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INTRODUCAO:

O complexo de espécies Physalaemus cuvieri — Physalaemus ephippifer, pertencente a familia
Leptodactylidae (Anura), apresenta interessante diversidade criptica de espécies (Nascimento et al.,
2019). Recentemente, analises filogenéticas promovidas por Nascimento e colaboradores (2019)
corroboraram o reconhecimento de pelo menos trés linhagens de evolucéo independente nesse grupo,
denominadas Linhagens 1-3 de “P. cuvieri’. Além disso, nas mesmas andlises, o parafiletismo de P.
cuvieri em relacao a P. ephippifer e Physalaemus sp. (clado composto por uma ou duas espécies ainda
ndo descritas) foi sustentado. Na hipotese filogenética apresentada pelos autores (Figura 1), P.
ephippifer € o clado irméo da Linhagem 1 de “P. cuvieri” (L1). O clado composto por estes terminais, por
sua vez, é irmao de Physalaemus sp., enquanto a Linhagem 2 de “P. cuvieri” (L2) é irma do clado
formado por Physalaemus sp., P. ephippifer e L1. Finalmente, a Linhagem 3 de “P. cuvieri” (L3) tém
como grupo irméo o clado formado pelas demais linhagens do complexo de espécies (Figura 1).

Assinaturas cariotipicas relativas a uma gama de marcadores cromossdmicos sdo notaveis ao
longo das distintas linhagens (Quinderé et al., 2009; Nascimento et al., 2010, 2019; Vittorazzi et al., 2011,
2014; Gatto et al., 2021; Souza et al., in prep). Physalaemus ephippifer e os exemplares de Sdo Pedro
de Agua Branca-MA, Vila Nova dos Martirios-MA, Trecho Seco-MA e Imperatriz-MA (denominada regio
de SPAB-VNM-TS/Imp) apresentam cromossomos sexuais heteromérficos Z e W (Nascimento et al.,
2010; Souza et al., in prep), caracteristica ausente nas demais linhagens do complexo de espécies
(Quinderé et al., 2009). Além disso, variacdes referentes ao numero e distribuicdo de regides
organizadoras de nucléolo (NORs), bandas de heterocromatina constitutiva (bandas C) e clusters de
DNAs repetitivos sdo evidentes nas linhagens em questao (Quinderé et al., 2009; Nascimento et al.,
2010, 2019; Vittorazzi et al., 2011, 2014; Gatto et al., 2021; Souza et al., in prep). Dentre as sequéncias
repetitivas que tém se mostrado relevantes para o grupo em estudo, destacam-se as NORs (Quinderé

et al., 2009; Nascimento et al., 2019), o gene transcritor de shRNA U2 (Souza et al., in prep) e a
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sequéncia repetitiva denominada Pep-CL02 - recentemente identificada e em atual caracterizacdo
(Souza et al., in prep).

Em L1, NORs estdo presentes em 8q e 99 (Quinderé et al., 2009) e bandas C ndo centroméricas
sao observadas em regifes intersticiais de 5p, 8q e 99 e na regido pericentromérica de 9p (Quinderé et
al., 2009). No cromossomo 8, a NOR ¢é flanqueada por bandas C, ao passo que no cromossomo 9, as
NORs coincidem com bandas C (Quinderé et al., 2009). Ainda, clusters do gene para snRNA U2 e do
Pep-CL02 sdo mapeados, respectivamente, nas regides terminal de 6p e pericentromérica de 9p (Souza
etal., in prep.).

A L3, por sua vez, é notavel por apresentar alto polimorfismo relativo ao nimero e distribui¢céo de
NORs - sendo algumas coincidentes com blocos heterocrométicos evidenciados por bandamento C
(Quinderé et al., 2009). Bandas C ndo centroméricas se distribuem em regides intersticial de 5p,
pericentromérica de 7p e telomérica do par 1 (Quinderé et al., 2009). A sequéncia do gene para sSnRNA
U2 é, também, polimdrfica em relagdo a sua distribuicao: sinais desse marcador j4 foram encontrados
nos pares cromossdmicos 1, 6 e 9 (Souza et al., in prep.). Finalmente, clusters de Pep-CL02 sao
mapeados em regido intersticial de 6q e, em condi¢&o polimérfica, em 9p e 9q (Souza et al., in prep.).

