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RESUMO

Os hemipénis evoluem de forma rapida quando comparado com outras estruturas morfoldgicas.
Séo amplamente utilizados para estudos em sistematica e evolugdo, como traco importante para
diagnosticar espécies, géneros e familias, inclusive para diferenciar espécies cripticas. No
intuito de compreender a diversidade morfoldgica dos hemipénis das lagartixas do género
Gymnodactylus, eu dividi este trabalho em dois capitulos. No primeiro capitulo descrevo a
morfologia dos hemipénis do género analisando 11 de 16 dos taxa conhecidos para o género. A
morfologia dos hemipénis de Gymnodactylus segue a forma béasica dos geckonideos,
apresentando tronco comprido e apice volumoso, podendo ser bilobados ou semibilobados,
ornamentados por calices. O tronco, na sua maioria, ndo apresenta ornamentaces. As
principais diferencas entre as espécies estdo na forma em que essas estruturas estdo arranjadas,
na maneira em que os calices cobrem o lobo na face assulcada, bem como nas ornamentagdes
da faixa (depressdo) dos lobos. Os hemipénis das possiveis espécies cripticas se mostraram
bastante distintos, corroborando a importancia deste 6rgdo para diagnosticar espéecies. No
segundo capitulo exploro a evolugdo rapida nos hemipénis dos Gymnodactylus amarali
isolados nas ilhas formadas pelo enchimento do reservatério de Serra da Mesa em Minagu-GO.
Em pouco mais de 20 anos ocorreram mudancas alométricas na morfologia dos hemipénis das
populagdes das ilhas. As populagdes nas ilhas apresentaram alometria negativa nos lobos dos
hemipénis e expressiva variacdo fenotipica, um possivel indicador de oportunidade para selecdo

associada a selecéo sexual destes animais.

Palavras-chave: Hemipénis; morfologia; espécies cripticas; evolucdo, evolucdo répida.

viii



ABSTRACT

Hemipenis evolve quickly when compared to other morphological structures. They are widely
used for studies in systematics and evolution, as an important feature to diagnose species,
genera, and families, including to differentiate cryptic species. In order to understand the
morphological diversity of the hemipenis of the geckos of the genus Gymnodactylus, | divided
this work into two chapters. In the first chapter, | describe the morphology of the hemipenis of
the genus by analyzing 11 of 16 of the known rates for the genus. The morphology of the
Gymnodactylus hemipenis follows the basic shape of the common geckos, presenting a long
trunk and a voluminous apex, which can be bilobed or semi-bilobed, decorated with chalices.
The trunk, for the most part, has no ornamentation. The main differences between species are
in the way in which these structures are arranged, in the way in which the chalices cover the
lobe on the stricken face, as well as in the ornamentation of the band (depression) of the wolves.
The hemipenis of the possible cryptic species proved to be quite distinct, corroborating the
importance of this organ for diagnosing species. In the second chapter, | explore the rapid
evolution in the hemipenis of Gymnodactylus amarali isolated on the islands formed by the
filling of the Serra da Mesa reservoir in Minagu-GO. In just over 20 years, there were allometric
changes in the hemipenis morphology of island populations. The populations on the islands
showed negative allometry in the lobes of the hemipenis and significant phenotypic variation,
a possible indicator of opportunity for selection associated with the sexual selection of these

animals.

Keywords: Hemipenis; morphology; cryptic species; evolution, rapid evolution.
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Introducao Geral

Em animais de fecundacéo interna, a genitalia, além da relagdo direta com reproducao,
tem grande papel no processo de especiacdo, pois mudancas evolutivas na morfologia genital
podem afetar a compatibilidade reprodutiva entre populagdes, levando ao isolamento
reprodutivo e, consequentemente, a especiacao (Langerhans, Anderson, & Heinen-Kay, 2016).
A genitalia masculina evolui de forma répida e divergente. No entanto, ainda temos
compreensdo limitada de como a evolucdo genital influencia na forma e na velocidade da
especiacdo (Eberhard, 2011; Klaczko, Ingram, & Losos, 2015).

A genitalia masculina é comumente utilizada em estudos evolutivos, uma vez que € um
6rgdo facil de acesso e manipulacéo, ao contrério da genitéalia feminina, formada por tecidos
moles e alojada internamente no corpo da fémea (Simmons, 2014). Além disso, a genitalia
masculina é muito variavel em forma e tamanho, sendo mais variavel e divergente do que outras
estruturas morfologicas. Mesmo em grupos proximos, a genitalia masculina apresenta alto grau
de diferenciacdo, conferindo alto potencial taxonémico (Arnold, 1986; Eberhard, 2009;
Langerhans et al., 2016).

Dentre as principais proposicdes sobre a evolugdo da genitalia, a hipotese da “chave-
fechadura” foi proposta na era pré-Darwiniana, por Dufour em 1848 (Arnqvist, 1997; Simmons,
2014), e possui apelo intuitivo de um encaixe mecanico. Segundo esta hipotese, a forma da
genitalia masculina evolui para ser espécie-especifica, invaridvel e Unica (a chave), se
encaixando adequadamente na genitalia feminina (a fechadura). Desta forma, impede o
acasalamento entre espécies diferentes, propiciando o isolamento reprodutivo pré-copulatorio
(Arngvist, 1997).

Darwin (1871) no livro “The Descent of Man, and Selection in Relation to Sex ', separa
0s tragos sexuais em primarios, ao se referir as genitalias feminina e masculina, e tracos

secundarios, relacionados ao dimorfismo sexual, sugerindo que a selecdo sexual atua
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principalmente nesses tracos secundarios, o que exclui a genitalia da selecdo sexual (Arngvist,
1997).

Mais de 100 anos depois, o bidlogo Ernst Mayr sugere, em seu livro de 1963 “Animal
species and evolution”, que tracos da genitalia evoluem de maneira neutra ou gquase neutra.
Segundo ele, os 6rgdos genitais sdo estruturas protegidas da selecdo natural, uma vez que ndo
estdo em interacdo direta com o meio, e assim, livres para divergir de forma aleatoria, sob efeito
de pleiotropia (um gene regulando vérios fendtipos). Assim, segundo Mayr, a variacdo da
genitdlia é um resultado da evolucdo de caracteres geneticamente correlacionados, que
codificam tanto caracteristicas de morfologia geral quanto caracteristicas genitais. Mudancas
nos caracteres morfologicos sob efeito de selecdo ao meio causam variagfes na morfologia
genital de forma dependente, mas n&o direcional (Arngvist, Thornhill, & Rowe, 1997; Hosken
& Stockley, 2004; Simmons, 2014).

