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RESUMO

O género Pseudopaludicola, pertencente a familia Leiuperidae, compreende atualmente 12
espécies de ras de pequeno tamanho, distribuidas pela América do Sul, sendo a ocorréncia de
oito delas foi relatada para o Brasil. Devido a grande semelhanca morfoldgica entre espécies,
algumas ocorrendo em simpatria, confusdes taxondmicas sdo freqiientes. Alguns estudos
morfoldgicos acerca deste género foram realizados, mas as relagdes de parentesco inter- e intra-
genéricas de Pseudopaludicola permanecem pouco esclarecidas. As poucas informagdes
citogenéticas para o género Pseudopaludicola restringiam-se apenas a determina¢@o do nimero
de cromossomos e andlise do caridtipo por métodos de coloragdo convencional. Para
Pseudopaludicola falcipes, em especial, foi descrita uma variacdo intra-especifica do niimero
de cromossomos, de 2n=16 a 2n=20. O presente estudo visa contribuir com dados citogenéticos
para a caracterizagdo de espécies de Pseudopaludicola e para o entendimento dos processos
envolvidos na evolugdo cariotipica do género. Foram analisados os cari6tipos de exemplares de
Pseudopaludicola falcipes, P. ameghini (sensu Cope, 1887) e P. mystacalis de suas respectivas
localidades-tipo (regido de Porto Alegre, RS e Chapada dos Guimaraes, MT), de P. mystacalis e
de P. ternetzi, de Uberlandia (MG), de Pseudopaludicola aff. falcipes 1, 11, 1II e IV, da regido
noroeste do estado de Sdo Paulo (municipios de Santa Fé do Sul, Vitéria Brasil, Palestina e
Icém), de Pseudopaludicola aff. mystacalis 1, 11, IIl e IV, dos municipios de Icém (SP),
Barreirinhas (MA) e Urbano Santos (MA) e Pseudopaludicola sp. 1, 2 e 3, sendo as duas
primeiras provenientes de Poconé (MT) e a terceira de Santa Terezinha (MT). As metéfases
foram obtidas de suspensdes de células de epitélio intestinal e testiculo, e coradas com Giemsa
ou submetidas as técnicas impregnacdo por prata (Ag-NOR) para deteccio de NOR e de
bandamento C, para a localizagdo de heterocromatina. Os dados obtidos revelaram uma
variacdo interespecifica quanto ao nimero de cromossomos. Dentre os espécimes provenientes
de Poconé, MT, havia dois caridtipos distintos, com 2n=22 e com 2n=16 cromossomos
(Pseudopaludicola sp. 1 e 2) e os de Icém, SP, com individuos 2n=20 e 2n=16 cromossomos
(Pseudopaludicola aff. mystacalis, respectivamente [ e II). Pseudopaludicola falcipes e
Pseudopaludicola sp.1, de Poconé, apresentaram 2n=22 e a NOR localizada na regidao
pericentromérica do braco longo do par 8. Estas espécies diferiram, na morfologia da NOR,

sendo heteromérfica em P. falcipes e homomorfica em Pseudopaludicola sp. 1, e na localizagdo



de algumas bandas heterocrométicas. Pseudopaludicola ameghini (sensu Cope, 1887), P.
ternetzi € Pseudopaludicola aff. mystacalis 1 de Icém apresentaram 2n=20 cromossomos e a
NOR localizada na regido telomérica do braco longo do par 9. O cariétipo de P. ternetzi diferiu
do de P. ameghini tanto pela classificagdo morfoldgica distinta do par 7 quanto pelo padriao de
distribui¢do de heterocromatina. Pseudopaludicola mystacalis, bem como todos os espécimes
de Pseudopaludicola aff. falcipes 1, 11, 11l e IV, Pseudopaludicola aff. mystacalis 11, Il e IV e
Pseudopaludicola sp. 2 e 3 apresentaram 2n=16 cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, com a NOR localizada na regido pericentromérica do brago curto do par 4.
Virios espécimes apresentaram um heteromorfismo de tamanho em relagdo aos homoélogos do
par 4 (morfo 4 e morfo 4’), alterando a classificagdo desse cromossomo para metacéntrico em
algumas populacdes. Em P. mystacalis, P. aff. falcipes 1, 11, Il e IV, P. aff. mystacalis 11, I1I e
IV e Pseudopaludicola sp 2 e 3 foram detectados blocos de heterocromatina fortemente
marcados nas regides pericentroméricas no braco curto do par 1 e longo do par 2. Os resultados
obtidos mostram que P. ameghini (sensu Cope, 1887) com 2n=20 e P. mystacalis com 2n=16,
sao unidades taxonOmicas distintas e que os espécimes tidos como Pseudopaludicola aff.
falcipes) e como Pseudopaludicola sp. mostraram-se citogeneticamente relacionados a P.
mystacalis e ndo a P. falcipes que possui 2n=22 cromossomos. Desta forma, os nossos dados
sugerem a retirada de P. ameghini da sinonimia de P. mystacalis e reforcam a necessidade de

uma revisao taxondmica no género.



ABSTRACT

The genus Pseudopaludicola (family Leiuperidae) comprises 12 species of small sized
frogs, which are widely distributed in South America. In Brazil, eight species are described
within this genus, and several of them are sympatric. The relevant morphological similarities
among the Pseudopaludicola species have contributed to the still poor understanding of many
aspects of their taxonomy, including inter- and intrageneric relationships. Cytogenetic data on
Pseudopaludicola have been restricted to karyotype analyses using conventional Giemsa
staining. Variation in intraspecific chromosomal number was described in P. falcipes, ranging
from 2n=16 to 2n=20. In the present work, Brazilian Pseudopaludicola species were submitted
to cytogenetic analysis aiming at their further characterization and attempting to better
understanding the karyotypical evolution of this genus. The analyzed species were
Pseudopaludicola falcipes (Porto Alegre, RS), P. ameghini (sensu Cope, 1887) and P.
mystacalis (Chapada dos Guimardes, MT), P. mystacalis and P. ternetzi (Uberlandia, MG), P.
aff. falcipes 1, II, III and IV (respectively from Santa Fé do Sul, Vitéria Brasil, Palestina and
Icém, SP), P. aff. mystacalis 1, 11, Il and IV (Icém, SP, Barreirinhas, MA, and Urbano Santos,
MA), and Pseudopaludicola sp. 1 and sp. 2 (Poconé, MT) and sp. 3 (Santa Terezinha, MT).
Metaphases were obtained from suspensions of intestinal epithelium and testicular cells, and
stained with Giemsa or submitted to silver staining technique in order to detect the nucleolus
organizing regions (Ag-NOR), and C-banding, for heterochromatin localization. The results
revealed interspecific chromosomal number variation. In the Pseudopaludicola sp. 1 and 2
specimens (Poconé MT), two distinct karyotypes were identified, respectively with 2n=22 and
2n=16 chromosomes. Within the Pseudopaludicola aff. mystacalis from Icém, SP, the analyzed
specimens had 2n=20 and 2n=16 chromosomes, being nominated I and II, respectively. These
data clearly indicated two criptic species of Pseudopaludicola within each of those two
localities. The P. falcipes and Pseudopaludicola sp.1 (Poconé, MT) had 2n=22 and the NOR
was located at the pericentromeric region in the long arm of the pair 8. The species differed in
the NOR morphology, which was heteromorphic in P. falcipes and homomorphic in
Pseudopaludicola sp.1, as well as in the localization of some C-bands. Pseudopaludicola

ameghini (sensu Cope, 1887), P. ternetzi and Pseudopaludicola aff. mystacalis 1 (Icém, SP) had



2n=20 chromosomes and the NOR was located on the telomeric region in the long arm of the
pair 9. The karyotypes of P. ternetzi and P. ameghini differed in the pair 7 morphology and in
the heterochromatin distribution pattern. All analyzed specimens of P. mystacalis, P. aff.
falcipes 1, 11, III and IV, P. aff. mystacalis 11, 11l and IV, and Pseudopaludicola sp. 2 and 3,
showed 2n=16 chromosomes, which were all metacentric and submetacentric, with the NOR
located in the pericentromeric region of the short arm of the pair 4. In several of those
specimens, the size heteromorphism of the pair 4 altered, from submetacentric to metacentric,
the classification of one of the homologous of that pair. Strong pericentromeric C-bands were
detected on the short arm of the pair 1 and on the long arm of the pair 2 in P. mystacalis, P. aff.
falcipes 1, 11, III and 1V, P. aff. mystacalis 11, Il and 1V, and Pseudopaludicola sp. 2 and 3. As
based on the cytogenetic data, P. ameghini (sensu Cope, 1887), with 2n = 20, and P. mystacalis,
with 2n = 16, are distinct taxonomic units, and the specimens formerly identified as P. aff.
falcipes and as Pseudopaludicola sp. were indeed cytogenetically closely related to P. mystacalis
and not to P. falcipes, which has 2n = 22 chromosomes. Hence, our data suggest that P.
ameghini is not a P. mystacalis synonymy and emphasize the importance of a taxonomic review

of the genus Pseudopaludicola.



1. INTRODUCAO

1.1. A CLASSE AMPHIBIA E A ORDEM ANURA: ASPECTOS GERAIS

Os anfibios, além de serem os primeiros cordados a viverem fora da dgua, sdo também os
primeiros tetrdpodes (gr. tetra, quatro + podos, pé) vertebrados terrestres, com tegumento
umido e sem escamas (Pough, 2002). Sua denominagdo (gr. amphi, dual + bios, vida) indica
corretamente que a maioria das espécies pertencentes a essa classe vive parcialmente em dgua
doce e parcialmente em terra. Para isso, carregam consigo estruturas adaptativas importantes,
tais como pele umida e glandular, extremidades para nadar e andar (exceto para Ordem
Gymnophiona), respiracdo por pulmdes, pele, mucosa bucal e branquias, presente em algum
estdgio da vida, e membros adaptados para o salto para alguns representantes (Romer & Parson,
1985; Pough, 2002).

A classe Amphibia € constituida por 6347 espécies, dividida em trés ordens: Anura,
Urodela (=Caudata) e Gymnophiona. A ordem Anura (anura: sem cauda), com 48 familias e
5602 espécies, representadas por sapos, rds e pererecas, possuem membros pélvicos bem
alongados e corpo curto e flexivel, Urodela ou Caudata, (571 espécies), representada por
salamandras, com membros peitorais e pélvicos de igual tamanho movendo-se por ondulacdes
laterais, e Gymnophiona (174 espécies), representada por anfibios vermiformes cavadores
(Romer & Passons, 1985; Duellman & Trueb, 1986; Duellman & Rodrigues, 1994; Pough,
2002; Frost, 2008).