Finalmente, em P. ephippifer, as NORs séo detectadas apenas nos cromossomos sexuais Z e W
e estdo dispostas na regido terminal de Zg e Wq e adjacente a um bloco heterocromatico terminal de
Wp (Nascimento et al., 2010). Bandas C né&o centroméricas se localizam na regido terminal de Wp,
intersticial de Wq, Zq, 2p e 5p e na regido pericentromérica de 3p, 7p, 9p, Wg e Zq, além de 1q
(Nascimento et al., 2010). Clusters de Pep-CL02 sdo mapeados na regido intersticial de Zq e
pericentromérica de Zq e Wq, enquanto clusters do gene transcritor de sSnRNA U2 sdo encontrados na
regiao terminal de 6p e Zp e, em condi¢ao polimorfica, na regido pericentromérica de 6q (Souza et al.,
in prep.).

As linhagens do complexo P. cuvieri — P. ephippifer possuem distribuicdo geogréafica néo
sobreposta (Lourenco et al., 2015; Nascimento et al., 2019) (Figura 1). Entretanto, zonas de contato
secundario entre distintas linhagens foram identificadas a partir da anélise conjunta de marcadores
citogenéticos, sequéncias de DNA mitocondrial e marcadores 3RAD (Tendério, 2020; Souza et al., in
prep.). No municipio de Balsas-MA foram encontradas evidéncias de introgressao entre L1 e L3,
enquanto a analise da regido de SPAB-VNM-TS/Imp sugere hibridacao historica entre L1 e P. ephippifer
(Tendrio, 2020; Souza et al., in prep.). Vale ressaltar que os exemplares de SPAB-VNM-TS/Imp
possuem, como assinatura citogenética exclusiva, a presenca de NOR no cromossomo 7 (Tendrio, 2020;
Souza et al., in prep.). Além disso, nessa populacdo, o cromossomo W, homedlogo ao cromossomo W
de P. ephippifer e ao cromossomo 9 de L1, apresenta, no braco curto, clusters de Pep-CL02
pericentroméricos e NOR distal — 0 que o0 assemelha ao cromossomo W de P. ephippifer e o difere do
cromossomo 9 de L1. Entretanto, diferentemente de P. ephippifer, ndo ha banda C terminal em Wp
nessa populagéo. O braco longo do cromossomo W da populagdo de SPAB-VNM-TS/Imp, por sua vez,
apresenta NORs coincidentes com bandas C e nao possui clusters de Pep-CL02, o que 0 assemelha ao

cromossomo 9 de L1.
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A extensao do contato secundario entre as linhagens segue em estudo e tem suma importancia
para o entendimento da taxonomia e dindmica evolutiva nesse grupo de anuros. O municipio de Riachdo-
MA é uma area de grande interesse para investigacao, ja que esta localizado proximo a Balsas e SPAB-
VNM-TS/Imp (Figura 1). Neste contexto, no presente estudo, considerando a relevancia dos marcadores
citogenéticos na comparacdo das linhagens e identificagdo de zonas de contato, caracterizamos

citogeneticamente exemplares provenientes de Riach&o.
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Figura 1. Distribuicdo geografica das linhagens do complexo de espécies Physalaemus cuvieri — Physalaemus
ephippifer e suas relacdes filogenéticas, inferidas a partir de sequéncias de DNA mitocondrial. As diferentes
linhagens estéo representadas por cores especificas, correspondentes nos mapas e no cladograma. O mapa a
direita evidencia, em cinza, a localizacdo geografica de Riachdo, sitio de interesse do presente projeto. O
cladograma mostrado foi baseado em Nascimento et al. (2019).

METODOLOGIA:

Foram analisadas preparac¢fes cromossémicas de sete machos e duas fémeas de Physalaemus
sp. de Riachdo, as quais estdo armazenadas no banco citogenético “Shirlei Maria Recco Pimentel”
(SMRP), no Laboratério de Estudos Cromossémicos (LabEsC), no Instituto de Biologia da UNICAMP.
As preparacgdes foram previamente obtidas de acordo com protocolo desenvolvido por King e Rofe
(1976), com as modificages sugeridas por Gatto et al. (2018). A descricao cariotipica da populacao foi
promovida a partir de métodos da citogenética classica e citogendmica. Primeiramente, foram
promovidas a coloragdo com Giemsa, a impregnacéao por prata (Howell & Black, 1980) e o bandamento
C (Sumner, 1972). Posteriormente, foram mapeados, por Hibridacdo in situ Fluorescente (FISH) os
DNAs repetitivos Pep-CL02 e o gene transcritor de snRNA U2. As sondas para o gene transcritor de U2
e para o Pep-CL02 foram marcadas com digoxigenina em rea¢cfes de PCR com, respectivamente, 0s
primers U2-F (5’-ATCGCTTCTCGGCCTTTTG-3’) e U2-R (5- TCCTGGAGGTACTGCAATA-3’) (Souza
et al, in prep.) e Pcp4fClo2-F (5-GAGTTCGAATGCCCCATCG- 3’) e Pcp4fClo2-R (5'-
GCAAGGCATATAGAGCAAGCT-3’) (Souza et al., in prep.). A hibridacdo das sondas seguiu o protocolo
de Viegas-Péquignot (1992), sendo a detec¢do feita com anti-digoxigenina conjugada com rodamina