Uma das primeiras discussfes que incluem a genitélia na selecdo sexual foi feita por
William Eberhard, em 1985, propdem que a genitalia masculina evolui por selecdo criptica das
fémeas (Cryptic Female Choice), ou seja, por selecao sexual pds-copula. Esta hipdtese propde
que a morfologia dos drgdos genitais masculinos funcione como dispositivos tateis para
estimular a fémea, no qual alguns “desenhos genitais masculinos” podem ser favorecidos, pois
resultam em estimulacdo mais efetiva da fémea ou se ajustam mecanicamente de maneira mais
apropriada & morfologia genital feminina. As selecéo da genitalia masculina se daria logo apds
0 inicio da cdpula pelas fémeas, e sua a escolha favoreceria algumas formas, ou tamanhos, em
detrimento de outros (Eberhard, 2010a).

A escolha criptica de fémeas ndo so diz respeito a sele¢do sexual na evolugéo genital,
mas abre discussdo sobre quais dos sexos tem o controle sobre a reproducdo. Segundo esta
hipotese, as fémeas tem mecanismos de escolha, manipulando quais eventos reprodutivos séo

bem-sucedidos ou ndo, em diferentes estagios do processo reprodutivo, através de mecanismos
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fisicos ou quimicos, para controlar o sucesso de um macho em fertilizar seus 6vulos (Eberhard,
1991, 2010a).

Anos mais tarde, Goran Anqvist em 1997, prop0s que a variagdo na forma das genitélias
seria resultado do conflito entre os sexos para o controle das decisfes reprodutivas. Segundo
esta hipotese, denominada hipdtese de co-evolucao sexual antagdnica (Sexual Antagonistic Co-
evolution), ou conflito sexual, existe uma guerra armamentista entre os sexos, de forma que os
tracos genitais masculinos e femininos seriam resultado direto de co-evolucao (Arnqvist, 1997).
Mudancas na morfologia genital para neutralizar as caracteristicas sexuais do sexo oposto
podem levar ao sucesso reprodutivo. Com isso, novas caracteristicas adquiridas pelos machos
acarretam em mudancas nas fémeas, visando garantir sua escolha sobre quais machos irdo
fecundé-la (Arngvist, 1997; Siva-Jothy & Stutt, 2003; Eberhard, 2010a).

Separar essas hipoteses e defini-las de forma clara é um desafio, dado que possivelmente
a evolucdao da morfologia genital seja resultado da interacdo de diferentes forcas e varie de
grupo para grupo (Klaczko, Gilman, & Irschick, 2017). Em Squamata (lagartos e serpentes), a
genitalia masculina, chamada de hemipénis, € reconhecida por ser muito variavel, apresentando
diferentes formas, diferentes ornamentacfes e possui evolucdo rapida (Eberhard, 2010b;
Klaczko et al., 2015).

Hemipénis sdo um par de estruturas tubulares invertidos dentro do corpo, localizados na
base da cauda, que sdo evertidos apenas no momento da copula, sendo utilizado um por vez, de
forma alternada (Halliday, 1994). Estas estruturas vem sendo tradicionalmente utilizadas em
sistematica e evolugdo, como traco importante para diferenciar espécies cripticas e mesmo
diagnosticar espécies, géneros e familias (Cope, 1896; Bohme & Ziegler, 2009; Jadin &
Parkhill, 2011; Nunes et al., 2012; da Silva et al., 2013; Kohler, Townsend, & Petersen, 2016).

Apesar dos muitos estudos focados na descricdo morfoldgica dos hemipénis, ainda se

sabe pouco sobre os processos que geram a variagdo encontrada. Um estudo recente com
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lagartos caribenhos do género Anolis mostrou que hemipénis podem evoluir até seis vezes mais
rapido do que qualquer outra caracteristica ndo-genital, sugerindo que estes 6rgdos estdo sob
efeito da selecdo sexual (Klaczko et al., 2015). Por outro lado, uma analise da forma da genitélia
sugeriu que os hemipénis estdo correlacionados com a morfologia dos membros posteriores,
sugerindo efeito combinado da pleiotropia e da selecéo sexual na sua evolugéo (Klaczko et al.,
2017).

O uso de hemipénis na diagnose de especies de lagartos é relativamente recente quando
comparada ao seu uso em serpentes, mas Vvarios estudos recentes utilizaram o érgdo como fonte
de carteres morfoldgicos para distincdo e diagnose de novas espécies (Harvey, Ugueto, &
Gutberlet, 2012; Colli et al., 2015; D’ Angiolella et al., 2016; Kohler et al., 2016; Quipildor,
Quinteros, & Lobo, 2018).

No entanto, sdo desconhecidas descricdes de hemipénis de lagartos do género
Gymnodactylus, sendo este o primeiro trabalho visando caracterizar a variagdo morfoldgica nos
hemipénis nas espécies do género, bem como investigar a sua variacao intraespecifica das
genitalias masculinas em populacdes isoladas de G. amarali em linhas artificiais a mais de 20

anos.
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Capitulo I — Variagdo na morfologia dos hemipénis do género
Gymnodactylus Spix 1825

Introducao

Os Gekkotas, grupo gue inclui desde pigopodideos (geckos apodas) até lagartixas de
parede comuns, é uma das linhagens mais basais de lagartos (Gamble et al., 2012). No Brasil
estdo representados por trés familias, superficialmente semelhantes. A familia a Gekkonidae
possui dois géneros e seis espécies, Sphaerodactylidae com 16 espécies distribuidas em seis
géneros e Phyllodactylidae com quatro géneros e 12 espécies (Costa & Bérnils, 2018). Na
familia Phyllodactylidae o género Gymnodactylus Spix 1825 (Figura 1), é exclusivamente

brasileiro, diagnosticavel por ndo possuirem dilatagdes ou lamelas nos dedos (Cassimiro, 2010).

Figura 1 — Individuo de Gymnodactylus amarali Barbour 1925, onde é possivel se observar umas das
caracteristicas diagndsticas, dedos nus (sem lamelas). Foto: Welington de Araujo Coelho.
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Vanzolini (2004) em uma revisdo taxonomica do género Gymnodactylus reconheceu
trés especies como validas: G. guttulatus Vanzolini, 1982, G. geckoides Spix 1825, G. darwinii
(Gray 1845), sendo esta Ultimas consideradas subespecies de G. geckoides juntamente com e
G. geckoides amarali Barbour 1925. Posteriormente, Vanzolini (2005) descreveu G. carvalhoi.
Cassimiro e Rodrigues (2009) reavaliam o status taxondmico desta espécie, sinonimizando-a a
G. amarali, e no mesmo trabalho, descrevem G. vanzolinii (Cassimiro & Rodrigues, 2009).