Anura é considerada a ordem de anfibios mais bem sucedida e com maior expansio
territorial, vivendo principalmente na d4gua ou em lugares umidos, exceto na Antartida e no mar
(Pough, 2002; Frost, 2008). No Brasil, o nimero de espécies de anuros é bastante elevado,

tendo sido relatada a ocorréncia de representantes de 20 das 48 familias (Frost, 2008).

1.2. A FAMILIA LEIUPERIDAE E A PROBLEMATICA DE INTERESSE

Até 2006, o género Pseudopaludicola pertencia a Familia Leptodactylidae que abrigava

49 géneros e cerca de 1100 espécies, compreendidas em cinco subfamilias, Ceratophryinae,



Cycloramphinae, Eleutherodactylinae, Leptodactylinae e Telmatobiinae (Laurent, 1986, apud
Nuin 2002; Frost, 2004). Recentemente, Frost et al., (2006) com base em dados moleculares
indicaram o polifiletismo da subfamilia Leptodactylinae, uma vez que seus representantes
formaram dois agrupamentos distintos, Leptodactylinae 1 (Pleurodema, Edalorhyna,
Physalaemus e Pseudopaludicola) e Leptodactylinae I (Adenomera, Lithodytes, Leptodactylus
e Vanzolinius), que mostraram ser parafiléticos com relacio a Cycloramphinae I
(Paratelamtobius e Scythrophrys). De acordo com esses autores, estes agrupamentos somados
ao género Somuncuria passaram entdo a ser reconhecidos como Leptodactylidae. Porém, Grant
et al. (2006) ampliaram os estudos e propuseram uma nova estruturacdo para a familia
Leptodactylidae que passou a ser composta por quatro géneros, Hidrolaetere, Leptodactylus,
Paratelmatobius e Scythrophrys. Os géneros Pseudopaludicola, Physalaemus (incluindo
Engystomops e Eupemphix sensu Nascimento et al., 2005), Edalorhyna, Pleurodema e
Somuncuria foram alocados na familia Leiuperidae, a qual atualmente possui 77 espécies
(Frost, 2008).

O género Pseudopaludicola apresenta-se amplamente distribuido na regido oriental da
América do Sul, da Colombia até a Argentina, nas Guianas e Suriname, nas regides amazdnicas
da Coldmbia e do Brasil, no cerrado e mata Atlantica, no Uruguai e Argentina (Lobo, 1992).
Nesse género encontram-se algumas das espécies com menores tamanhos da familia
Leiuperidae, constituidos por animais que geralmente ndo ultrapassam os 20 mm de
comprimento, morfologicamente muito semelhantes entre si e com coloragdo policromética
(Haddad e Cardoso, 1987). Lobo (1992) menciona que as espécies de Pseudopaludicola da
fauna da Argentina, quando muito grandes, alcancam 25 mm.

Estudos envolvendo espécies do género Pseudopaludicola sdo escassos e
predominantemente de cardter taxondmico e ecoldgico (ver Lobo, 1993, para referéncias).
Contudo, a ocorréncia de espécies cripticas ou muito semelhantes, vivendo simpatricamente,
dificulta a identificacdo com base em caracteres externos o que tem causado, historicamente,
diversas mudancas taxondmicas no género.

Milstead (1963) considerou Pseudopaludicola ameghini (reconhecida por Parker, 1927, e
conhecida somente em sua localidade-tipo, na Chapada dos Guimaraes, MT), P. mystacalis e P.
saltica, como sindnimos de P. falcipes. Porém, Bokermann (1966; apud Lynch, 1989)

reconheceu essas quatro espécies no oeste e sudeste do Brasil e colocou P. fernetzi como



sindbnimo de P. ameghini. Posteriormente, 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), os trabalhos anteriores nao forneceram evidéncias para suportar as
propostas de sinonimizagdo e revalidacdo de P. ternetzi. Neste trabalho, o autor incluiu P.
pusilla, P. boliviana, P. ceratophyes e P. llanera no grupo “pusilla”, distribuidos pela regiao
noroeste sul-americana, propondo o monofiletismo do grupo com base na sinapomorfia de
falanges terminais em forma de T. Esse cardter, ja observado por Miranda Ribeiro (1926) em
seu breve diagnéstico do género, fez Lynch (1989) relacionar as espécies restantes ao grupo
“falcipes”, distribuidos pelo centro-oeste e centro-sul da América do Sul, tido como parafilético
em relagcdo ao grupo “pusilla”.

Haddad & Cardoso (1987) analisando as formas encontradas na Chapada dos
Guimaraes, MT, com base em dados de bioacustica e morfometria, colocaram P. ameghini na
sinonimia de P. mystacalis e consideraram P. saltica e P. mystacalis como espécies vélidas.
Posteriormente, Lobo (1996) corroborou a proposta de sinonimizagdo de P. ameghini a P.
mystacalis (Haddad & Cardoso, 1987) e revalidou também as espécies P. mystacalis e P.
ternetzi.

A revisdo mais recente de Frost (2008) menciona a existéncia de 12 espécies: P.
falcipes, P. mystacalis, P. saltica, P. pusilla, P. boliviana, P. ternetzi, P. ceratophryes, P.
mineira, P. mirandae, P. riopiedadensis, P. llanera e P. canga. No Brasil hd relatos da
ocorréncia de oito dessas espécies, porém, P. riopiedadensis ndao tem sido encontrada nos
ultimos anos (D. C. Rossa-Feres - comunicagdo pessoal).

As relagdes de parentesco de Pseudopaludicola com outros leptodactilideos (sensu
Lynch, 1971) foram analisadas por vdrios autores. Heyer (1975), utilizando 37 caracteres
provenientes de osteologia, miologia, morfologia externa de larvas e adultos, caridtipos e
biologia reprodutiva, indicou o género Pseudopaludicola como mais relacionado a
Physalaemus e Pleurodema. Canatella & Duellman (1984) sugeriram a origem de
Pseudopaludicola a partir de Physalaemus, com base em trés caracteristicas, (1) larvas com
linhas interrompidas nas papilas do ldbio inferior; (2) processos alares muito expandidos dos
hidides; e (3) perda dos misculos omohidideo e petrohidideo, caracteres estes derivados e
compartilhados por alguns Physalaemus.

Esta hipdtese, no entanto, foi questionada por Lynch (1989), que fez uma revisdo do



género Pseudopaludicola, confirmando o seu monofiletismo, com base na presenca de um
tubérculo hipertrofiado existente na face posterior do antebrago.

Lobo (1995) analisou as relacdes filogenéticas de nove espécies de Pseudopaludicola
(ndo foram incluidas P. mirandae, P. riopiedadensis e P. canga descritas posteriormente), com
base em caracteres osteologicos e de morfologia externa, utilizando como grupo externo oito
espécies de Physalaemus e duas de Leptodactylus. O monofiletismo de Pseudopaludicola foi
confirmado por este estudo, o qual corroborou também o monofiletismo do grupo pusilla, mas
com um arranjo interno diferente para as relacdes entre as espécies. A andlise de Lobo (1995)
mostrou ainda P. saltica como irma de P. falcipes, e possivelmente também de P. ternetzi.
Pseudopaludicola mineira apresentou uma relagcdo incerta com as demais e P. pusilla mostrou-
se irmd das espécies pertencentes ao seu grupo. Em grau especifico hd também alguns
problemas a serem esclarecidos. Um exemplo € a questdo taxondmica envolvendo a espécie P.
falcipes, encontrada no sudeste do Brasil e norte da Argentina, a qual é morfologicamente
muito semelhante a P. mystacalis e a ocorréncia simpétrica dessas espécies em algumas
localidades, possibilita que as mesmas sejam bastante confundidas entre si. Além disso, a
pesquisadora M.L.Del-Grande (comunicacio pessoal) observou que o canto de P. mystacalis na
localidade-tipo (Chapada dos Guimaraes, MT) € diferente da que ocorre na regido noroeste do
Estado de Sao Paulo, em municipios proximos a Sdo José do Rio Preto. Essa mesma
pesquisadora observou ainda variagdes morfolégicas em populacdes de Pseudopaludicola da
Bahia que sugerem a possibilidade da existéncia de espécies novas naquela regido.

Segundo Lynch (1989) e Lobo (1996), o género Pseudopaludicola necessita de mais
estudos, ja que persistem duividas importantes principalmente sobre as espécies do sudeste da
América do Sul e de acordo com Haddad e Cardoso (1987), analises cromossOmicas associadas
a dados bioldgicos poderdo auxiliar no esclarescimento de questdes de ordem sistemdtica e

evolutiva do género.

1.2.1. CITOGENETICA EM ANUROS, COM ENFASE NO GENERO PSEUDOPALUDICOLA

A citogenética teve inicio com as primeiras técnicas realizadas por coloragdes
convencionais, especialmente Giemsa, onde a maior preocupagdo era a caracterizagdo numérica

e morfoldgica dos cromossomos, que permitisse detectar a ocorréncia de variabilidade entre os



anuros. Nas décadas de 60 e 70 do século passado, alguns pesquisadores brasileiros se
dedicaram a estudar os cariétipos de anuros. Becak (1968) estudou o caridtipo de dezoito
espécies de anuros brasileiros de quatro familias (Bufonidae, Leptodactylidae, Hylidae e
Pseudidae), Bogart (1968) descreveu seis espécies de sapos africanos da familia Bufonidae com
2n=20 cromossomos, nimero incomum para a familia na época, e Rabello (1969, 1970) relatou
variagdes em Hylidae com 2n=22, 24, 26, 30, 48 e 52 cromossomos, sendo mais freqiiente o
cariétipo com 2n=24 cromossomos. A citogenética tem contribuido muito para a diferenciacao
entre anuros. Espécies cripticas ou muitos semelhantes entre si e que, a primeira vista, poderiam
ser consideradas uma mesma espécie, podem em muitos casos ser diferenciadas por meio de
andlise citogenética Isso ocorreu com espécies de Physalaemus (Lourengo et al., 1998; Amaral
et al., 2000), de Pseudis (Busin et al., 2001), de Epipedobates (Aguiar-Jr et al., 2002), de
Paratelmatobius e Scythrophrys (Lourenco et al., 2000; 2003a, b, c; 2008), de Dendropsophus
(Medeiros et al., 2003), de Megaelosia (Rosa et al. 2003), de Colostethus (Veiga-Menoncello et
al., 2003a, b, 2006), do grupo de Hyspsiboas pulchella (Ananias et al., 2004), Hypsiboas
bischoffi e H. guentheri (Raber et al., 2004), Crossodactylus (Aguiar-Jr et al., 2004), entre
outras.