(0,06 pg/mL; Roche). As preparag¢des cromossdmicas foram contracoradas com DAPI (0,5 pg/mL).

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Todos os individuos analisados apresentam ndimero diploide de 22 cromossomos, com seis pares
metacéntricos (pares 1, 2, 5, 6, 10 e 11) e cinco pares submetacéntricos (pares 3, 4, 7, 8 e 9). Bandas
de heterocromatina constitutiva sdo observadas na regido peri/centromérica de todos 0s cromossomos,
na regido intersticial de 5p, 8q e 99 e terminal de 9q (Figura 2b). Vale ressaltar que a banda C
pericentromérica do par 9 é fortemente evidenciada. Ademais, NORs estdo presentes em 8q e 9q (Figura
2b). Uma das fémeas apresenta uma NOR adicional no braco curto de um dos homdlogos do par 5,
coincidente com constricdo secundaria e banda C (Figura 2d). Com relacdo ao mapeamento dos DNAs
repetitivos, sinais dos clusters do gene para snRNA U2 e do Pep-CL02 sdo mapeados, respectivamente,

na regido terminal de 6p e na regido pericentromérica de 9p (Figura 2c).
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Figura 2. Caridtipo de exemplares de Physalaemus sp. de Riachdo submetido a diferentes técnicas - coloragao
com Giemsa (a), bandamento C (b), impregnacao por prata (insets em b) e Hibridacao in situ Fluorescente (c).
Em c, destacam-se os cromossomos que apresentaram clusters do gene para snRNA U2 (a esquerda) e do DNA
repetitivo Pep-CL0O2 (& direita). Em d, o cromossomo 5 portador de NOR, caracteristico de um dos individuos
analisados. Nota-se a posicao pericentromérica da NOR e sua coincidéncia com uma constricdo secundaria e
uma banda C.

Os cariotipos analisados possuem grande semelhanca com aquele caracteristico de L1, com
destaque para a presenca de NORs em 8q e 9q, bandas C em 5p, 8q, 9p e 9q, e clusters de Pep-CL02
e do gene para snRNA U2 em 9p e 6p, respectivamente. Entretanto, a NOR presente em um dos
homélogos do par 5 de um dos individuos é uma caracteristica ausente em L1 e ja encontrada em
exemplares de L3 (Quinderé et al., 2009). Ademais, a auséncia de NORs no par 7 e de heteromorfismo
relacionado ao sexo no par 9 difere esses cari6tipos daquele caracteristico da regidao de SPAB-VNM-
TS/Imp.
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Como apontado anteriormente, a partir de dados citogenéticos, de DNA mitocondrial e de
bibliotecas 3RAD, a introgressao de L3 em L1 foi inferida em estudos prévios que incluiram exemplares
de Balsas. Os espécimes dessa localidade apresentaram NORs nos pares 8 e 9, padrao caracteristico
de L1. Adicionalmente, dois individuos apresentaram NORs nos pares 7 e 10 — condi¢do ausente em L1
e ja encontrada em espécimes de L3. Os ultimos foram, entao, interpretados como introgredidos de L3
em L1. Considerando os resultados do presente projeto, € evidente que um cendrio semelhante a esse
se estabelece em Riachdo. Portanto, hipotetiza-se que o cromossomo 5 portador de NOR caracteristico
de um dos individuos analisados desse municipio seja, também, resultante da introgresséao de L3 em
L1.

CONCLUSOES:

Os dados referentes a andlise citogenética dos individuos de Riachdo demonstram o predominio
de carioétipos idénticos ao caracteristico de L1. A presenca de uma NOR adicional no par 5 em um dos
individuos sugere, entretanto, que esse municipio possa fazer parte da zona de introgressao entre L3 e
L1, com grande influéncia de L1. Futuras analises de marcadores 3RAD e de sequéncias de DNA

mitocondrial poderdo contribuir para a anélise dessa hipotese.
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