Desde entdo sdo reconhecidas cinco espécies de distribui¢cdo bem conhecida (Figura 2),
sendo Gymnodactylus geckoides Spix 1825 restrito a Caatinga; G. amarali Barbour 1925 ao
Cerrado; G. darwinii (Gray 1845) a Mata Atlantica; G. guttulatus Vanzolini, 1982 aos campos
rupestres da Cadeia do Espinhagco em Minas Gerais; e G. vanzolinii Cassimiro & Rodrigues,
2009 conhecido somente das vizinhancas de Mucugé, Serra do Sincora, na Chapada
Diamantina, Bahia (Vanzolini, 2004, 2005; Cassimiro & Rodrigues, 2009; Domingos et al.,
2014).

Cassimiro (2010) fez grande revisdo sistematica do género com base em caracteres
morfoldgicos e moleculares. Neste trabalho foram evidenciados dois clados com altos indices
de suporte, sendo um deles denominado grupo “darwinii” (contendo G. darwinii, G. guttulatus,
G. vanzolinii, e trés outras espécies, ainda ndo descritas), e o grupo “geckoides” (contendo G.
amarali, G. geckoides e uma terceira espécie ainda nao descrita). Domingos et al. (2014) em
uma andlise de dados morfoldgicos e moleculares da espécie G. amarali, recuperaram oito
clados monofiléticos e divergentes, sugerindo uma especiacao criptica para esta espécie. No
entanto, estas novas espécies ndo foram nomeadas. Sendo assim, 0 nimero de taxons dentro

género, incluindo as novas linhagens, passa de cinco para 16 (Figura 3).
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Figura 2 — Mapa de distribuicdo das espécies de Gymnodactylus, adaptada de Cassimiro (2010) e
Domingos et al. (2014), seguindo as localidades descritas pelos autores.

Linhagens cripticas, como as recuperadas por Domingos et al. (2014), sdo dois ou mais
clados distintos que foram classificados como uma unica espécie devido a sua similaridade
morfolégica. Na maioria das vezes, estas espécies sdo diagnosticadas somente através de
técnicas moleculares (Pfenninger & Schwenk, 2007). Contudo, o0 uso de caracteres
hemipenianos tem se mostrado efetivo para distin¢do e diagnose de espécies cripticas (Kohler,
Dehling, & Kohler, 2010; Nunes et al., 2012; Myers & McDowell, 2014).

Este capitulo tem como objetivo descrever a variagdo na morfologia do hemipénis em
lagartos do género Gymnodactylus Spix 1825, a partir dos tdxons apontados nos estudos de
Cassimiro (2010) e Domingos et al. (2014) e com isso se verificar se estes sdo validados por
uma morfologia hemipeniana distinta e assim, contribuir com o acréscimo de caracteres que

possam distinguir os tdxons do género.
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Gymnodactylus vanzolinii

Gymnodactylus guttulatus

Gymnodactylus darwinii

— Gymnodactylus sp.1

—— Gymnodactylus sp.2

—— Gymnodactylus sp.3

—— Gymnodactylus geckoides

—— Gymnodactylus sp.4

G. amarali Clado A

G. amarali Clado B

——G. amarali Clado C

——G. amarali Clado D

G. amarali Clado E

G. amarali Clado F

——G. amarali Clado G

—G. amarali Clado H

Figura 3 — Arvore do género Gymnodactylus Spix 1825 construida por notagdo parentética através dos

dados disponiveis em Cassimiro (2010) e Domingos et al. (2014).
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Material e Métodos

A caracterizacdo das variaces morfoldgicas dos hemipénis nas espécies do género
Gymnodactylus foi feita de a partir da remocdo, preparo e analise dos hemipénis de 37
espécimes provenientes das cole¢des zoologicas do Laboratorio de Anatomia Comparada de
Vertebrados da Universidade de Brasilia (LACV), Laboratério de Fauna e Unidades de
Conservacdo da Universidade de Brasilia (LAFUC), Colecdo Herpetoldgica da Universidade
de Brasilia (CHUNB), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Museu de Zoologia da
Universidade de Sdo Paulo (MZUSP) e de colaboradores, como Miguel Trefaut Rodrigues,
numeracdo de campo (MTR). A escolha das populagdes foi feita a partir das localidades
analisadas por Cassimiro (2010) e Domingos et al. (2014). Os taxons foram nomeados de
acordo com os autores citados anteriormente. Os vouchers de cada individuo analisado se
encontram na Tabela 1.

Analisei 11 taxa dos 16 reconhecidos para Gymnodactylus, correspondendo a
aproximadamente 70% das linhagens conhecidas. Ndo obtivemos o empréstimo de espécimes
de G. guttulatus, da localidade de Diamantina-MG, uma vez a espécie € rara e ha pouco
exemplares disponiveis em colecoes.

Foram removidos apenas um dos hemipénis de cada espécime, sendo selecionados
preferencialmente aqueles que se encontravam total ou parcialmente evertidos, em melhores
condigdes de preparagdo. Os machos que ndo estavam com hemipénis evertidos foram sexados
com base na identificacdo da glandula proctodeal posterior (De-lima et al. 2018).

A remocao e preparacdo dos hemipénis seguiu uma combinacdo de técnicas descritas
em D'Angiolella et al. (2016). Nos espécimes que os hemipénis ndo foram evertidos quando
fixados, a remocéo se deu por meio de um pequeno corte longitudinal na base da cauda para
expor o hemipénis a ser removido. Para aqueles que estavam parcialmente evertidos ou

totalmente evertidos, a remocéo se deu na base do hemipénis na cloaca.
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Tabela 1 - Espécimes analisados do género Gymnodactylus com suas respetivas identificagdes com acrénimo
das colecdes, estado do hemipénis aos ser removido e localidade.