Embora muitos mecanismos de evolugdo cariotipica em Anura tenham sido propostos
com base na andlise comparativa dos caritipos, uma melhor compreensdo das relacdes de
proximidade desses animais aconteceu apds o uso de técnicas citogenéticas mais apuradas. Em
estudos de anuros, as mais utilizadas sdo as técnicas de bandamento C, de Ag-NOR,
bandamentos com fluorocromos e a hibridagdo in sifu fluorescente. O uso dessas técnicas
facilita o reconhecimento de homeologias dos cromossomos e possibilita uma melhor
compreensao das relagdes entre géneros e entre espécies.

Os trabalhos desenvolvidos em citogenética de anuros, embora relativamente poucos
frente a0 nimero de espécies descritas, permitem a detec¢do dos principais mecanismos de
evolucdo cromossOmica que atuaram ao longo de sua histéria. Mecanismos tais como
fusdo/fissdo céntrica, translocacdo, dele¢do, duplicacdo e poliploidizacdo, sdo encontrados e
discutidos em diversas familias. Bogart (1991) encontrou evidéncias de que fusdes céntricas e
fissdes sejam os principais mecanismos envolvidos em variagdes nos nimeros cromossomicos
em Eleutherodactylus (sensu Lynch, 1971). Busin et al. (2001) sugerem que fissdo seja o

mecanismo envolvido na origem do cariétipo de 28 cromossomos de Pseudis cardosoi e Gruber



et al. (2007) atribuiram a reduc¢do cromossdmica de 2n=24 para 2n=22 em espécies de
Hypsiboas, possivelmente, a mecanismos de translocagao e fusao céntrica.

Para as espécies de Pseudopaludicola, os dados cromossdmicos sdo, além de conflitantes,
escassos na literatura. Saez e Brum (1960) e Brum e Saez (1968) relataram a presencga de 2n=22
cromossomos para populagdes de P. falcipes do Uruguai e Begak (1968) descreveu o caridtipo
de populagdes provenientes de Sao José do Rio Preto, SP, atribuidas a P. falcipes com 2n=18 e
a P. mystacalis (= P. ameghini) com 2n=20. Batistic et al. (1969) e Batistic (1970) também
encontraram diferencas no nimero de cromossomos para P. falcipes. Popula¢des dos estados de
Sado Paulo e de Minas Gerais apresentaram 2n=16, 18 e 20 cromossomos, a popula¢do do Mato
Grosso 2n=16, e a populagdo da Bahia 2n=22 cromossomos, enquanto em P. ameghini o
nimero dipléide 2n=20 se manteve. De acordo com Batistic (1970), o cariétipo de P. ameghini
difere do de P. falcipes 2n=20 apenas na morfologia de um par cromossdmico e na localizacao
da constricdo secunddria. Embora rearranjos cromossdmicos tenham sido sugeridos para
explicar a variacdo cromossOmica € um processo de especiacdo em curso (Batistic, 1970),
andlises adicionais ndo foram realizadas.

De modo geral, a existéncia de poucas informagdes citogenéticas para o género
Pseudopaludicola dificulta a inferéncia de possiveis mecanismos envolvidos no processo de

diferenciacdo cariotipica das espécies do género e de suas relagdes intra-genéricas.

1.3. REGIAO ORGANIZADORA NUCLEOLAR

A biogénese de ribossomos ocorre no nucléolo, uma complexa estrutura nuclear formada
por mais de 50 proteinas diferentes, RNA e DNA ribossomal. O nucléolo encontra-se associado
a sitios cromossOmicos especificos, denominados regides organizadoras do nucléolo (NOR),
que contém os genes codificadores dos RNA ribossomais (RNAr). Esta estrutura atua tanto na
transcricdo e no processamento pos-transcricional de RNAr precursor, como também na
associacdo entre RNAr menores e com proteinas para montagem das subunidades ribossomais.
Essas subunidades sdo individualmente exportadas para o citoplasma para tomar parte na
sintese de proteinas (Alberts et al., 2002; Melo et al., 2007).

O DNA possui genes codificadores de RNAr que estdo repetitivamente arranjados em

“unidades de transcri¢do”, separadas por seqii€ncias espacadoras externas denominadas
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espacadores intergénicos (IGS), que Miller (1981) acreditava ndo serem transcritas. As
unidades quando transcritas, ainda possuem seqiiéncias internas que separam os diferentes tipos
de RNA pré-ribossomais 18S, 5,8S e 28S, denominadas espacadores transcritos internos (ITS),
além de um espacador transcrito externo (ETS) ladeando o RNAr 18S. A clivagem dessas
seqiiéncias do RNA pré-ribossomal origina as subunidades do ribossomo (Mello et al., 2007). O
RNA que participa na composicdo do nucléolo pode ser evidenciado bioquimicamente pelo
método de basofilia, usando-se como corante o azul de toluidina a pH 4,0, ou por outros
métodos citoquimicos que revelam a presenca de proteinas ndo-histonicas no nucléolo, tais
como coloracdes para proteinas totais com fast green a pH 2,7, apds remocao de histonas, ou
com eosina e, 0 método de impregnacdo pela prata (AgNOR), que tem afinidade por proteinas
associadas aos sitios de DNAr transcritos (Mello et al., 2007).

O tamanho das NORs (mesmo que sejam homologas) pode variar bastante entre diferentes
individuos da mesma espécie, devido ao diferente nimero de cépias dos genes ribossomais
apresentado por cada NOR (Schmid, 1982). A maioria das NORs aparece como constri¢des
secunddrias e em alguns casos essa regido € circundada por heterocromatina (King, 1980;

Schmid, 1982; Schwarzacher & Wachtler, 1993).

O bandamento N (Matsui & Sasaki, 1973) foi o primeiro dos véarios métodos proposto
para identificar especificamente NORs em cromossomos metafdsicos. Envolve parte da
extracdo de 4cidos nucléicos e histonas, seguida por coloracio com Giemsa. A impregnacao
pelo fon prata é o método mais usado para a identificacdo de NORs, embora detecte apenas as
NORs que estiveram ativas na ultima intérfase. Essa técnica foi proposta inicialmente por
Howell et al., (1975), método conhecido como As-sat (prata amoniacal satélite), que envolve
vdrias etapas: fixagdo do cromossomo em formalina, tratamento com prata amoniacal e com
hidréxido de sédio e entdo deteccdo com uma mistura de formalina e prata amoniacal. No
mesmo ano, Goodpasture e Bloom (1975) publicaram método Ag-As, uma técnica que envolve
a utilizacdo de nitrato de prata a 50% colocado sobre a preparagdo cromossdmica, coberto com
laminula e exposto a uma lampada. Em seguida, os cromossomos recebem uma mistura de prata
amoniacal e formalina. Outras propostas foram oferecidas por outros pesquisadores. Orlet
(1979) misturou uma solugdo de prata a 50% com 4cido férmico diluido e incubou a lamina
nesta solucdo. Este procedimento foi modificado por Howell e Black (1980), que obteve uma

solucdo coloidal misturando acido férmico a solucdo de gelatina diluida e posteriormente este
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revelador coloidal foi misturado com uma solucdo de nitrato de prata imediatamente antes do
uso, sendo entdo as laminas incubadas em estufa. O método de impregnagao por prata baseia-se
na afinidade de proteinas acidas, associadas as NORs ativas na intérfase, pelo fon prata. Essas
proteinas argirdfilas, também conhecidas como “proteinas Ag-NOR”, permanecem associadas
as NORs mesmo durante a mitose e até o paquiteno da meiose (Howell, 1977; Schwarzacher et
al., 1978; Roussel et al., 1996).

Schmid (1982) analisou cromossomos de 260 espécimes de anuros entre 23 diferentes
géneros, e pode confirmar um alto grau de fixacdo de heteromorfismo de tamanho de NOR
entre os espécimes, e também observar que a maioria dos anuros, tanto de familias tidas como
basais como derivadas, apresenta um par de NORs por genoma dipléide (Schmid, 1982; King et
al., (1990); Schmid et al., 1990), sugerindo que possivelmente esta seja uma condi¢do
plesiomorfica em Anura. De acordo com King et al. (1990), as NORs em Anura tendem a
coincidir com bandas C positivas indicando a presencga de heterocromatina nesses sitios.

As andlises de parametros e caracteristicas relacionadas aos nucléolos sdo importantes
ferramentas utilizadas por citologistas, citopatologistas e citogeneticistas. Os citogeneticistas de
anuros, em especial, utilizam as regides organizadoras de nucléolo como importantes
marcadores, permitindo inferir possiveis mecanismos de evolugdo cromossdmicas

A andlise cuidadosa do nuimero, da localizagdo cromossdmica e das caracteristicas
moleculares das NORs em diferentes individuos pode permitir a identificacdo de homeologias
entre diferentes populagdes e espécies. A identificacdo de homeologias possibilita, em alguns
casos, o reconhecimento de alguns rearranjos cromossdmicos que possivelmente diferenciaram
cariotipicamente espécies ou grupos. Busin et al. (2006), por exemplo, utilizando técnicas de
impregnacgdo pela prata e de bandamento C, puderam mostrar diferencas cromossomicas entre
espécies de Lysapsus, L. limellus limellus, L. l. bolivianus e L caraya.

Segundo Schmid (1978a, b), o nimero e a localizacio das NORs costumam ser
caracteristicas de espécies e populacdes, que em geral apresentam apenas um par cromossomico
portador dessas regides. No entanto, NORs muiltiplas puderam ser identificadas em algumas
espécies, como em Hyla chrysoscelis e H. versicolor (Wiley et al., 1989), em Bufo terrestris
(Foote et al., 1991), em Rana japonica (Miura, 1994), em Agalychnis callidryas (Schmid et al.,
1995), em Physalaemus petersi (Lourengo et al., 1998) e P. cuvieri (Silva et al., 1999) e em

Leptodactylus mystacinius (Silva et al., 2006). A origem da variacao intra-especifica no nimero
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e na localizacdo das NORs, tem sido explicada pela ocorréncia de translocacdes e inversdes,
transposi¢do de segmentos de DNA por meio de elementos genéticos méveis, amplificacdes de
genes de DNAr fita simples formando NORs identificaveis e funcionais, além de erros de
reinsercdes durante a amplificacdo do DNAr no curso da oogénese (Foote et al., 1991; Schmid
et al., 1995).

