 11
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bivalentes, sem nenhuma diferenca no comportamento esperado dos homélogos nessa fase da

meiose.

Caridtipos com 2n=18

Pseudopaludicola canga, Pseudopaludicola sp.2 de Barreirinhas, Pseudopaludicola
aff. falcipes e Pseudopaludicola sp.3 de Uberlandia apresentaram cariétipo com 2n=18 sem
nenhuma diferenca na classificacdo dos cromossomos, sendo os pares 1, 2, 5 e 6
metacéntricos, os pares 3, 4 e 9 submetacéntricos e os pares 7 e 8 telocéntricos (Tabela 2; Fig.
7). Em todas as populagdes analisadas, o braco longo de um dos homdlogos do par 3
apresentou um discreto heteromorfismo de tamanho, o qual ndo alterou a classificagdo desse
par (Tabela 2).

A NOR foi localizada na regidao pericentromérica dos bragos curtos do par 3 em P.
canga e em Pseudopaludicola sp.2 (Fig. 8A e B), proxima ao teldmero dos bracos longos do
par 9 em Pseudopaludicola sp.3 (Fig. 8C) e na regido telomérica dos bragos longos do mesmo
par em Pseudopaludicola aff. falcipes (Fig. 8D).

As quatro populacdes apresentaram um padrdo de bandamento C muito semelhante,
com poucos blocos heterocromaticos ndo centroméricos. Uma banda C foi detectada no brago
curto do par 1 em todas as populacdes e apenas P. canga e Pseudopaludicola sp.2
apresentaram o bloco heterocromatico localizado na regido pericentromérica dos bracos

longos do par 2 (Fig. 9).

Discussao

As espécies P. mineira e P. saltica (localidade-tipo) e as populacdes de P. saltica de
Uberlandia, Pseudopaludicola sp.1 e Pseudopaludicola aff. saltica apresentaram caritipos
com 2n=22.

Embora os cariétipos sejam bastante conservados, a morfologia dos cromossomos 7, 8
e 11 permitiu distinguir P. mineira de Pseudopaludicola sp.1. Além disso, essas espécies
puderam ser diferenciadas pela localizagdo da NOR no par 8, terminal em P. mineira e sub-
terminal em Pseudopaludicola sp.1, além de diferengas na distribui¢do da heterocromatina.

Pseudopaludicola saltica de Uberlandia ndo diferiu da populagdo da localidade-tipo,

Chapada do Guimaraes, confirmando ser a mesma espécie. Nessas populacdes, a morfologia
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do par 8 diferiu entre machos e fémeas, indicando a ocorréncia de cromossomos sexuais no
sistema XX/XY, sendo esse o primeiro caso no género Pseudopaludicola. No entanto, a
populacdo de Pseudopaludicola aff. saltica apresentou cariétipo muito parecido com o de P.
saltica, com todos os pares morfologicamente semelhantes, a exce¢do do oitavo, o qual tanto
em machos quanto fémeas apresentou ambos o0s cromossomos telocéntricos, porém com
heteromorfismo de tamanho, sendo que a NOR e o bloco de heterocromatina s6 foram
detectados no cromossomo maior do par 8. Possivelmente, o surgimento desse
heteromorfismo de tamanho entre os homdlogos originou-se da ocorréncia de crossing-over
desigual envolvendo o segmento portador da NOR.

Embora os cariétipos de Pseudopaludicola saltica da Chapada dos Guimardes e de
Uberlandia, e de Pseudopaludicola aff. saltica sejam muito semelhantes, quanto a morfologia
dos cromossomos, a localizagdo da NOR no mesmo par e mesmo padrao de distribuicdo de
heterocromatina, a diferen¢a na morfologia do par 8 permite sugerir que Pseudopaludicola aff.
saltica seja uma espécie distinta, porém muito proximamente relacionada a P. saltica. A
diferenciacdo do par 8 pode ser uma das variagdes envolvidas no processo de especiagdo no
género, uma vez que a NOR também esta localizada nesse par em outras espécies do género
com 22 cromossomos, como P. mineira, Pseudopaludicola sp.1 (presente trabalho) além de P.
falcipes e Pseudopaludicola sp. de Poconé (MT) estudados por Favero et al. (em preparagdo).