Espécie

Colecao ID

Estado ao ser

Localidade, Municipio - UF

removido
Gymnodactylus darwinii MTR 12157 Né&o Evertido Floresta Nacional dos
Goitacazes, Linhares - ES
Gymnodactylus darwinii MTR 12078 Nao Evertido Floresta Nacional dos
Goitacazes, Linhares - ES
Gymnodactylus darwinii MTR 12247 Né&o Evertido Floresta Nacional dos
Goitacazes, Linhares - ES
Gymnodactylus darwinii MTR 12450 Néo Evertido Floresta Nacional dos
Goitacazes, Linhares - ES
Gymnodactylus sp.1 MTR 16216 Né&o Evertido Canavieiras - BA
Gymnodactylus sp.1 MTR 16229 Evertido Canavieiras - BA
Gymnodactylus sp.1 MTR 16143 Evertido Canavieiras - BA
Gymnodactylus sp.1 MTR 16188 Evertido Santa Luzia - BA
Gymnodactylus sp.1 MTR 13663 Parcialmente Evertido  Trancoso - BA
Gymnodactylus sp.1 MTR 13501 Parcialmente Evertido  Trancoso - BA
Gymnodactylus sp.2 UFMG 1327 N&o Evertido Prado - BA
Gymnodactylus sp.2 UFMG 1328 Néo Evertido Prado - BA
Gymnodactylus sp.2 - 973243 Parcialmente Evertido  Mata do Catolé, Maceid - AL
Gymnodactylus sp.2 - 983515 Parcialmente Evertido  Mata do Catolé, Maceid - AL
Gymnodactylus sp.2 - 983493 Parcialmente Evertido  Mata do Catolé, Macei6 - AL
Gymnodactylus sp.2 - 59069 Né&o Evertido Timbalba - PE
Gymnodactylus sp.2 - 59070 N&o Evertido Timbauba - PE
Gymnodactylus sp.2 - 59071 N&o Evertido Timbauba - PE
Gymnodactylus sp.3 UFMG 02175 Néo Evertido Sul do seg. setentrional da
Cadeia do Espinhaco, Gréo
Mogol - MG
Gymnodactylus sp.3 UFMG 02391 Né&o Evertido Sul do seg. setentrional da
Cadeia do Espinhago, Gréo
Mogol - MG
Gymnodactylus sp.3 UFMG 02207 Evertido Sul do seg. setentrional da
Cadeia do Espinhaco, Gréo
Mogol - MG
Gymnodactylus geckoides LACV 3282 Evertido Fazenda Experimental
UFERSA, Mossoré - RN
Gymnodactylus geckoides LACV 3288 Evertido Fazenda Experimental
UFERSA, Mossoré - RN
Gymnodactylus amarali Clado B LACV 3236 N&o Evertido Nova Xavantina - MT

Gymnodactylus amarali Clado B
Gymnodactylus amarali Clado B
Gymnodactylus amarali Clado B
Gymnodactylus amarali Clado C
Gymnodactylus amarali Clado C
Gymnodactylus amarali Clado C

CHUNB 55883
CHUNB 55887
CHUNB 55889
CHUNB 38645
CHUNB 38646
CHUNB 67441

Né&o Evertido
Né&o Evertido
N&o Evertido
Né&o Evertido
Né&o Evertido
N&o Evertido

Nova Xavantina - MT
Nova Xavantina - MT
Nova Xavantina - MT
Cocalzinho de Goias - GO
Cocalzinho de Goiéas - GO
Pirendpolis - GO
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Gymnodactylus amarali Clado C  CHUNB 67393 Né&o Evertido Pirendpolis - GO

Gymnodactylus amarali Clado D CHUNB 00832 N&o Evertido Minacu - GO
Gymnodactylus amarali Clado D CHUNB 00833 Né&o Evertido Minacu - GO
Gymnodactylus amarali Clado E~ CHUNB 63197 Néo Evertido Barra do Garga - MT
Gymnodactylus amarali Clado E. ~ CHUNB 63198 Né&o Evertido Barra do Garca - MT
Gymnodactylus amarali Clado F CHUNB 11514 Né&o Evertido Palmas - TO
Gymnodactylus amarali Clado G CHUNB 37088 Né&o Evertido Parand - TO

Os hemipénis parcialmente evertidos ou ndo evertidos foram evertidos manualmente
utilizando pingas de pontas arredondadas, apds 0s hemipénis ficarem imersos em dgua morna
entre 5 e 10 minutos, até que se tornem maleaveis para facilitar a eversdo manual. O material
muito velho ou ressecado foi imerso em solucdo de Hidroxido de Potéssio (KOH) em
concentracdo de 2%, por cerda de 20 minutos. Em alguns casos foi feita a injecéo cuidadosa de
solugdo de KOH a 1,5% na cavidade central do hemipénis. Para melhor visualizacdo das
estruturas de ornamentacao, os hemipénis removidos foram preenchidos com vaselina colorida
por corante ndo soltvel em alcool.

Cabe ressaltar que muitos dos hemipénis tiveram de ser evertidos manualmente por
estarem totalmente invertidos no corpo dos especimes ou por estarem apenas parcialmente
evertidos (Tabela 1). Nesta ever¢cdo manual buscou-se preservar o0 maximo possivel das
caracteristicas dos hemipénis a serem descritos aqui.

Apds a preparacdo, os hemipénis foram fotografados imersos em solucéo de alcool 70%
e foram obtidas imagens das faces sulcada (com sulco-espermatico), assulcada (contraria ao
sulco espermatico) e laterais, com camera Nikon D7100, objetiva Nikon AF-S VR Micro-
Nikkor 105mm f/2.8G IF-ED, com lente close-up Raynox Dcr-250 para maior ampliacéo.

Os caracteres apontados nas descri¢des seguem a terminologia hemipenial béasica
descritos por Dowling & Savage (1960), Klaver & Béhme (1986), Keogh (1999) e Zaher
(1999). Devido ao fato de que vérios destes termos serem em inglés, optei por adapta-los para

evitar interpretacdes duvidosas ou imprecisas.
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Os hemipénis sdo divididos em tronco e lobo, sendo o tronco a parte do corpo do
hemipénis alongada que sustenta o lobo que, por sua vez, é a parte apical do 6rgdo. A divisdo
entre tronco e lobo quando distinguiveis, seja por diferencas de formato, constri¢do lateral ou
por ornamentagdo caracteristica e chamada de “Capitulo”, aqui foram utilizados os termos
“capitulado” referindo-se aos hemipénis com essa divisdo bem clara, e “ndo capitulado” quando
essa divisdo ndo é evidente. Para forma do hemipénis se seguiu o proposto por Dowling &
Savage (1960) que divide em duas formas basicas, forma simples sem divisdo dos lobos;
bilobados, quando se tem uma divisdo clara dos lobos; uma terceira forma empregada €
proveniente de “shallowly-forked” utilizado por Keogh (1999) que aqui chamados de semi-
bilobados, que é quando ndo ha um diviséo tdo grande no lobo, levemente bilobado, com a

largura do lobo perceptivelmente maior que a da base do hemipénis.