Portanto, a andlise da NOR e suas caracteristicas, como nimero, tamanho e posi¢do no
genoma, tem se mostrado importante para o entendimento da evolu¢@o cromossdmica do grupo

em estudo, podendo ser um carater informativo para a distin¢gao de espécies e populagdes.

1.4. HETEROCROMATINA

O primeiro pesquisador a observar a cromatina no nivel citolégico, e vé-la apresentar-se
condensada ou descondensada na intérfase, foi Flemming em 1882 (Schulz-Schaeffer, 1980). O
termo heterocromatina foi introduzido por Heitz, em 1928, ap6s um cuidadoso estudo em que
acompanhou os cromossomos durante todo o ciclo celular e demonstrou que as estruturas que
se apresentavam condensadas na intérfase nada mais eram do que regides cromossOmicas
especificas que ndo descondensavam na tel6fase da mitose (John, 1988). Outra caracteristica
muito marcante é a chamada replica¢do tardia do DNA, isto é, a heterocromatina inicia sua
replicagdo depois da eucromatina, caracteristicamente no final da fase S. Portanto, o termo
heterocromatina é usado para descrever a regido do cromossomo que permanece condensada
durante todo o ciclo celular e que € transcricionalmente inativa durante a intérfase (Alberts et
al., 2002).

A técnica mais utilizada para evidenciar heterocromatina é o bandamento C, que foi
proposta por Pardue e Gall (1970), ao observarem coloragdo intensa nos centromeros € nas
regides pericentroméricas de cromossomos submetidos a técnica de hibridacdo in situ. Esses
autores sugeriram que as regides evidenciadas pelo método de hibridacdo in situ eram
constituidas quase exclusivamente de DNA altamente repetitivo (DNA satélite). A partir disso,
Arrighi e Hsu (1971) descreveram um protocolo para a obten¢@o de um padrido de bandamento,
que marcava a regido pericentromérica de cromossomos humanos, com incubag¢do do material
primeiro em solugdo acida (HCI), depois em solucdo alcalina (NaOH) e em seguida em solugdo

salina (2xSSC). Posteriormente, Sumner (1972) descreveu um melhoramento dessa técnica,
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substituindo o hidréxido de sédio (NaOH) por hidréxido de bario (BaOH),, uma solu¢do mais
suave que permite um controle adequado da morfologia dos cromossomos.

A causa do bandamento C foi demonstrada por Comings et al. (1973), mostrando que a
obtencdo de bandas C se deve a extracdo das regides eucromaticas e sua reten¢do nas porgoes
heterocromadticas, porém nao deixando claro por que razao existe a retirada de DNA somente de
regides eucromaticas e ndo de heterocromaticas.

Devido a relagdo de heterocromatina com setores ndo génicos, alguns pesquisadores
consideravam a heterocromatina como “DNA lixo”. Porém, Pardue e Henning (1990)
discutiram que a heterocromatina ndo devia ser considerada um “lixo” e sim que exercia
funcdes que, na época, ainda ndo haviam sido definidas, fazendo uma analogia de
heterocromatina com “artigo de colecionadores”, cuja importancia € reconhecida apenas por
quem entende.

Hoje em dia ja se conhecem muitas funcdes adicionais para a heterocromatina. Segundo a
recente revisao realizada por Grewal e Jia (2007), a heterocromatina, dentre outras fungdes que
exerce, se porta como uma ‘“plataforma dindnica” no recrutamento e extensdo de proteinas
regulatérias ao logo dos seus dominios, facilitando diversos processos, tais como, transcrig¢do,
segregacdo cromossomal e interacdes cromatinicas. A heterocromatina, embora presente em
muitos locais nos cromossomos esta concentrada em regides especificas, incluindo os
centromeros e telomeros. Normalmente, a maior parte do DNA que € compactado em
heterocromatina nido contém genes, porém oS genes que se tornam compactados em
heterocromatina s@o, em geral, resistentes a expressao ou silenciados. Isso ndo significa que a
heterocromatina tenha que ser desprezada, muito pelo contrério, pois ela é responsdvel, dentre
outros fatores, pelo funcionamento apropriado dos telomeros e centrdmeros, auxiliando na
protecdo do genoma (Alberts et al., 2002).

Estudos de genes funcionais em regides heterocromaticas tém sido realizados em
Drosophila melanogaster, embora, a densidade do gene seja muito menor do que na
eucromatina (Hilliker et al., 1980). Sumner (1990) sugere que estes genes possam estar
contidos em pequenos segmentos de eucromatina, dentro de regides heterocromaticas, ja King
(1991) vai além, dizendo que a heterocromatina desempenha um importante papel, protegendo
os sitios eucromaticos adjacentes de modificagdes estruturais por recombinagdo, uma vez que

diminui a formag¢do de quiasmas.
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Segundo Grewal e Jia (2007), € comum a associacdo de heterocromatina a cromatina
condensada e a reorganizacdo de dominios nucleares, que reduzem a acessibilidade a
maquinaria de transcri¢do no 16cus heterocromaticos. No entanto, seu estudo demonstrou que a
heterocromatina possui funcdes muito mais complexas, tornando seu dinamismo intimamente
ligado a resposta celular e aos sinais do meio, sendo que este recrutamento de proteinas
regulatdrias pela heterocromatina oferece um importante mecanismo de regulacdo coordenada,
envolvendo tanto a inativacdo, quanto a ativagcdo génica.

Estudos citogenéticos desmonstram que a heterocromatina pode diferir entre genomas de
espécies consideradas proximas, ndo somente em funcdo da sua quantidade, mas também pelo
numero de bandas apresentadas, sua localizag¢do e propriedades de composi¢do, sendo que para
isso, utilizado a coloracdo com diferentes fluorocromos. Pode-se também realizar uma andlise
mais detalhada buscando-se diferencas indicativas de rearranjos estruturais por técnicas de
bandamento G, Q e R. A reagdo de Feulgen também pode evidenciar regides com maior ou
menor condensagdo cromatinica (Sumner, 1990).

Embora a correlagdo entre banda C positiva e DNA altamente repetitivo freqiilentemente
ocorra, hd casos em que nao foi detectado esse tipo de DNA em regides evidenciadas pelo
bandamento C (Sumner, 1990). A andlise da localiza¢do e do tamanho das bandas C permite em
alguns casos a identificacio de cromossomos. As bandas C podem ser centroméricas,
intersticiais ou teloméricas. Em alguns organismos, como algumas espécies de insetos,
verificam-se bracos ou mesmo cromossomos inteiros heterocromaéticos.

Freqiientemente, o padrdo de banda C varia entre as diferentes espécies, podendo ser um
importante cardter sistematico, que permite a sugestao de rearranjos genéticos ocorridos durante
a evolugdo do grupo em estudo (Sumner, 1990). Além de variagdes interespecificas, variagdes
intra-especificas no padrdo de banda C, embora pouco freqiientes, ja foram reportadas em
anuros, mostrando principalmente polimorfismo de tamanho dessas regides. Diferencas nos
padrdes heterocromadticos entre espécies sdo encontradas tanto nos anuros tidos como basais
quanto nos mais derivados (King, 1991). Porém, em alguns anuros de sete familias pertencentes
aos Archaeobatrachia foram detectadas pequenas quantidades de heterocromatina utilizando
técnicas de bandamento. J4 os Neobatrachia, anuros considerados derivados, apresentam uma
grande diversidade na distribuicdo e quantidade de heterocromatina (King, 1991). O padrio de

distribui¢do e quantidade de heterocromatina, detectado pela técnica de bandamento C, assim
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como a caracterizagdo da composicdo das bandas heterocromaéticas, obtidas a partir do uso de
fluorocromos, tém sido ferramentas importantes na busca de uma melhor compreensao das
questdes sistemdticas, bem como da evolugdo cariotipica nesta Ordem (Schmid, 1978 a, b;
Schmid, 1980; King, 1980; Miura et al., 1995; Lourenco et al., 1999; Busin et al., 2001;
Odierna et al., 2001; Kasahara et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

Caracterizar citogeneticamente as espécies Pseudopaludicola falcipes da regidao de Porto
Alegre (RS), P. mystacalis e P. ameghini (sensu Cope, 1887), da Chapada dos Guimaraes (MT)
e P. ternetzi de Uberlandia (MG), além de populacdes tidas como Pseudopaludicola aff.
falcipes e Pseudopaludicola aff. mystacalis e Pseudopaludicola sp., visando contribuir para
uma melhor compreensao da sistematica intra- e intergenérica de Pseudopaludicola, bem como

para o entendimento dos processos envolvidos na evolugdo cromossdmica do préprio género.
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RESUMO

Com o intuito de caracterizar citogeneticamente espécies do género Pseudopaludicola e
contribuir com a sistemética do grupo, foram estudados topotipos de Pseudopaludicola falcipes,
P. ameghini (sensu Cope — 1887) e P. mystacalis, além de exemplares de P. fernetzi e de
populacdes denominadas Pseudopaludicola aff. falcipes, Pseudopaludicola aff. mystacalis e
Pseudopaludicola sp. As preparacdes cromossdmicas foram submetidas a coloracdo com Giemsa,
bandamento C e impregnac¢do pela prata (AgNOR), o que permitiu revelar uma variacao
interespecifica quanto ao nimero de cromossomos, localizacdo da NOR e padrao de distribui¢ao
de heterocromatina. Pseudopaludicola falcipes apresentou um cariftipo com 2n=22
cromossomos, enquanto P. ameghini (sensu Cope, 1887) e P. ternetzi apresentaram 2n=20 e P.
mystacalis 2n=16 cromossomos. Os espécimes das populacdes de Pseudopaludicola aff. falcipes,
Pseudopaludicola aff. mystacalis e Pseudopaludicola sp., compartilharam o mesmo nimero de
cromossomos de P. mystacalis (2n=16). Porém, apesar da grande similaridade morfol6gica entre
as espécies, foi encontrado também nas populagdes de Pseudopaludicola aff. mystacalis de Icém
(SP) e Pseudopaludicola sp. de Poconé (MT), individuos com 2n=20 e 2n=22 cromossomos
respectivamente, indicando ocorréncia em simpatria de diferentes tdxons. A presenca de 2n=20
em P. ameghini e de 2n=16 em P. mystacalis, indica claramente a existéncia de duas unidades
taxonOmicas distintas. Adicionalmente, os espécimes tidos como Pseudopaludicola aff. falcipes e
como Pseudopaludicola sp., mostraram-se citogeneticamente relacionados a P. mystacalis e nao
a P. falcipes que possui caridtipo com 2n=22 cromossomos. Desta forma, os nossos dados
sugerem a retirada de P. ameghini da sinonimia de P. mystacalis, define P. falcipes com cariétipo

2n=22 e reforcam a necessidade de uma revisdo taxondmica no género Pseudopaludicola.
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INTRODUCAO

O género Pseudopaludicola Miranda Ribeiro (1926), pertencente a familia Leiuperidae, é
composto por animais que geralmente ndo ultrapassam 20 mm de comprimento, muito
semelhantes entre si e com coloracdo policromdtica (Haddad & Cardoso, 1987). Os seus
representantes encontram-se amplamente distribuidos pela América do Sul, da Coldmbia a
Argentina, passando pelas Guianas e Suriname (Lobo 1992). De acordo com Frost (2008), o
género Pseudopaludicola € constituido por 12 espécies: P. boliviana, P. canga, P.
ceratophryes, P. falcipes, P. llanera, P. mineira, P. mirandae, P. mystacalis, P. pusilla, P.
riopiedadensis, P. saltica e P. ternetzi, com relatos de ocorréncia de oito delas no Brasil.