Como mencionado acima, em Pseudopaludicola o cariétipo com 2n=22 cromossomos
foi descrito em outra espécie, P. falcipes, proveniente da regido de Porto Alegre (RS),
localidade-tipo, e para uma populacdo de Pseudopaludicola sp. de Poconé (MT), as quais
apresentam caridtipos muito parecidos (Favero et al., em preparacdo). Ao compararmos 0s
caridtipos dessas duas populagdes com os das espécies de 2n=22 estudadas no presente
trabalho, verificam-se diferengas significativas na morfologia dos pares 3 e 8. Em todas essas
espécies o par 8 é o portador da NOR e apresenta um bloco de heterocromatina associado a
essa regido. Porém, em P. falcipes a NOR localiza-se préximo ao centrdmero no braco longo
do cromossomo 8 subtelocéntrico (Favero et al., em preparacdo). Os dados sugerem que
modificacdes envolvendo a regido organizadora do nucléolo e, possivelmente, a
heterocromatina possam estar relacionadas as mudangas na estrutura desse par cromossdmico
e ter contribuido para a diferencia¢do cariotipica também nessas espécies. Batistic (1970)

observou um caridtipo de 22 cromossomos também para uma populacido atribuida a
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Pseudopaludicola falcipes de Feira de Santana (BA), entretanto, ndo ha dados suficientes para
uma comparacao interespecifica, uma vez que a autora apresenta apenas metafases meidticas e
relatou somente o nimero de cromossomos.

As espécies P. canga, Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e
Pseudopaludicola aff. falcipes apresentaram cari6tipos idénticos com 2n=18 cromosssomos,
porém as duas primeiras podem ser distinguidas das duas dltimas pela localizacdo da NOR e
pela presenca de uma banda no cromossomo 2. Pseudopaludicola canga é a primeira espécie
do grupo “pusilla” a ser cariotipicamente estudada. Em decorréncia dos cari6tipos das espécies
de Pseudopaludicola supracitadas terem em comum 18 cromossomos, 0s quais Sao
morfologicamente muito semelhantes, podemos sugerir que estas populacdes estejam
diretamente relacionadas a P. canga e que possam pertencer ao grupo “pusilla”. No entanto,
um estudo filogenético envolvendo espécies de ambos os grupos, grupo “falcipes” e grupo
“pusilla”, se faz necessdrio para suportar essa hipdtese.

De acordo com Giaretta & Kokubum (2003), P. canga é conhecida apenas em sua
localidade-tipo, Serra dos Carajas (PA). No entanto, Pseudopaludicola canga e
Pseudopaludicola sp.2 (Barreirinhas, MA) ndo puderam ser citogeneticamente diferenciadas,
nao descartando a possibilidade de se tratar do mesmo tdxon, o que ampliaria a distribuicao
geografica de P. canga. Porém, estudos morfolgicos e de bioactstica serdo necessarios para
corroborar essa hipétese, ja que foram previamente consideradas distintas (G. A. Vasconcelos,
informacdo pessoal). Da mesma forma, os caridtipos de Pseudopaludicola sp.3 e
Pseudopaludicola aff. falcipes ndo diferiram entre si, o que também sugere que os exemplares
dessas duas populacdes possam ser da mesma espécie. Apesar da populacio de Icém ter sido
designada Pseudopaludicola aff. falcipes (2n=18) por apresentar semelhancas morfoldgicas
com P. falcipes (2n=22), os dados cromossOmicos mostraram que essa populacdo ¢é
proximamente relacionada a P. canga. Da mesma maneira, o caridtipo 2n=18 descrito por
Becak (1968) e Batistic (1970) para exemplares provenientes da regido de Sdo José do Rio
Preto, noroeste do estado de Sdo Paulo, e atribuidos também a P. falcipes, é também
semelhante ao de P. canga. Portanto, os nossos dados sugerem que essas populacdes sejam na
verdade relacionadas a P. canga, embora apresentem semelhangas morfoldgicas a P. falcipes.
Além desse caridtipo 2n=18, na regido de Icém (SP) sdo encontrados em simpatria mais dois