Face sulcada Face lateral Face assulcada

Sulco
espematico

Gymnodactylus amarali - Clado B LACV 03236

Figura 4 — Identificacdo das faces e partes do hemipénis de Gymnodactylus amarali — Clado B.
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O sulco espermatico, é o canal de transporte de espermatozoides que fica na superficie
do hemipénis. Pode ser simples e indiviso ou se bifurcar em dois canais separados nos lobos. E
delimitado por uma por¢ao de pele mais carnosa chamada “labios” que podem ser “profundos”,
quando ¢ evidente um sulco entre os labios, ou “raso”, quando ndo ha sulco entre os labios. O
sulco também serve de referéncia para identificar a face ventral do hemipénis, “sulcada”, ¢ a
face oposta ou “assulcada” (Figura 4).

As ornamentac6es que cobrem o 6rgdo podem ser homogéneas e uniformes, porém o
mesmo tipo de ornamentacgdo pode variar de tamanho e forma e possuir micro-ornamentacgdes
(Dowling & Savage, 1960). Os tipos de ornamentac6es aqui podem variar em trés tipos basicos,
“calices”, “papilas” e “franjas”. Calices sdo ornamentacdes composta por um complexo de
cristas unidas em certos pontos e chegam a se assemelharem a células de uma colmeia. Podem
também apresentar pequenas depressdes complexas em forma de copo com bordas salientes.
Acima das cristas que formam o célice podem existir micro-ornamentagdes. Papilas sdo

pequenas projec¢des carnudas arredondadas na extremidade e ndo calcificadas.

Resultados

Os hemipénis das espécies de Gymnodactylus sdo semibilobados, com lobos cerca de
um tergo do comprimento total do hemipénis e ornamentados por calices que possuem ou hdo
papilas como micro-ornamentagdes. Ambos 0s lobos possuem uma faixa depressiva
ornamentada na face sulcada que, em algumas espécies, se comunica com o sulco espermatico.
As ornamentacOes na face assulcada do lobo podem estar presentes somente as extremidades
do lobo, na metade do lobo ou em toda sua superficie, sendo que algumas espécies apresentam,
no apice do lobo, uma protuberancia de pele (Figura 5 e 6). O sulco espermético pode ter sua

porcdo terminal em uma parte nua entre os lobos, enquanto em outras espécies o sulco segue
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entre os lobos. No tronco, o sulco espermatico podendo ser profundo ou rasos é bem delimitado
por labios que, em algumas espécies sdo ornamentados por calices. O tronco é liso e sem
ornamentacBes na maioria das espécies. Quando ornamentados, possuem alguns poucos célices
proximos a base e apresentam textura estriada.

As diferencas interespecificas ficam por conta da forma que as ornamentagdes se
distribuem no lobo do hemipénis, variando a forma que cobrem a face assulcada do lobo, se
totalmente, parcial ou somente nas extremidades do lobo. Ndo foram notadas diferencas
importantes entre os grupos filogenéticos (Figura 3) darwini (Figura 5) e geckoides (Figura 6).

A seguir apresento as descri¢fes dos hemipénis de cada taxon.

IS Sp.2 UFMG 01327 Gy ctylus sp.3 UFMG 02175

Figura 5 — Vista geral dos hemipénis das espécies de Gymnodactylus do grupo darwinii. A)
Gymnodactylus dawinii; B) Gymnodactylus sp.1; C) Gymnodactylus sp.2; e D) Gymnodactylus sp.3.
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Figura 6 — Vista geral dos hemipénis das espécies de Gymnodactylus do grupo geckoides que envolvem
G. geckoides e G. amarali e seus Clados.
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GYMNODACTYLUS DARWINII

Espécimes utilizados na descricdo sdo provenientes na Floresta Nacional dos
Goytacazes, Linhares, estado do Espirito Santo (Tabela 1). Nenhum dos individuos foi fixado
com hemipénis evertido, sendo a eversao feita manualmente.

Os hemipénis de Gymnodactylus darwinii sdo semibilobados e ndo capitulados. Seu
tronco € longo e liso, de forma cilindrica, com sulco espermatico raso delimitado por labios
sulcais. O lobo é mais largo que o tronco, totalmente sem ornamentagdes. As extremidades dos
lobos possuem maior volume de pele. O sulco espermatico se alarga ao chegar entre os lobos e

termina entre os lobos, em uma porcdo de forma triangular (Figura 7).

Gymnodactylus darwinii MTR 12450

Figura 7 — Hemipénis de Gymnodactylus darwinii. Individuo MTR 12450, provenientes da Floresta
Nacional dos Goytacazes, Linhares - ES
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GYMNODACTYLUS sP.1

Depositados na cole¢cdo como Gymnodactylus darwinii, individuos provenientes de
Canavieiras, Santa Luzia e Trancoso, no Estado da Bahia (Tabela 1). Dos seis individuos
analisados, trés individuos ja estavam com hemipénis totalmente evertido, sendo que apenas
um hemipénis foi evertido manualmente.

Os hemipénis de Gymnodactylus sp.1 sdo semibilobados e capitulados. Seu tronco é
longo, de forma cilindrica e com sulco esperméatico bem delimitado por labios sulcais bem
desenvolvidos, ornamentado por célices, que segue desde a base do hemipénis até a base dos
lobos. Na face assulcada do tronco ha algumas franjas que se alinham aleatoriamente
localizadas apenas proximo a base do hemipénis, o desenho formado por essas franjas se difere

em cada individuo analisado de Gymnodactylus sp.1.

Gymnodactylus sp.1 MTR 16143

Figura 8 — Hemipénis de Gymnodactylus sp.1. Individuo MRT 16143, proveniente de Canavieiras —
BA.
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Lobo mais largo que tronco, ornamentado por calices micro-ornamentados por papilas.
Na face sulcada do lobo os céalices sdo pequenos, fazendo que suas cristas figuem mais
proximas. Ha uma faixa ornamentada por franjas em cada lobo que ndo se comunicam com 0
sulco espermatico. O sulco espermatico se prolonga da base do hemipénis até uma area nua na
parte apical, entre os lobos. Cada faixa ornamentada se prolonga da regiéo entre os lobos, onde
é mais larga, até ao apice do lobo, onde forma um sulco profundo. Os célices sdo maiores na
face assulcada dos lobos, fazendo com que as cristas fiquem mais separadas e cobrindo todo

lobo, exceto por uma parte com uma projecao de pele nua entre os lobos (Figura 8).