Alguns estudos baseados em dados morfoldgicos sugerem uma proximidade de
Pseudopaludicola com os géneros Physalaemus, Pleurodema ou Edalorhina (Lynch, 1971;
Heyer, 1974, 1975; Cannatella & Duellman, 1984). Por outro lado, os recentes estudos
filogenéticos moleculares (Frost et al., 2006; Grant et al., 2006) mostram-se contraditorios,
quanto a identificacdo do grupo-irmao de Pseudopaludicola, o que demonstra a necessidade de
mais estudos envolvendo representantes desse género.

A estrutura taxondmica desse género tem historicamente sofrido diversas mudangas.
Milstead (1963) considerou Pseudopaludicola ameghini, reconhecida por Parker, 1927, e
conhecida somente em sua localidade-tipo (Chapada dos Guimaraes, estado do Mato Grosso -
Brasil), P. mystacalis e P. saltica, como sindnimos de P. falcipes. Porém, Bokermann (1966;
apud Lynch, 1989), reconheceu essas quatro espécies no oeste e sudeste do Brasil e
sinonimizou P. ternetzi a P. ameghini. Lynch (1971), no entanto, considerou como vdlidas as
cinco espécies, P. ameghini, P. falcipes, P. mystacalis, P. saltica e P. ternetzi, sem fornecer
evidéncias para a retirada de P. ternetzi da sinonimia de P. ameghini. Posteriormente, Haddad e
Cardoso (1987), realizaram analises bioacustica e morfométrica das formas encontradas na
Chapada dos Guimardes e colocaram P. ameghini na sinonimia de P. mystacalis e consideraram
para aquela localidade somente P. saltica e P. mystacalis como espécies vélidas. Lobo (1996)
corroborou a proposta de sinonimizacdo de P. ameghini a P. mystacalis (Haddad e Cardoso,
1987) validando as espécies P. mystacalis e P. ternetzi. Recentemente, Striissmann (2003), com
base também em andlise morfoldgica e bioactstica, contestou os argumentos utilizados por

Haddad e Cardoso (1987) e Lobo (1996) e sugeriu a revalidagdo de P. ameghini (sensu Cope,
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1887), uma vez que trés unidades taxondmicas distintas sdo reportadas para a Chapada dos
Guimaraes. De acordo com C. Striissmann (informagao pessoal), a revalidacdo de P. ameghini
podera resultar na sinonimizagdo de P. ternetzi a P. ameghini em concordancia com a proposta
Bokermann (1966).

De modo geral, existem poucas informagdes citogenéticas para o gé€nero
Pseudopaludicola e, em sua maioria, se restringem a determina¢do do ndmero e andlise do
caridtipo por método de coloragdo convencional. Porém, os dados presentes na literatura sdo
conflitantes. Becak (1968) analisando populagdes provenientes do municipio de Sdo José do
Rio Preto, estado de Sdo Paulo, Brasil, descreveu o cariétipo de P. falcipes com 2n=18 e de P.
ameghini (sensu Cope, 1887) com 2n=20 cromossomos. Porém, Batistic et al. (1969, 1970) e
Batistic (1970) encontraram configuracdes cariotipicas distintas para P. falcipes, com variagdes
de 2n=16 até 20 cromossomos nas populacdes dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, de
2n=16 e 20 em populacdes do estado do Mato Grosso e de n=11 para uma populagdo do estado
da na Bahia, onde somente células em meiose foram analisadas. Por outro lado, os estudos
realizados com populacdres de P. falcipes do extremo sul da América do Sul (Saez & Brum,
1960; Brum-Zoriilla & Saez, 1968) revelaram somente a presenga de 22 cromossomos.

Uma vez que os dados citogenéticos tém se mostrado uteis na distincdo de espécies
morfologicamente semelhantes (por exemplo, Medeiros et al., 2003; Veiga-Menoncello et al.,
2006) neste trabalho, caracterizamos citogeneticamente as espécies P. falcipes, P. ameghini
(sensu Cope 1887) e P. mystacalis, provenientes de suas localidades-tipo, além de P. ternetzi e
de oito diferentes populagdes morfologicamente semelhantes a P. falcipes e a P. mystacaclis e
duas Pseudopaludicola sp., objetivando esclarecer possiveis equivocos de identificacdo, além

de contribuir para um melhor entedimento da sistemadtica de Pseudopaludicola.
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MATERIAIS E METODOS

Espécimes:

Todos os espécimes estudados, bem como as localidades de coleta e os nimeros de
registro dos testemunhos depositados em museus, estdo listados na Tabela 1. O mapa da figura
1 indica a localizagdo geogréfica dos espécimes analisados.

Todas as coletas foram realizadas com autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio

Ambiente e de Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA — Proc. n® 02001.002003/2005-16).

Preparacoes cromossomicas

As preparacdes cromossomicas foram obtidas de suspensdes celulares de epitélio
intestinal e de testiculo de animais previamente tratados com colchicina a 2% por no minimo 5
horas, segundo a técnica de King e Rofe (1976) e Schmid (1978 a).

As metdfases foram coradas com Giemsa 10% em tampdo fosfato pH 6,8 por 10
minutos ou submetidas as técnicas de impregnagdo pela prata (Ag-NOR) segundo Howell e
Black (1980) e bandamento C de acordo com Sumner (1972), com pequenas modificagdes no
pré-tratamento, onde o material foi previamente tratado com acido acético 50% por 30 minutos
(seguindo Siqueira et al. in prep.), lavado repetidamente em dgua destilada e em seguida,
tratado com 4cido cloridrico, sendo que nos intervalos dos tratamentos deixado secar a
temperatura ambiente. A etapa de incubacdo em hidréxido de bario foi realizada a temperatura

de 60°C por 13 segundos e em SSC a temperatura de 60°C por 15 minutos.
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Tabela 1: Espécies, locais de coleta dos espécimes, nimero de individuos analisados e nimero
de registro do ZUEC = Museu de Zoologia “Prof. Addo José Cardoso”, do Instituto de Biologia,
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), SP, Brasil e do DZSJRP = Cole¢ao de
Vertebrados do Departamento de Zoologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
de Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.

*- Entre os individuos de Icém, SP e Poconé, MT, havia dois caridtipos distintos.

Espécie Localidades Numeros de individuos Numero de registro de
Museu
Porto Alegre (RS 4d 129 ZUEC: 14.008 14.009,
F. falcipes (-30°00'59"8/ 51°06'07"C) 14.022 14.023, 14162,
14.163
Chapada dos
P. armeghini (sensu Cope 1887) Guimardes (W) 28 /19 ZUEC: 14138, 14139,
(15°27'38"/55°44'59") 14 140
Vila Bela da SBantizsima ZUEC: 13.923,13.924,
Trindade (3T} 5d 13.925,13.926,14. 146
(-15°00'29"5/5995702"C)
Cuiaba (MT) 537119 ZUEC: 14.149, 14150,
P.mystacalis (-15735'46"8/56°0548"0) 14.141,14.142,14.153,
14.157
Therldndia (3 ZUEC:230.1,13 876,
(-18°55'07"5/48°16'38"0) 63 /29 13.878,13.879,13.850,
13.88113.882,13.8383
Pseudopaludicola aff falcipes1 Santa Fe do Bul (3F) 5d DEZIREF: 8694, 8693,
(-20°12'40"5/509255'33"0) 8696,8705,8710
FPravudopaludicola aff falcipesII Witoria Brazil (8F) ZUEC: 13.894,13 895,
{-20°11'45"5/50°29'04"0) 4169 13,896, 13.898, 13.900,
13.904, 13,905, 13.90¢,
13.907,13.908
Prevdopaludicala att falcipes 11T Icém (R id e DZIIREP: 6438, 6441,
(-20°20'30"5M4 091142 0) 6448 6452 8720
Prevdopaludicala att falcipes TV Palestina (2F) 13 ZUEC: 13.912
(-20°23'24"5/ 4902559 )
Prevwdopaludicola aft mystacalis 1 *¥Icem (5P 28 DEZRIED: 6456, 6457
(-20°20'30"3M49°1142"C)
Prevdopaludicola aff mystacalis 11 *Icem (5F) 28 DEZRIEP: 8723,8724
(-20°20'30"5M49°1142"C)
Prevdopaludicala aff prystacalis 11T Barreirinhas (hIA) ad 129 ZUEC: 13,842, 13 843,
(02°38'11"5/42°41'26"0) 13.844,13.845,13.84¢,
13.849
Prevdopaludicala aff mystacalis TV Urbano Santos QWA) ZUEC: 13 868,13 869,
(03°12'28"5/43°09'1 2"0) 4d 129 13.870,13.871,13.918,
13.215
P. ternetzi Uherlfndia (MG 237119 ZUEC: 14170, 14171,
(-18955'07"5/48°16'38"0) 14.172
Frevdopaludicola sp. 1 *Poconé (M) 29 /48 ZUEC: 13,929 13 930,
(-16°15'24"8/56937'22"0) 13.931,13.932, 13 333,
13.934
FPrewdopaludicola sp. 2 *Poconé (T 19728 ZUEC: 13.935,13.938,
(-16°15'24"8/56937'22"0) 13.237
Prevdopaludicola sp. 3 Santa Terezinha (M) 18 ZUEC: 13.805

(-10%28'11"5/50°30'11"0)
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RESULTADOS

Os dados obtidos encontram-se resumidos na tabela 2. Para descri¢do dos caridtipos, as

espécies foram agrupadas de acordo com o nimero de cromossomos.