caridtipos distintos (2n=16 e 2n=20), cujos espécimes também sdo morfologicamente
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semelhantes a P. falcipes (2n=22), mas citogeneticamente relacionados respectivamente a P.
mystacalis (2n=16) e a P. ameghini (sensu Cope, 1887), e P. ternetzi, ambas com 2n=20
(Favero et al., em preparacdo). Isso demonstra que a grande semelhanga morfoldgica entre os
exemplares de Pseudopaludicola tem induzido a freqiientes confusdes taxondmicas, e reforca
a necessidade de uma ampla revisao no género.

Em vista dos resultados, podemos sugerir que os caridtipos 2n=18 cromossomos
(provavelmente pertencentes ao grupo “pusilla”) sdo conservados, pois apresentam morfologia
dos cromossomos e padrdo de heterocromatina bastante semelhante, mas varidveis em relagao
ao par portador da NOR. Essa caracteristica permite separar claramente dois grupos: um com
NOR no par 3 (P. canga e Pseudopaludicola sp.2 de Barreirinhas, MA) e outro com NOR no
par 9 (Pseudopaludicola sp.3 de Uberlandia, MG e Pseudopaludicola sp. de Icém, SP).

A variagdo de nimero de cromossomos entre espécies de um mesmo género, como
ocorre em Pseudopaludicola, é bastante raro em anuros. Diversos mecanismos de rearranjos
cromossomicos, envolvendo eventos de fusdo e/ou fissdo céntrica (Begak, 1968; Bogart, 1973,
1991; King, 1990), foram utilizados para explicar a origem dos cariftipos numericamente
diferentes, assim como possiveis estdgios evolutivos que levaram a essa variagdo. Batistic
(1970) propds que mecanismos de fusdo possam ter originado cariétipos numericamente
distintos em Pseudopaludicola, além de outros de rearranjos cromossdmicos e sugeriu ainda
que a origem destes cariétipos tenha se dado a partir de um cariétipo ancestral de 2n=22 com
uma diminui¢do progressiva até o caridtipo de 2n=16.

No presente trabalho foram descritos cariétipos 2n=22 para P. mineira,
Pseudopaludicola sp.1, P. saltica e Pseudopaludicola aff. saltica e 2n=18 para P. canga,
Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff. falcipes, mas os dados

citogenéticos nao permitem inferir o mecanismo que ocorreu durante a especiacao do grupo.

Cromossomos sexuais em P. saltica

Em P. saltica foi observado um par de cromossomos heteromdrficos no macho e
homomorficos na fémea, caracterizando um sistema de determinag¢do do sexo do tipo XX %/
XYd'. Tanto o cromossomo X telocéntrico quanto o Y submetacéntrico sdo portadores de

NOR, a qual é coincidente com um bloco de heterocromatina intersticial.
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Cromossomos sexuais heteromorficos sdo raros em anuros. Os sistemas de
determinacdo do sexo XX/XY, ZZ/ZW e W0/00 sdo encontrados em Physalaemus petersi
(Lourenco et al., 1999), Pseudis tocantins (Busin et al., 2008), Leiopelma hochstetteri (Green,
1988a; Schmid et al., 1991; Green & Canatella, 1993), Proceratophrys boiei (Ananias et al.,
2007), entre outros. Sistemas sexuais multiplos envolvendo pares de cromossomos
autossdmicos como XXAAQ/XYAAJZ/ XAAYS também sdo descritos em Eleutherodactylus
maussi (atualmente Strabomantis biporcatus) e E. riveroi (atualmente Pristimantis riveroi)
(Schmid et al. 2002a, 2003). Em algumas espécies de anuros os cromossomos sexuais sO
puderam ser diferenciados apds alguma técnica de bandamento cromossomico, como por
exemplo, em Pseudepidalea viridis (Odierna et al., 2007). Na familia Leiuperidae apenas
Physalaemus petersi (Lourengo et al., 1999) apresenta cromossomos sexuais diferenciados.
No género Pseudopaludicola cromossomos sexuais nao tinham sido descritos até o momento.
Em algumas dessas espécies, cromossomos sexuais sdo portadores de NOR, como em
Physalaemus petersi (Lourengco et al., 1998), Pseudis tocantins (Busin et al., 2008) e
Leiopelma archeyi (Green, 2002).