GYMNODACTYLUS SP.2

Individuos identificados na colegdo como Gymnodactylus darwinii, provenientes dos
municipios de Prado-BA, Maceidé-AL e Timbauba-PE (Tabela 1). Dos oito individuos
analisados, trés individuos ja estavam com hemipénis evertido, e em cinco a eversado foi manual.

Os hemipénis de Gymnodactylus sp.2 sdo semibilobados e capitulados, muito
semelhantes aos de Gymnodactylus. Seu tronco é longo, cilindrico, com sulco espermatico
delimitado por labios sulcais desenvolvidos. Labios sulcais ornamentado por céalices, que
seguem até se unirem a base do lobo. Na face assulcada do tronco ha algumas franjas que se
alinham aleatoriamente localizadas apenas proximo a base do hemipénis sendo ausentes nas
laterais, o desenho formado por essas franjas se difere em cada individuo analisado de
Gymnodactylus sp.2. Esses calices sdo ausentes na metade do tronco, sendo a outra metade nua.
Lobo mais largo que tronco, ornamentado por calices micro-ornamentados por papilas. Os
calices sdo menores na face sulcada do lobo, fazendo que suas cristas fiquem préximas uma das
outras. Faixas ornamentadas por franjas em cada lobo, que ndo se comunicam com o sulco
espermatico O sulco espermatico se prolonga da base do hemipénis até uma &rea nua na parte
apical, entre os lobos. As faixas ornamentadas comecam entre os lobos de uma certa largura e
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vai em direcdo ao apice do lobo com a mesma largura. Na face assulcada dos lobos, os célices
sdo maiores fazendo com que as cristas figuem mais separadas e cobrindo todo lobo, com

excecao de uma parte com uma projecao de pele nua entre os lobos (Figura 9).

Gymnodactylus sp.2 UFMG 01327

Figura 9 — Hemipénis de Gymnodactylus sp.2. Individuo 973243. proveniente da Mata do Catolé,
Macei6 - AL.

GYMNODACTYLUS SP.3

Individuos identificados na colecdo como Gymnodactylus aff. guttulatus, provenientes
do Sul do seguimento setentrional da Cadeia do Espinhago, municipio de Grdo Mogol no estado
de Minas Gerais. Dos trés individuos analisados, apenas um estava com hemipénis previamente
evertido (Tabela 1).

Os hemipénis de Gymnodactylus sp.3 sdo semibilobados e capitulados. Seu tronco é
longo e cilindrico, com sulco espermatico delimitado por protuberancias volumosas de pele. O

sulco espermatico é superficial, totalmente desprovido de ornamentacdes. Lobo mais largo que
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tronco, ornamentados por calices sem micro-ornamentacdes, na face sulcada esses célices séo
de mesmo tamanho com sulcos nos lobos sem comunicagdo com o sulco espermatico, na lateral
esses calices comecam a aumentar de tamanho até ficaram bem maiores e rasos na face
assulcada. Na regido central do lobo, na face assulcada, os calices se adensam e formam um
“V”, mais alto no centro, formando uma protuberancia de pele. O sulco espermatico se

desenvolve da base do hemipénis até uma area nua na parte superior do lobo. (Figura 10).

Gymnodactylus sp.3 UFMG 02175

Figura 10 — Hemipénis de Gymnodactylus sp.3, possivel espécie nova. Individuo UFMG 02175,
proveniente do Sul do seguimento setentrional da Cadeia do Espinhaco, Grdo Mogol - MG.

GYMNODACTYLUS GECKOIDES

Os espécimes utilizados na descricdo sdo provenientes na Fazenda Experimental da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6 — RN, e estdo depositados na
colecdo de referéncia do LACV (Tabela 1). Os dois individuos utilizados na descri¢do tiveram

seus hemipénis previamente evertidos no momento da fixacao.
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Os hemipénis de Gymnodactylus geckoides sdo semibilobados e capitulados. Seu tronco
é longo e cilindrico, com sulco espermatico delimitado por labios sulcais desenvolvidos. Labios
sulcais sdo ornamentados por calices somente na regido mais proxima a cloaca, todo o restante
do tronco é totalmente desprovido de ornamentacdes. Lobo mais largo que o tronco,
ornamentado por calices micro-ornamentados por papilas. Os céalices sdo pequenos na face
sulcada do lobo, fazendo que as cristas fiqguem justas. Ha uma faixa ornamentada por franjas
em cada lobo, que se comunicam com o sulco espermatico. O sulco espermatico termina em
uma area nua entre os lobos. Os célices sdo pouco maiores na face assulcada dos lobos, fazendo

com que as cristas figuem mais separadas, cobrindo todo lobo. Ha uma regido onde a

ornamentacdo € menos densa, havendo uma projecdo de pele nua entre os lobos na face

® “|

assulcada (Figura 11).

Gymnodactylus geckoides LACV 3288

Figura 11 — Hemipénis de Gymnodactylus geckoides. Individuo LACV 3288, proveniente de Mossoro
- RN.
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GYMNODACTYLUS AMARALI

Clado B

Os especimes analisados sdo provenientes em Nova Xavantina-MT e nenhum dos
hemipénis estavam previamente evertidos, sendo posteriormente evertidos. Foi acrescentado
um espécime ndo analisado por Domingos et al. (2014) da mesma localidade (Tabela 1).

Os hemipénis de Gymnodactylus amarali Clado B séo semibilobados e capitulados. Seu
tronco € longo e cilindrico, com sulco espermético profundo, delimitado por labios sulcais

desenvolvidos. Por todo o tronco hé textura estriada, sem forma definida.

Gymnodactylus amarali - Clado B LACV 03236

Figura 12 — Hemipénis de Gymnodactylus amarali do Clado B. Individuo LACV 3236, proveniente
de Nova Xavantina - MT.

Lobo mais largo que o tronco, ornamentado por célices micro-ornamentados por
papilas. Os calices sdo pequenos na face sulcada do lobo, fazendo que suas cristas fiqguem

préximas uma das outras. Em cada lobo h4a uma faixa ornamentada por papilas ligadas ao o

37



sulco espermatico. O sulco espermatico se prolonga entre a base do hemipénis a area nua entre
os lobos. Os calices sdo maiores na face assulcada dos lobos, fazendo com que as cristas fiquem

mais separadas e cobrindo todo lobo (Figura 12).