Pseudopaludicola falcipes (Porto Alegre, RS) e Pseudopaludicola sp. 1 (Poconé, MT):

Os caridtipos apresentaram 2n=22 cromossomos, muito semelhantes, sendo os pares 1-3,
5, 6, 9-11 metacéntricos, 4 e 7 submetacéntricos e o par 8 subtelocéntrico (Figs. 2A e 3A). A
NOR em P. falcipes foi localizada na regido pericentromérica do brago longo do par 8 (Fig. 4A)
e em Pseudopaludicola sp. 1, na regido intesticial no brago longo do mesmo par (Fig. SA). Em
todos os individuos de P. falcipes foi observado um grande heteromorfismo de tamanho da
NOR entre os homdlogos desse par. Este fato ndo foi observado em Pseudopaludicola sp. 1,
que apresentou o par ¢ a NOR homomorfica. Ambas as espécies apresentaram blocos de
heterocromatina em todos os centrdmeros. Em P. falcipes foram observadas regides ricas em
heterocromatina nas por¢des pericentroméricas do par 3, fortemente marcada no brago curto e
mais fraca no brago longo e também marcacdes heterocromadticas na regido pericentromérica do
braco longo do par 8 coincidente com a NOR. J4 em Pseudopaludicola sp. 1, regides ricas em
heterocromatina foram detectadas nas regides pericentroméricas do brago curto do par 1, 7e9 e
no brago longo do par 2. Ja no par 8, banda C na regido intesticial, adjacente a NOR (Figs. 6A e

TA).

Pseudopaludicola ameghini (sensu Cope 1887) (Chapada dos Guimaraes e Vila Bela da S.
Trindade, MT), P. ternetzi (Uberlandia, MG), Pseudopaludicola aff. mystacalis I (Icém,
SP):

Essas espécies apresentaram 2n=20 cromossomos. Os cariétipos de Pseudopaludicola
ameghini das duas localidades foram constituidos por cromossomos metacéntricos (pares 1, 2, 6
e 8), submetacéntricos (pares 3-5, 9 e 10) e subtelocéntrico (par 7), enquanto P. fernetzi diferiu
apenas na morfologia do par 7, classificado como submetacéntrico (Fig. 2B-D).
Pseudopaludicola aff. mystacalis 1 de Icém apresentou caridtipo semelhante a P. ameghini e a
P. ternetzi, porém o par 7 foi classificado como metacéntrico (Fig. 3B). A NOR foi localizada

na regido telomérica do braco longo do cromossomo 9 em P. ameghini e em P. ternetzi (Fig.

36



4B-D). Bandas centroméricas foram detectadas em todos os cromossomos. Em P. ameghini,
bandas pericentroméricas foram detectadas nos bragos curtos dos pares 1 e 2 e nos bracos
longos dos pares 3, 4 e 5, enquanto P. ternetzi apresentou marcacgdo pericentromérica nos
bracos curtos dos pares 1 e 2 e nos bragos longos dos pares 1, 2 e 3, além de uma por¢do
heterocromdtica na regido telomérica do par 4 (Fig. 6B-D). As técnicas de bandamento C e

impregnacgdo pela prata ndo foram ainda realizadas para Pseudopaludicola aff .mystacalis 1.

Pseudopaludicola mystacalis (Cuiaba, MT e Uberlandia, MG), Pseudopaludicola aff.
mystacalis II, III e IV (Icém, SP; Barreirinhas, MA; Urbano Santos, MA),
Pseudopaludicola aff. falcipes (Santa Fé do Sul, Palestina, Icém e Vitoria Brasil, SP),
Pseudopaludicola sp. 2 e sp. 3 (Poconé, MT; Santa Terezinha, MT):

Pseudopaludicola mystacalis e todas as populacdes apresentaram cariétipos com 2n=16
cromossomos, formado por pares metacéntricos (1-3 e 6) e submetacéntricos (4, 5, 7 e 8) (Figs.
2E-F e 3C-K). No entanto, alguns individuos das populacdes da regido noroeste do estado de
Sa@o Paulo, do Maranhdo, do Mato Grosso e inclusive de P. mystacalis, apresentaram o par 4
heteromorfico, sendo o morfo menor classificado como submetacéntrico € 0 maior como
metacéntrico (Fig. 2 E-F e 3 C-E G, I e K), entretanto, esta caracteristica ndo esta relacionada ao
sexo. A NOR foi localizada na regido pericentromérica do brago curto do par 4 em todos os
exemplares (Figs. 4E-F e 5B-F). Além de marcagdes centroméricas em todos os cromossomos,
bandas C pericentroméricas foram detectadas no brago curto do par 1 e no braco longo do par 2
em todas as populagdes estudadas (Figs 6E-F e 7B-F). Essa técnica nao foi ainda realizada para
a populacdo de P. aff. mystacalis 11 de Icém. Os individuos das popula¢des de Vitéria Brasil
(SP) e Santa Terezinha (MT) que apresentaram o par 4 heteromorfico, exibiram também bandas
heteromorficas intersticiais no braco curto do par 4 (Fig. 7B e 7F). As técnicas de impregnacao
pela prata e bandamento C ndo foram realizadas na populagdo de Pseudopaludicola aff.

mystacalis 11 por falta de material.

37



Tabela 2. Anélise morfométrica dos cromossomos e classificagdo centromérica de acordo com valores propostos
por Green & Sessions (1991). Os asteriscos indicam, o par e o braco cromossdmico, portador da NOR. Em TR:
tamanho relativo; RB: razdo de brago; CC: classificagdo cromossdmica; M: metacéntrico; SM: submetacéntrico; ST:

subtelocéntrico; p: braco curto; q: brago longo.

CROMOSSOMOS

1 2 3 4 LY 5 i 7 8 8 9 10 11
Pseudopaludicola falcipes Porto Alegre (RS)
RB 1,204 L1T0 1476 2,100 L1} 1,069 2,111 3,674 3612 1,050 1,099 1,205
cC M M M SM M M M *8T(y) *8T(y) M M M
FPseudopaludicolasp. 1 Poconé (MT)
RB 1,080 L1345 1,558 1,978 1,197 L110 1,675 31 1,273 1,310 1477
cC M M M M M M M *8T(y) M M M
Pseudopaludicoln ameghini (sensu, Cope 1887) Chapada dos Guimaries (MT)
RB 1,032 1,097 2,106 2,142 2,243 1,144 3,860 1,155 2,200 2,178
cC M M SM SM Sh M ST M *5Miy) SM
Pseudopaludicola ameghint (sensu, Cope 1887) Vila Bela da Santissima Trindade (MT)
RB 1,184 1,212 2,m1 2,361 2,161 L115 4,178 1,102 2,356 2,419
cC M M SM SM SM M ST M *8Miy) SM
Pseudopaludicolaternetri Uherlindia (MG)
RB 1,152 1,163 2,333 2,230 2,244 1,027 2,04 1,033 1,967 2,000 -
cC M M SM SM SM M M M *8Miy) SM -
Pseudopaludicolaaff. mystacalis1 Icém (5F)
RB 11501 1,2105 2mm 2,150 1,818 1,214 1,071 1,083 2,000 2,115 -
cc M M SM SM SN M M M SM SM R
Pseudopaludicolomystacalis Cuiaba (MT)
RB L05T 1,054 1473 2,144 1,634 1,%00 L1 1,974 2,336
cc M M M *SMip) *Mi(p) S M M SM
Pseudopaludicolamystacalis Uberlindia (MG)
RB 1,061 1,065 1,522 2,333 1,646 2,023 1,065 2,115 2,037
cC M M M *5Mip) *Mi(p) S M SM SM
Pseudopaludicola aff. falcipes] Samta Fé do Sul (5P)
RB 1075 1,083 L5 2,213 1,845 L9717 1,090 2,017 2,042
cC M M M *8Mip) *5Mip) SM M M SM
Pseudopaludicolaaff. falcipesIl Vitoria Brasil (5F)
RB 1,068 1,09 1,405 2,214 1,804 1,014 1,120 1,950 2,103
cc M M M *SMip) *SMip) SM M SM SM
Pseudopaludicola aff.falcipesIIl Icém (5P)
RB 1,104 1,090 1,405 2,041 1,586 1,%46 1242 1,843 2,062
cC M M M *5Mip) *Mip) SM M SM SM
Pseudopaludicola aff. falcipesIV  Palestina (5P)
RB 1,375 1,227 1,382 2,000 1,857 2,150 1,0Td 2,125 2,166
cC M M M *5Mip) *8Mip) SM M SM SM
Pseudopaludicola aff.mystacalisIl Icém (S5P)
RB 1,033 1,088 1,404 2,050 1,566 1,930 1,085 1,983 2,069
cC M M M *SMip) *Mip) SM M SM SM
Pseudopaludicola aff.mystacalicIll Barreirinhas (MA)
RB 1,113 1,089 1,392 2,053 1,794 1,827 L11é 1,932 1,898
cC M M M *ShiGp) *SMip) SM M SM SM
Pseudopaludicola aff.mystacalisIV Urhano Sanios (MA)
RB 1,09 1,035 1,284 1,694 1,651 1,897 1114 1,827 2,160
cC M M M *5Mip) *Mip) SM M SM SM
Pseudopaludicolasp? Poconé (MT)
RB 1,070 1,065 LT 2,00 1,682 2,036 1,075 1,920 2,171
cC M M M *SMip) *SMip) SM M SM M
Pseudopaludicolasp3 Nanta Terezinha (MT)
RB 1,025 1,084 1,451 1,979 1,644 2,125 1,078 1,939 2,018
cC M M M *ShIgp) *Mip) SM M SM SM
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1 — Mapa do Brasil mostrando as localidades de coleta dos espécimes das populagdes e

espécies estudadas.

Figura 2 — Cariétipos submetidos a coloracdo com Giemsa. A: Pseudopaludicola falcipes de
Porto Alegre (RS); B: P. ameghini da Chapada dos Guimardes (MT); C: P. ameghini de Vila
Bela da Santissima Trindade (MT); D: P. ternetzi de Uberlandia (MG); E: P. mystacalis de
Cuiaba (MT); F: P. mystacalis de Uberlandia (MG). Em Pseudopaludicola falcipes, a seta
aponta o par 8 heteromorfico, com uma evidente constricdo secunddria. J4 no destaque em

preto, P. mystacalis apresentando o par 4 heteromorfico (4 47). Barra = Spum.