Iturra & Veloso (1989) e Schmid et al. (1991) sugerem que 0s cromossomos sexuais
em anfibios, assim como em outros vertebrados, tiveram uma origem ancestral autossdmica.
De acordo com Ohno (1967), a diferenciagdo de pares de cromossomos sexuais ocorreu em
etapas que se iniciam com o acimulo de diferencas entre os homdlogos do par de
cromossomos responsdveis pela determinacdo genética do sexo. Posteriormente, outros
eventos aconteceram como a supressdo de crossing-over e uma gradual diferenciacdo por
ganho de heterocromatina em apenas um dos cromossomos de um dos sexos (Y ou W) (Singh
et al., 1976; Jones & Singh, 1981; Bull, 1983). O processo de heterocromatinizacdo dos
cromossomos Y € W em sua totalidade foi sugerido para mamiferos, aves, em algumas
espécies de répteis (Schmid et al., 1988), e também para anfibios, como salamandras do
género Triturus (Schmid, 1983; Schmid et al., 1979) e o anuro marsupial Gastrotheca pseustes
(Schmid et al., 1990). Contudo, Schmid et al. (1988; 2002b) demonstraram que 0 cromossomo
Y de Gastrotheca walkeri e G. ovifera apresentou uma quantidade menor de heterocromatina
que o esperado, sugerindo que o heteromorfismo, nesse caso, possa ter ocorrido pela perda de

heterocromatina no cromossomo Y.
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Alguns autores sugerem que os estdgios iniciais de diferenciacdo dos cromossomos
sexuais em vertebrados estejam diretamente relacionados a inversdes pericéntricas (para
exemplos ver John, 1988). A origem dos cromossomos sexuais em Eupsophus miguelli e E.
roseus (Iturra & Veloso, 1989) e E. insularis (Cuevas & Formas, 1996) parece ter envolvido
esse processo. Ja em Pyxicephalus adspersus foi sugerido que a diferenca entre os
cromossomos W e Z parece ter envolvido a inversdo de um bloco de heterocromatina no
cromossomo W (Schmid, 1980). Busin et al. (2008) sugeriram que a origem dos cromossomos
sexuais em Pseudis tocantis possa ter se iniciado com uma inversdo seguida de ganho de
heterocromatina e subseqiiente diferenciacdo morfolégica do cromossomo W. Em P. saltica,
no entanto, o braco longo do cromossomo Y € homodlogo ao do cromossomo X e ambos
apresentam um unico bloco de heterocromatina coincidente com a NOR. No individuo 248.5
em que o X apresentou tamanho relativo maior que o Y, verificou-se que a NOR encontra-se
aumentada. Considerando que nas demais espécies com 22 cromossomos, o par 8 portador da
NOR também apresenta um bloco de heterocromatina no braco longo, total ou parcialmente
coincidente com a NOR, pode-se supor que o par 8 e 0s cromossomos sexuais tenham uma
origem comum, sendo os sexuais provavelmente uma condi¢ao derivada. Nao ha evidéncias de
que mecanismos de inversdao possam ter contribuido para a diferenciacdo desses cromossomos.