Clado C

Os espécimes analisados sdo provenientes dos municipios de Cocalzinho de Goias e
Pirenopolis, ambos no estado de Goias. Nenhuma dos hemipénis ndo estavam previamente

evertidos, sendo todos evertidos manualmente apos a remocéo (Tabela 1).

“
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Gymnodactylus amarali - Clado C CHUNB 67393

Figura 13 — Hemipénis de Gymnodactylus amarali do Clado C. Individuo CHUNB 67393, proveniente
de Pirenopolis - Goias.

Os hemipénis de Gymnodactylus amarali Clado C sdo semibilobados e ndo capitulados.
Seu tronco € longo de forma cilindrica com sulco espermatico bem delimitado por labios sulcais
bem desenvolvidos com sulco espermatico profundo, todo o restante do tronco (lateral e face

assulcada) nu. Lobo mais largo que tronco, ornamentado por calices micro-ornamentados por
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papilas. Na face sulcada do lobo, os calices sdo pequenos fazendo que suas cristas fiqguem justas,
ha uma faixa ornamentada por franjas em cada lobo que ndo se comunicacdo com o sulco
espermatico, tendo esse sulco passando direto por entre os lobos e termina em uma area nua na
parte superior do lobo. Face assulcada do lobo com algumas poucas ornamentagdes nas laterais

tendo o restante nu (Figura 13).

Clado D

Os especimes analisados s@o provenientes do municipio de Minagu, norte do estado de
Goiés, e nenhuma dos hemipénis ndo estavam previamente evertidos, sendo todos evertidos
manualmente ap0s a remocao. Foi acrescentado um espécime ndo analisado por Domingos et
al. (2014) porem da mesma localidade (Tabela 1).

Os hemipénis de Gymnodactylus amarali Clado D s&o semibilobados e néo capitulados.
Seu tronco € longo de forma cilindrica com sulco espermatico bem delimitado por labios sulcais
bem desenvolvidos com sulco espermatico raso, todo o restante do tronco ha uma certa textura
estriada, sem forma definida. Lobo um pouco mais largo que tronco, regido do lobo se
diferencia com o tronco por meio de uma leve reentrancia. Na face sulcada do lobo o sulco
espermatico fica mais largo e se divide para cada lobo. Na face assulcada do lobo ha alguns
calices somente nas extremidades do lobo, o restante do lobo coberto pela mesma textura do

tronco (Figura 14).
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Gymnodactylus amarali - Clado D CHUNB 00832

Figura 14 — Hemipénis de Gymnodactylus amarali do Clado D. Individuo CHUNB 67393, proveniente
de Minagu - GO.

Clado E

Os dois espécimes analisados sdo provenientes em Barra do Garca-MT e nenhum dos
hemipénis estavam previamente evertidos, sendo todos evertidos manualmente apos a remocao
(Tabela 1).

Os hemipénis de Gymnodactylus amarali Clado F sdo semibilobados e capitulados. Seu
tronco € longo de forma cilindrica com sulco espermatico bem delimitado por labios sulcais
bem desenvolvidos com sulco espermatico superficial. Todo o restante do tronco ha uma certa
textura estriada, sem forma definida. Lobo mais largo que tronco, ornamentado por calices
micro-ornamentados por papilas. Na face sulcada do lobo, os célices sdo pequenos fazendo que
suas cristas figuem justas, ha uma faixa ornamentada ornamentado por franjas em cada lobo

que se comunicagdo com o sulco espermatico que termina entre os lobos. Na face assulcada dos
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lobos, os célices sdo maiores fazendo com que as cristas figuem mais separadas, na por¢édo

central entre lobos e tronco ndo totalmente coberta por ornamentagéo (Figura 15).

Gymnodactylus amarali - Clado E CHUNB 63198

Figura 15 — Hemipénis de Gymnodactylus amarali do Clado E. Individuo CHUNB 63298, proveniente
de Barra do Gracas, Mato Grosso.

Clado F

Analisei apenas um espécime deste clado. Como, seu hemipénis ndo estava previamente
evertido, precisei everter manualmente (Tabela 1). Um dos lobos foi furado durante a
preparacdo, mas sem prejudicar as estruturas usadas para a descrigao.

Os hemipénis de Gymnodactylus amarali Clado F sdo semibilobados e capitulados. Seu
tronco é longo de forma cilindrica com sulco espermatico bem delimitado por labios sulcais
bem desenvolvidos com sulco espermatico superficial. Todo o restante do tronco ha uma certa

textura estriada, sem forma definida. Lobo mais largo que tronco, ornamentado por célices
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micro-ornamentados por papilas. Na face sulcada do lobo, os célices sdo pequenos fazendo que
suas cristas fiquem justas, ha uma faixa ornamentada ornamentado por papilas em cada lobo
que se comunicagdo com o sulco espermatico que termina entre os lobos. Na face assulcada dos
lobos, os calices sdo maiores fazendo com que as cristas fiquem mais separadas e cobrindo todo

lobo (Figura 16).

Gymnodactylus amarali - Clado F CHUNB 11514

Figura 16 — Hemipénis de Gymnodactylus amarali do Clado F. Individuo CHUNB 11514, proveniente
de Palmas - TO.

Clado G

Assim como no Clado F analisei apoenas apenas um espécime deste clado, no qual o
hemipénis ndo estava previamente evertido, sendo evertido manualmente ap6s a remogao
(Tabela 1). Havia um grande corte no hemipénis em um dos lobos, provavelmente feito pela
agulha no momento que que o espécime foi fixado.

Os hemipénis de Gymnodactylus amarali Clado G séo semibilobados e capitulados. Seu

tronco € longo de forma cilindrica com sulco espermatico bem delimitado por labios sulcais
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bem desenvolvidos com sulco espermaético superficial. Todo o restante do tronco hd uma certa
textura estriada, sem forma definida. Lobo mais largo que tronco, ornamentado por célices
micro-ornamentados por papilas. Na face sulcada do lobo, os célices sdo pequenos fazendo que
suas cristas fiqguem justas, ha uma faixa ornamentada ornamentado por franjas em cada lobo
que se comunicagdo com o sulco espermatico que termina entre os lobos. Na face assulcada dos
lobos, os calices seguem o mesmo padrdo da face sulcada como os célices pequenos e justos,

cobrindo somente o lobo tendo a por¢édo central nua (Figura 17).