Figura 3 — Cariétipos submetidos a coloracdo com Giemsa. A: Pseudopaludicola sp.1 de
Poconé (MT); B: Pseudopaludicola aff. mystacalis 1 de Icém (SP); C: Pseudopaludicola aff.
faclcipes 1 Santa Fé do Sul (SP); D: Pseudopaludicola aff. falcipes 11 Vitoria Brasil (SP); E:
Pseudopaludicola aff. falcipes 1l Icém (SP); F: Pseudopaludicola aff. falcipes IV Palestina
(SP); G: Pseudopaludicola aff. mystacalis 11 de Icém (SP); H: Pseudopaludicola aff. mystacalis
IIT de Barreirinhas (MA); I: Pseudopaludicola aff. mystacalis IV de Urbano Santos (MA); J:
Pseudopaludicola sp.2 de Poconé (MT); K: Pseudopaludicola sp.3 de Sta. Terezinha (MT). Em
Pseudopaludicola sp.1, a seta evidencia o par 8 homomorfico, com uma evidente constrigdo
secunddria. As espécies P. aff. falcipes, P. aff. mystacalis e P. sp. apresentam no detalhe, o par

4 heteromorfico (4 4’). Barra = Sum.

Figura 4 — Caridtipos submetidos a impregnacdo pela prata. A: Pseudopaludicola falcipes de
Porto Alegre (RS); B: P. ameghini da Chapada dos Guimardes (MT); C: P. ameghini de Vila
Bela da Santissima Trindade (MT); D: P. ternetzi de Uberlandia (MG); E: P. mystacalis de
Cuiabd (MT); F: P. mystacalis de Uberlandia (MG). A seta evidencia os pares que carregam a
NOR; repare em P. falcipes a NOR heteromorfica. J4 no destaque, note o par 4 com

heteromorfismo de tamanho em P. mystacalis (4 4’). Barra = Sum.
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Figura 5 — Caridtipos submetidos a impregnacdo pela prata. A: Pseudopaludicola sp.1 de
Poconé (MT); B: Pseudopaludicola aff. falcipes da regido noroeste do estado de Sao Paulo; C:
Pseudopaludicola aff. mystacalis 111 de Barreirinhas (MA) Pseudopaludicola aff. mystacalis IV
de Urbano Santos (MA); D: Pseudopaludicola sp.2 de Poconé (MT); E: Pseudopaludicola sp.3
de Sta. Terezinha (MT). A seta indica os pares portadores da NOR; repare em
Pseudopaludicola sp.1 a NOR homomorfica. No destaque, note o par 4 com heteromorfismo de

tamanho (4 4°). Barra = Sum.

Figura 6 — Caridtipos submetidos a técnica de bandamento C. A: Pseudopaludicola falcipes de
Porto Alegre (RS); B: P. ameghini da Chapada dos Guimardes (MT); C: P. ameghini de Vila
Bela da Santissima Trindade (MT); D: P. ternetzi de Uberlandia (MG); E: P. mystacalis de
Cuiaba (MT); F: P. mystacalis de Uberlandia (MG). Em Pseudopaludicola falcipes, a seta
evidencia o par 8 com uma regido heterocromdtica heteromérfica na regido pericentromérica.

Barra = Spm.

Figura 7 — Cariétipos submetidos a técnica de bandamento C. A: Pseudopaludicola sp.1 de
Poconé (MT); B: Pseudopaludicola aff. falcipes da regido noroeste do estado de Sdo Paulo
(Santa Fé do Sul, Vitdria Brasil, Icém e Palestina); C: Pseudopaludicola aff. mystacalis 111 de
Barreirinhas (MA); D: Pseudopaludicola aff. mystacalis IV de Urbano Santos (MA); E:
Pseudopaludicola sp.2 de Poconé (MT); F: Pseudopaludicola sp.3 de Sta. Terezinha (MT). Em
Pseudopaludicola sp.1, a seta evidencia o par 8 com regides heterocromaticas homomorficas.
Note no destaque em preto em Pseudopaludicola aff. falcipes de Vitéria Brasil e em
Pseudopaludicola sp.3, de Poconé, a por¢do heterocromdtica fortemente marcada na regidao
intersticial no braco curto cromossomo 4’ e fracamente marcada na mesma regido do par 4.

Barra = Spum.
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Figura 1

Legenda
1- Porto Alegre (RS)
2- Reg. Noroeste de SP
3- Uberlandia (MG)

4- Poconé (MT)

5- Vila Bela Sta. Trindade (M
6- Cutaba (MT)
7- Chapada Dos Guimardes (MT)
8- Santa Terezinha (MT)
9- Urbano Santos (MA)
10- Barrewrinhas (IM.A4)
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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DISCUSSAO

Dados cromossdmicos para espécies do género Pseudopaludicola presentes na literatura
sdao conflitantes e escassos. Das 12 espécies atualmente vélidas para o género (Frost, 2008),
apenas algumas populacdes de Pseudopaludicola falcipes e P. ameghini (sensu Cope, 1887)
foram analisadas citogeneticamente (Saez & Brum, 1960; Brum-Zorilla & Saez, 1968; Becak,
1968; Batistic et al. 1969, 1970; Batistic, 1970).

A presenca de 2n=22 cromossomos para P. falcipes (localidade-tipo), diferiu ndo apenas
dos dados previamente relatados por Becak (1968), que descreveu um complemento dipléide com
18 cromossomos, mas também dos achados reportados por Batistic et al. (1969, 1970) e Batistic
(1970). Estes autores revelaram a ocorréncia de uma variacdo inter-populacional atribuida a P.
falcipes com cariétipos formados por 2n=16, 18 e 20 cromossomos, em exemplares coletados nas
proximidades do municipio de Sdo José do Rio Preto, regido noroeste do estado de Sdo Paulo e
também em localidades dos estados de Mato Grosso ¢ Minas Gerais. No entanto Batistic (1970)
observou, em machos provenientes de Feira de Santana (BA), também atribuidos a P. falcipes, a
presenca de 11 bivalentes (2n=22) na meiose.

Os nossos resultados concordaram parcialmente com os descritos para populacdes de P.
falcipes do Uruguai (Saez & Brum, 1960; Brum-Zorrilla & Saez 1968). Apesar de P. falcipes da
localidade-tipo ter apresentado o mesmo nimero cromossdmico das populagdes descritas por
estes autores, diferencas quanto a morfologia dos cromossomos foram notadas, uma vez que Saez
& Brum (1960) descreveram somente a presenca de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, enquanto os nossos resultados revelaram a existéncia de pares metacéntricos,
submetacéntricos e um par subtelocéntrico. As diferencas na morfologia dos cariétipos podem
sugerir a ocorréncia de equivocos de identificacdo na populacdo de P. falcipes do Uruguai, uma
vez que as espécies deste género sao morfologicamente semelhantes. Porém, a presenca de 2n =
22 em diferentes populacdes pode indicar a existéncia de mais de uma espécie no género
Pseudopaludicola, que compartilha este nimero de cromossomos. Nao foi possivel realizar
comparacdes cariotipicas com a populagdo atribuida a P. falcipes (n =11) do estado da Bahia
(Batistic, 1970), uma vez que naquele estudo somente células em meiose foram analisadas. Os
exemplares denominados de Pseudopaludicola sp.1, de Poconé (MT), analisados no presente

trabalho, também apresentaram numero dipléide de 22 cromossomos e cariétipo muito
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semelhante ao de P. falcipes da localidade-tipo, o que sugere uma proximidade entre esses
taxons. No entanto, ndo descartamos a possibilidade de Pseudopaludicola sp. 1 tratar-se de uma
populacdo de P. falcipes. Porém, andlises comparativas de morfologia externa e do padrdo de
vocalizagdo de ambas as populagdes faz-se necessdrias para suportar a hipdtese de uma ampla
distribui¢do geografica para P. falcipes.

Os dados citogenéticos obtidos no presente trabalho permitiram também diferenciar
claramente P. falcipes da localidade-tipo (2n=22), de P. ameghini (sensu Cope, 1887) e de P.
ternetzi (ambas 2n=20), como também de P. mystacalis (2n=16) e das demais populacdes tidas
como Pseudopaludicola aff. falcipes 1, 11, Il e IV (2n=16), assim como de Pseudopaludicola aff.
mystacalis 1 (2n=20) e Pseudopaludicola aff. mystacalis 11, 11l e IV (2n=16), devido a diferenca
marcante no nimero cromossdmico, e também da localizacio da NOR. Portanto, os resultados
corroboram a proposta de retirada de P. ameghini da sinonimia de P. mystacalis (Striissmann,
2003), uma vez que P. ameghini (sensu Cope, 1887) apresentou 2n=20 cromossomos, diferindo
de Pseudopaludicola mystacalis, ndo somente pelo nimero e morfologia dos cromossomos, mas
também pela distribuicdo de heterocromatina e pela posi¢ao da regido organizadora do nucléolo.

No entanto, com base nestes critérios nao distinguimos Pseudopaludicola aff. falcipes 1, 11,
Il e IV de Pseudopaludicola aff. mystacalis 11, 11l e IV e de Pseudopaludicola sp. 2 e 3. As
pequenas diferencas de morfologia externa observadas entre as populagdes que ocorrem
simpatricamente em Icém (D. C. Rossa-Feres, comunicagdo pessoal) podem ser devidas a
polimorfismos interpopulacionais, podendo tratar-se da mesma espécie. Aventamos a hipétese de
que essas populagdes da regido noroeste do estado de Sao Paulo, denominadas de “aff. falcipes” e
“aff. mystacalis 1I” sejam a espécie P. mystacalis. Além de terem o mesmo nimero de
cromossomos, os resultados obtidos utilizando as técnicas de bandamento C e impregnagdo pela
prata, ndo permitiram diferencia-las de P. mystacalis e, portanto, corroboram a hipétese de que
sejam a mesma espécie e de que a aparente afinidade a P. falcipes se deva a semelhanca
morfoldgica entre elas, dificultando sua identificagdo. Desta forma, os exemplares estudados por
Batistic et al. (1969; 1970) e Batistic (1970) certamente ndo representavam diferentes populagcdes
de P. falcipes, uma vez que cariotipos com 2n=22 (tipo “falcipes”) ndo foram encontrados na
regido noroeste do estado de Sao Paulo. Portanto, os nossos resultados apontam uma distribuicao
geografica para populagdes aparentadas a P. falcipes, que nao inclui a regido noroeste do estado

de Sdo Paulo.
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Provavelmente, Pseudopaludicola sp. 2 e 3 sejam também a mesma espécie ou muito
proximamente relacionadas a P. mystacalis. Outra possibilidade, oposta, é que sejam todas de
fato, espécies distintas, que no processo de especiacdo ndo sofreram mudancas significativas
detectdveis no nivel da estrutura dos cromossomos mantendo, portanto, alta similaridade
cariotipica. Porém, a andlise de outras caracteristicas serd necessdria para definir o status dessas
populagdes.