Observando a morfologia dos cromossomos sexuais, verifica-se que o X tem
morfologia semelhante ao par 8 de Pseudopaludicola aff. saltica e que o Y € parecido com o
par 8 de Pseudopaludicola sp.1. Portanto, com base nessas observagdes, duas hipéteses
poderiam ser apontadas para explicar o mecanismo de origem dos cromossomos sexuais de P.
saltica: a partir de um ancestral portador do par (provavelmente o 8) telocéntrico por
mecanismo de transloca¢@o originando o brago curto do cromossomo Y ou a partir de um par
submetacéntrico por fissdo desse mesmo brago. Contudo, ao analisarmos células meidticas em
diacinese, ndo encontramos evidéncia de que o brago menor do Y possa ter se originado por
processo de translocacdo, uma vez que s6 foram visualizados bivalentes na meiose,
enfraquecendo a primeira hipdtese. Além disso, quando comparamos o caridtipo de P. saltica
com o cariftipo da espécie proximamente relacionada, Pseudopaludicola aff. saltica,
analisada no presente trabalho, ndo observamos nenhuma evidéncia que esse brago curto possa
ter surgido de segmentos de outros cromossomos do cariétipo, uma vez que, a exce¢ao do par

de cromossomos sexuais, todos os outros cromossomos sao aparentemente idénticos. Portanto,
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com base nos dados do presente trabalho, a hipétese mais provével € que a diferenciacdo possa
ter ocorrido por fissdo do brago curto de um cromossomo submetacéntrico originando o
cromossomo X. Possivelmente, os cromossomos sexuais em P. saltica estio em estagios

iniciais de diferencia¢do, como proposto também para outros anuros.
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Tabela 1. Numero de individuos das espécies de Pseudopaludicola estudadas e seus

respectivos locais de coleta. (ZUEC= Museu de Zoologia da Universidade Estadual de

Campinas, Sao Paulo, Brasil, DZSJRP = Museu de Zoologia da Unesp, Sdo José do Rio Preto, Sdo

Paulo, Brasil). * Exemplar ainda ndo depositado no Museu.

Espécie Localidade Niimero de Niumero de acesso
individuos
(localidade-tipo) 14329 e 14330.
(19°14°S; 43°33°W)
Pseudopaludicola sp. 1 Andarai, BA 10J e 39 ZUEC 14255, 14256, 14257,
(12°48°S: 41°19'W) 14260, 14261, 14264 — 14271.
P. saltica Chapada dos Guimaraes, MT 128 e 19 ZUEC 14172, 14227, 14228,
(localidade-tipo) 14232, 14234, 14236, 14237,
(15°27’S; 55° 44°W) 14240, 14242 —14247.
*Lab 248.5
P. saltica Uberlandia, MG 83 €29 ZUEC 14291, 14292, 14295,
(18°55’S; 48°16°W) 14296, 14301, 14302, 14304,
14305, 14307, 14310.
Pseudopaludicola Rio Claro, SP 43 €19 ZUEC 14284 — 14288.
aff. saltica (22°24°S; 47°33’W)
P. canga Serra dos Carajas, PA 38 e 129 ZUEC 14343, 14353, 14363,
(localidade-tipo) 14364, 14366, 14369 — 14374,
(6°03°S; 50°28°W) 14376, 14378, 14379, 14380.
Pseudopaludicola sp. 2 Barreirinhas, MA 28 ZUEC 13860 e 13867.
(2°44°S; 42°49°W)
Pseudopaludicola sp. 3 Uberlandia, MG 83 e 39 ZUEC 14181, 14185, 14186,
(18°55’S; 48°16°W) 14187, 14209, 14212, 14214,
14216, 14217, 14222 e 14223.
Pseudopaludicola Icém, SP 63 el? DZSJRP 8727, 8728, 8747,
aff. falcipes (20°20’S; 49°11°’W) 8749, 8750, 8752
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Tabela 2. Anélise morfométrica dos cromossomos das espécies de Pseudopaludicola estudadas. Classifica¢do de
acordo com Green & Sessions (1991). M=metacéntrico; SM=submetacéntrico; T=telocéntrico; fcromossomo X;

*cromossomo Y.

Numero do cromossomo

1 2 3 4 5 6 7 8 8 9 10 11
P. mineira (Serra do Cipd, Minas Gerais)

Tamanho relativo 15.66 13.47 1129 1033 9.20 849 792 6.71 - 6.11 572 5.03

Razdo de bragos 1.16 1.19 1.85 1.81 1.14  1.15 171 1.34 - 1.16 1.17 1.18

Classificagdo M M SM SM M M SM M - M M M

Pseudopaludicola sp. 1 (Andarai, Bahia)

Tamanho relativo 14.71 1253 11.06 1028 890 8.07 745 691 579 535 5.01 393

Razdo de bragos 1.15 1.37 1.99 1.87 119 131 139 231 1.85 125 125 193

Classificagdo M M SM SM M M M SM SM M M SM
P. saltica (Chapada dos Guimaraes, Mato Grosso)

Tamanho relativo  14.65 12.50 11.80 10.90 823 7.77 733 572 6.10 537 495 4.64

Razdo de bracos 1.19 143 246 247 124 194 1.09 830 227 1.16 121 1.17

Classificagdo M M SM SM M SM M T' SM* M M M

P. saltica (Uberlandia, Minas Gerais)

Tamanho relativo  14.75 12.60 11.60 10.80 9.23 831 7.67 5.68 626 494 487 453

Razdo de bracos 1.18 146 259 260 120 1.87 1.12 898 213 1.18 1.19 1.21

Classificagdo M M SM SM M SM M T' SM* M M M

Pseudopaludicola aff. saltica (Rio Claro, Sdo Paulo)

Tamanho relativo 17.23 14.08 1240 11.19 8.60 7.62 7.24 459 3.01 499 461 439

Razdo de bragos 1.12 144 257 234 119 180 1.11 9.09 842 119 1.16 1.13

Classificagdo M M SM SM M SM M T T M M M

P. canga (Serra dos Carajas, Pard)

Tamanho relativo 14.89 1231 1149 1055 9.68 8.88 7.46 6.64 - 6.57 - -

Razdo de bragos 1.15 1.31 241 2.01 1.31  1.19 100 9.30 - 1.72 - -

Classificagdo M M SM SM M M T T - SM - -
Pseudopaludicola sp.2 (Barreirinhas, Maranhao)

Tamanho relativo 14.73  13.13 12.16 9.63 9.15 8.61 7.56 6.86 - 5.97 - -

Razdo de bragos 1.10 126  2.38 1.84 134 125 100 11.0 - 2.02 - -

Classificagdo M M SM SM M M T T - SM - -

Pseudopaludicola sp. 3 (Uberlandia, Minas Gerais)

Tamanho relativo 14.85 13.05 10.37 1054 952 923 8.17 6.56 - 7.30 - -

Razdo de bragos 1.27 1.39 259 208 128 141 13.6 10.72 - 2.01 - -

Classificagdo M M SM SM M M T T - SM - -
Pseudopaludicola aff. falcipes (Icém, Sao Paulo)

Tamanho relativo 1529 12.17 1098 1025 9.51 883 842 6.65 - 6.87 - -

Razdo de bragos 1.18 1.47 2.09 2.68 1.19 139 148 12.0 - 1.87 - -

Classificagdo M M SM SM M M T T - SM - -
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Tabela 3. Resumo das diferengas observadas entre as espécies de 2n=22 cromossomos. M =

metacéntrico; SM = submetacéntrico; T = telocéntrico.

Pares
Espécies 6 7 8 11 NOR Bandas C
P. mineira M/M SM/SM M/M M/M Telomérica 1,2,7,8,9¢ 10.
Par 8
Pseudopaludicola sp. 1 M/M M/M SM/SM  SM/SM Sub-telomérica 1,8e9
Par 8
SM/SM M/M T/SM M/M Telomérica 1,2,3,4,6¢e8
P. saltica Par 8 (XY)
SM/SM M/M T/T M/M Telomérica 1,2,3,4,6e8
Par 8 (XX)
Pseudopaludicola aff. SM/SM M/M T/T M/M Telomérica, em apenas 1,2,3,4,6¢ 8

saltica

um homdlogo do par 8

63



Legendas

Figura 1. Mapa do Brasil mostrando os locais de coleta dos espécimes estudados, listados na

tabela 1.