Por outro lado, P. ternetzi diferiu citogeneticamente de P. ameghini (sensu Cope, 1887)
pela morfologia do par 7 e também pela diferenca no padrdo de distribuicio de bandas
heterocromdticas. Portanto, de acordo com os dados citogenéticos P. ternetzi € P. ameghini
(sensu Cope, 1887) sdo unidades taxonOmicas distintas, o que contradiz a proposta de
sinonimizac¢do de P. ternetzi a P. ameghini defendida por Bokermann (1966) e aceita por alguns
autores, mas desconsiderada por Lynch (1971), devido a auséncia de argumentos para tal decisdo.

Além dos resultados descritos, foi encontrado em alguns espécimes denominados
Pseudopaludicola aff. mystacalis 1 de Icém (SP), um caridtipo com 2n=20 cromossomos,
semelhante ao de P. ameghini (sensu Cope, 1887) e ao de P. ternetzi. No entanto, a pequena
diferenca quanto a morfologia do par 7 entre os cariétipos dessas espécies, associada ao baixo
nimero de exemplares analisados de Pseudopaludicola aff. mystacalis 1 e a auséncia de
informacdes referentes ao padrdo de bandamento C e localizacio da NOR, nido permitem uma
inequivoca distingdo dessa populacdo com as demais estudadas que compartilham o mesmo
nimero de cromossomos.

De acordo com Duarte et al., (em preparagdo) alguns individuos denominados de
Pseudopaludicola aff. mystacalis 11 também de Icém (SP), apresentaram um caritipo com 2n=18
cromossomos, semelhante ao de P. canga. Portanto, na regido noroeste de Sao Paulo, encontram-
se, em simpatria, espécies com 2n=16, 2n=18 e 2n=20 cromossomos, morfologicamente muito
semelhantes entre si e a P. falcipes, o que indica claramante, a necessidade de uma revisao
taxonOmica, a qual certamente resultard na inclusdo de novos representantes para esse género.

As relacdes de parentesco entre Pseudopaludicola e os demais géneros da familia
Leptodactylidae (sensu Laurent, 1986), inferidas a partir de dados morfolégicos (Lynch, 1971;
Heyer, 1974, 1975; Cannatella & Duellman, 1984; Lobo, 1996) bem como baseadas em

caracteres moleculares (veja Frost et al., 2006 e Grant et al., 2006), nao foram conclusivas, uma
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vez que nenhum género em especial foi seguramente apontado como mais préximo a
Pseudopaludicola.

Dados citogenéticos para Pseudopaludicola indicam uma considerdvel variabilidade
intragenérica no nimero de cromossomos (Saez & Brum, 1960; Brum-Zorrilla & Saez, 1968;
Becak, 1968; Batistic et al. 1969, 1970; Batistic, 1970; Duarte — em preparagdo e presente
trabalho), que necessita ser melhor compreendida, uma vez que até o momento é prematudo
sugerir qualquer homeologia cromossdOmica que possa corroborar a proximidade de
Pseudopaludicola com os demais géneros das familias Leiuperide em especial Physalaemus
(2n=22), Pleurodema (2n=22) ou Edalohina (2n=22) (Lourenco et al., 1998; 1999, 2000a, b;
2006) ou Leptodactylidae, como Paratelmatobios (2n=24) e Scythrophrys (2n=24) (Lourenco et
al., 2003a, b, c; 2008), como sugerido por Frost et al., 2006 e Grant et al., 2006.

Por outro lado, recentemente, os “eleutherodactyline” (sensu Frost et al., 2006), grupo
que apresentava grande variacdo no nimero cromossomico e que sofreu vdrias re-estruturagdes
os dltimos anos com base em estudos morfologicos e moleculares (Frost et al., 2006; Heinicke
et al., 2007; Hedges et al., 2008), foram colocados em um grande tdxon, Terrarana (sensu
Hedges et al., 2008), o qual contém quatro familias. A re-alocacdo dos ‘“‘eleutherodactylines”
em determinados géneros, incluindo alguns novos, necessita, ainda, de um melhor
entendimento, uma vez no estudo de Hedges et al., (2008) alguns clados sdo fracamente
suportados. Porém, outros como, por exemplo, o do grupo Antillensis, género Eletherodactylus,
¢ bem consistente € demonstram uma correlacdo com a presenga de 2n=26 cromossomos em
seus constituintes (veja Kuramoto, 1990). Esse fato parece indicar que o niimero cromossdmico
nesse género, assim como em Pseudopaludicola, pode ter um significado filogenético. A
presenca de 2n=18 cromossomos apenas em P. canga (Duarte et al., em preparacdo) e em
espécies proximamente relacionadas corrobara o monofiletismo do grupo “pusilla” (Veiga-
Menoncello, 2007), previamente proposto com base em dados morfolégicos (Lynch, 1989).
Estudos filogenéticos adicionais (Veiga-Menoncello et al., em preparacdo) poderdo
complementar os dados citogenéticos e esclarecer tanto as relacdes inter- e intragenéricas como

também a variabilidade no nimero de cromossomos presente em Pseudopaludicola.
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5. CONCLUSOES GERAIS

1. As espécies do género Pseudopaludicola estudadas no presente trabalho apresentaram
variagdes no ndmero cromossomos, na localizacdo da regido organizadora do nucléolo (NOR) e

no padrao de heterocromatina.

2. A varia¢do no nimero de cromossomos permitiu distinguir inequivocamente as trés espécies
provenientes de suas localidades-tipo: P. falcipes da regido de Porto Alegre (RS), com 2n=22
cromossomos, P. ameghini (sensu Cope 1887) da Chapada dos Guimardes (MT), com 2n=20

cromossomos e P. mystacalis da Chapada dos Guimaraes (MT), com 2n=16 cromossomos.

3. Pseudopaludicola falcipes e Pseudopaludicola sp.1 (2n=22) apresentaram os cariétipos muito
semelhantes e a NOR localizada na regido pericentromérica do braco longo do par 8, o que
sugere uma proximidade entre esses tdxons, porém apresentaram pequena diferenca no padriao de
bandas heterocromadticas. H4 ainda a possibilidade de Pseudopaludicola sp. 1 tratar-se de uma
populacdo de P. falcipes sendo necessarios porém estudos mais aprofundados para esclarecer o

relacionamento dessas populagdes.

4. Pseudopaludicola ameghini (sensu Cope, 1887) possui cariétipo (2n=20) semelhante ao de P.
ternetzi, porém, podem ser distinguidas desta pela morfologia do par 7 e pelo padrio de
distribuicdo de bandas heterocromaticas, indicando que sejam, de acordo com os dados

citogenéticos, unidades taxondmicas distintas.

5. Pseudopaludicola aff. mystacalis 1 apresentou cariétipo com 2n=20 cromossomos, semelhante
ao de P. ameghini (sensu Cope, 1887) e ao de P. ternetzi, diferindo apenas pela morfologia do par
7. O pequeno nimero de exemplares analisados e a auséncia de informagdes referentes ao padrao
de bandamento C e localiza¢do da NOR para Pseudopaludicola aff. mystacalis 1 de Icém (SP),
nao permitiram uma distin¢d@o citogenética dessa populagdo em relacdo as demais estudadas que

compartilham o mesmo nidmero de cromossomos.
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6. As populagdes da regido noroeste do estado de Sao Paulo, usualmente denominadas de “aff.
falcipes 1, 11, 1II e 1V, e “aff. mystacalis 1I” e as de Barreirinhas e de Urbano Santos (MA),
denominadas “aff. mystacalis 11l e IV”, sdo, ou estdo, relacionadas a espécie P. mystacalis, pois
possuem o mesmo nimero de cromossomos (2n=16), apresentam a mesma localizacdo da NOR e
o mesmo padrio de bandamento C. Portanto, a aparente afinidade de Pseudopaludicola aff.
falcipes 1, 11, Il e IV a P. falcipes, pode ser devida a grande semelhan¢a morfoldgica entre elas,

tornado dificil a correta identificacao.

7. Considerando que P. falcipes apresenta 2n=22 cromossomos € que cariotipos com esse nimero
(tipo “falcipes”) ndo foram encontrados na regido noroeste do estado de Sao Paulo, pode-se
concluir que os exemplares estudados por Batistic et al. (1969; 1970) e Batistic (1970),
certamente ndo representavam diferentes populacdes de P. falcipes. Os resultados do presente
trabalho apontam uma distribui¢do geografica para populacdes aparentadas a P. falcipes, que nao

inclui a regido noroeste do estado de Sao Paulo.

8. Pseudopaludicola sp. 2 de Poconé e Pseudopaludicola sp. 3 de Santa Terezinha, MT, sdo,
provavelmente, a mesma espécie ou muito proximamente relacionadas a P. mystacalis (2n=16).
Outra possibilidade, € que sejam todas de fato, espécies distintas, que no processo de especia¢dao
ndo sofreram mudancas significativas detectdveis no nivel da estrutura dos cromossomos,
mantendo, portanto, alta similaridade cariotipica. Outros métodos de andlise serdo necessarios

para confirmar essa hipdtese.

9. Alguns dos individuos denominados de Pseudopaludicola aff. mystacalis 11 de Icém,
apresentaram um cariétipo com 2n=18 cromossomos, semelhante ao de P. canga e estdo sendo
descritos por Duarte et al. (em preparacdo). Portanto, na regido noroeste de Sdo Paulo,
encontram-se, em simpatria, espécies com 2n=16, 2n=18 e 2n=20 cromossomos,
morfologicamente muito semelhantes entre si e algumas vezes confundidas com P. falcipes, o
que indica claramante, a necessidade de uma revisdo taxondmica, a qual poderd resultar na

inclusdo de novos representantes para esse género.
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