Figura 2. Cari6tipos com 2n=22 cromossomos corados com Giemsa. (A) P. mineira, (B)
Pseudopaludicola sp.1, (C) macho de P. saltica da Chapada dos Guimaraes , (D) macho de P.
saltica de Uberlandia, (E) Pseudopaludicola aff. saltica. Em destaque, o par 8 homomorfico

de Pseudopaludicola sp.1 (B) e os cromossomos sexuais XX de P. saltica (C, D). Barra=5 uym

Figura 3. Localizacdo de NOR por impregnacdo por prata nas espécies com caridtipos 2n=22.
(A) P. mineira, (B) Pseudopaludicola sp.1. (C) P. saltica da Chapada dos Guimaraes, (D) P.
saltica de Uberlandia, (E) Pseudopaludicola aff. saltica. Em (B), o destaque mostra o par 8

heteromérfico; e em (C) e (D) o par 8 homomorfico. Barra =5 um

Figura 4. Cariétipos com 2n=22 cromossomos submetidos a técnica de banda C. (A) P.
mineira (B) Pseudopaludicola sp.1, (C) macho de P. saltica da Chapada dos Guimaraes, (D)
macho de P. saltica de Uberlandia, (E) Pseudopaludicola aff. saltica. Em destaque, o par 8

heteromérfico (B) e os cromossomos sexuais XX de P. saltica (C e D). Barra =5 pum.

Figura 5. Cromossomos sexuais de P. saltica da localidade-tipo submetidos a coloragdo
convencional com Giemsa, bandamento C e Ag-NOR. (A) cromossomos X da fémea ZUEC
14234 (B) cromossomos XY de macho ZUEC 14172 (C) cromossomos XY do individuo

248.5 (n° do laboratério de citogenética). Barra =5 um.

Figura 6. Diacinese da profase I da meiose de células germinativas de macho de P. saltica da
Chapada dos Guimardes. Os cromossomos foram corados com Giemsa (A) e submetidos ao

método de bandamento C (B). As setas indicam o par de cromossomos sexuais. Barra =5 pm.

Figura 7. Caridtipos com 2n=18 cromossomos corados com Giemsa. (A) P. canga, (B)
Pseudopaludicola sp.2, (C) Pseudopaludicola sp.3., (D) Pseudopaludicola aff. falcipes. Barra
=5 um.
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Figura 8. Localizacdo de NOR por impregnacdo por prata nas espécies com cariétipos 2n=18.
(A) P. canga, (B) Pseudopaludicola sp.2, (C) Pseudopaludicola sp.3 (D) Pseudopaludicola
aff. falcipes. Barra =5 um.

Figura 9. Caridtipos com 2n=18 cromossomos submetidos a técnica de banda C. (A) P.
canga, (B) Pseudopaludicola sp.2, (C) Pseudopaludicola sp.3, (D) Pseudopaludicola aff.
falcipes. Em destaque, o par 2 de outra metdfase de P. canga mostrando nitidamente a banda

C positiva na regido pericentromérica do braco longo. Barra =5 um.
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1. Andarai, BA
2. Serra do Cipé, MG
3. Chapada dos Guimaraes, MT
4. Uberlandia, MG
3. Rio Claro, SP
6. Serra de Carajas, PA
7. lcem, SP

8. Barreirinhas, MA
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3. CONCLUSOES GERAIS

1. A varia¢do no nimero de cromossomos, fendmeno incomum em anuros, foi verificada nas
populacdes de Pseudopaludicola estudadas. No presente trabalho foram descritos cariétipos

2n=22 e 2n=18.

2. Representantes das espécies P. mineira e P. saltica, provenientes de suas respectivas
localidades-tipo, assim como as populacdes de Pseudopaludicola sp.1 de Andarai (BA), P.
saltica de Uberlandia (MG), e Pseudopaludicola aff. saltica de Rio Claro (SP) apresentaram
cariétipos 2n=22, enquanto espécimes de P. canga da localidade-tipo, Serra dos Carajas (PA),
Pseudopaludicola sp. 2 de Barreirinhas (MA), Pseudopaludicola sp. 3 de Uberlandia (MG) e

Pseudopaludicola aff. falcipes de Icém (SP) apresentaram cariétipos 2n= 18.

3. A morfologia de alguns pares cromossomicos (6, 7, 8 e 11), a localizacdo da NOR no par 8
e o padrdo de distribuicao da heterocromatina permitiram diferenciar as espécies P. mineira de

Pseudopaludicola sp.1.

4. Pseudopaludicola saltica da Chapada dos Guimardes, MT, localidade-tipo e de Uberlandia,
MG, ndo diferiram citogeneticamente. Porém, distinguiram-se de Pseudopaludicola aff.
saltica apenas em relacdo ao par 8, portador da NOR nas trés populacdes. Nas duas
populacdes de P. saltica, o par 8 mostrou-se heteromoérfico no macho e homomérfico na
fémea, caracterizando um sistema de determinagio do sexo do tipo XX9/XYJ. A presenca de
cromossomos sexuais heteromoérficos ndo foi relatada anteriormente para o género

Pseudopaludicola, sendo esse o primeiro caso.

5. Observando a morfologia dos cromossomos sexuais em P. saltica, verifica-se que o X
(telocéntrico) tem a mesma morfologia do par 8 de Pseudopaludicola aff. saltica e que o Y
(submetacéntrico) € morfologicamente semelhante ao par 8 de Pseudopaludicola sp.l.
Portanto, duas hipéteses poderiam ser apontadas para explicar o mecanismo de origem dos
cromossomos sexuais em P. saltica: um par de cromossomos telocéntricos (provavelmente o

8) de um caridtipo ancestral por mecanismo de translocagao teria adquirido o brago curto em

-
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um dos homoélogos dando origem ao cromossomo Y ou em um par de cromossomos
submetacéntricos por fissdo seguida de perda em um dos homdlogos teria originado o
cromossomo X. A segunda parece mais provavel, a luz dos resultados obtidos no presente

trabalho.

6. Em todas as espécies do género Pseudopaludicola que apresentaram 22 cromossomos, P.
mineira, P. saltica, Pseudopaludicola sp.1 e Pseudopaludicola aff. saltica (presente trabalho),
P. falcipes e Pseudopaludicola sp. de Poconé (MT) (Favero et al., em preparagdo), a NOR foi
localizada no par 8, e no entanto, esse par parece sempre envolvido nas variagdes citogenéticas
observadas entre essas espécies, o que faz supor que a diferenciacdo morfoldgica desse par

parece estar associada ao processo de especiagcdo dentro do género.

7. As espécies P. canga (grupo “pusilla”), Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e
Pseudopaludicola aff. falcipes apresentaram cariétipos idénticos com 2n=18 cromosssomos. A
localizacdo da NOR e a presenca de uma banda no cromossomo 2 permitiu diferenciar P.
canga e Pseudopaludicola sp.2 de Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff. falcipes.
Devido a grande semelhanca entre os cariétipos 2n=18 estudados, podemos sugerir que
Pseudopaludicola sp.2, Pseudopaludicola sp.3 e Pseudopaludicola aff. falcipes possam

pertencer ao grupo “pusilla”.

8. Apesar das semelhancgas morfologicas dos espécimes de Pseudopaludicola aff. falcipes com
os de P. falcipes, estes diferem quanto ao nimero de cromossomos. Portanto, sugerimos que
Pseudopaludicola aff. falcipes, seja relacionada a P. canga. No entanto, um estudo
filogenético envolvendo espécies de ambos os grupos, grupo “falcipes” e grupo “pusilla” se

faz necessdrio para suportar essa hipotese.

9. Os resultados obtidos no presente estudo refor¢cam na necessidade de uma extensa revisao

taxonOmica no género Pseudopaludicola.
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