Gymnodactylus amarali - Clado G CHUNB 37088

Figura 17 — Hemipénis de Gymnodactylus amarali do Clado G. Individuo CHUNB 37088, proveniente
de Parana, Tocantins.
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Discussao

A morfologia dos hemipénis de Gymnodactylus segue a forma basica dos geckonideos,
sendo claviforme (“club-shaped’), com tronco comprido e apice volumoso, possuindo ou nao
dois lobos (Glaw et al., 2006; Rosler & Béhme, 2006). Os hemipénis do género Gymnodactylus
possuem calices como principal ornamentagédo, cobrindo o lobo e tronco na sua maioria sem
ornamentacdes. As principais diferengas estdo na forma em que essas estruturas estdo
arranjadas, na maneira como os calices cobrem o lobo na face assulcada, e nas ornamentagdes
da faixa dos lobos. Mesmo com a auséncia de quatro espécies do género, as diferencas aqui
encontradas sdo consistentes para diferenciar as espécies, incluindo as cripticas.

Muitos dos hemipénis analisados foram evertidos apenas parcialmente ou ndo foram
evertidos no momento da fixacdo, dificultando a sua preparacdo posterior. Os hemipénis
fixados apresentam tecido enrijecido devido ao tempo mantidos preservados em alcool. Para
deixa-los mais maleaveis para a eversao, os coloquei em dgua morna ou KOH, para o tecido se
tornar fréagil e facil de romper o que ajudou na eversao. No entanto, esse procedimento nao
prejudicou a identificacdo de estruturas importantes para diferenciar os hemipénis das espécies,
sendo possivel avaliar parte significativa das estruturas hemipenianas de valor sistematico
(Zaher & Prudente, 2003; Andonov et al., 2017).

N&o encontrei diferencas que separem o0s dois grupos (darwinii e geckoides) por
caracteres hemipenianos. Esses grupos, nomeados por Cassimiro (2010), foram recuperados em
analises moleculares, ndo havendo diagnose morfoldgicas que eles. Vanzolini (2004, 2005)
relacionava a distribuicdo das espécies de Gymnodactylus diretamente associada aos grandes
dominios morfoclimaticos, com G. geckoides relacionado a caatinga, G. darwinii a Mata
Atlantica, G. amarali ao cerrado e G. guttulatus aos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco.
No entanto,esta distribuicdo deve ser interpretada com cautela, visto que em algumas

localidades sdo registradas espécies em simpatria (Cassimiro 2010).
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O uso de caracteres hemipenianos para diagnosticar espécies cripticas tem grande
importancia para a sistematica, como alguns estudos com lagartos ja demonstraram (Kohler et
al., 2010; Nunes et al., 2012). Em lagartos dos géneros Iphisa e Anolis, a adi¢do das
caracteristicas da morfologia hemipenial as descri¢fes formais demonstram a sua importancias
na discriminacdo de espécies proximas (Kohler et al., 2010, 2016; Koéhler, Hahn, & Kohler,
2012; Nunes et al., 2012; D’ Angiolella et al., 2016).

No presente estudo encontramos caracteristicas diagnosticas para as linhagens
identificadas por Domingos et al. (2014), que estdo na forma em que 0s sulco espermatico passa
ou termina entre os lobos e na maneira de como as ornamentacfes cobrem lobo na face
assulcada.

Dentre as caracteristicas hemipenianas encontradas, as linhagens sp.1 e sp.2, possuem
grande semelhanca superficialmente, se diferenciando apenas na forma da faixa ornamentada
nos lobos, sendo espécies com distribuicdo muito préximas. A espécie Gymnodactylus sp.3,
representada como grupo irmdo na filogenia de Cassimiro (2010), apesar da estreita relagdo
filogenética com as sp.1 e sp.2 (Figura 3) é distante geograficamente (Figura 2), possui um
hemipénis muito distinto, com tronco totalmente desprovido de ornamentac¢des, um sulco no
lobo na face sulcada sem comunicagdo com o sulco espermaético e na regido central do lobo, na
face assulcada, os calices se adensam e foram um “V”’ que no centro € mais alta formando uma
protuberancia de pele.

O contrario também ocorreu, espécies cripticas dos B e E possuem uma distancia
genética de 20% séo de localidades proximas, 50 km de distancia uma da outra, mas uma restrita
a planaltos e outra a planicies, tendo cerca de 300m de diferenca altitudinal entre elas
(Domingos et al., 2014). A morfologia dos hemipénis deste dois clados é semelhante, mas é
possivel distinguir diferencas nas ornamentac@es na faixa ornamentada no lobo da face sulcada

e naforma na qual os calices cobrem o lobo na face assulcada. No clado B a faixa é ornamentada
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por papilas e os célices cobrem todo o lobo na face assulcada, ja no Clado E a faixa é
ornamentada por franjas e os célices cobrem somente metade do centro do lobo na face
asulcada. O mesmo ocorre com os clados F e G (5% divergentes no cytb e 0,08% no KIF24)
que sdo do mesmo municipio, Palmas-TO, separados por altitudes diferentes, nos hemipénis as
diferencas estdo por conta de como os calices cobrem a face assulcada me o clado G néo cobre
todo o lobo (Figura 17).

A identificacdo imprecisa de espécies pode acarretar diversos problemas que pdem em
risco diversos ramos do conhecimento. O género Gymnodactylus apresenta grande diversidade
(Cassimiro 2010, Domingos et al. 2014) e ainda carece de revisao sistematica ampla visando a
descricdo das novas linhagens, aumentando de cinco para 16 o numero de espécies validas.
Nossas observacdes indicam que os hemipénis de Gymnodactylus apoiam a diagnose das

espécies do género e devem ser incluidas nas futuras descrices.
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CAPITULO Il

ALOMETRIA NOS HEMIPENIS DE GYMNODACTYLUS
AMARALI BARBOUR 1925 EM POPULACOES ISOLADAS
POR 23 ANOS EM ILHAS ARTIFICIAIS NO BRASIL

CENTRAL

47



Capitulo Il — Alometria nos hemipénis de Gymnodactylus amarali Barbour
1925 em populagdes isoladas por 23 anos em ilhas artificiais no Brasil
central

Introducéo

Estudos alométricos da genitalia masculina demonstram que o tamanho dos Orgéos
mudam de tamanho em relagdo a varia¢do no tamanho do corpo, sugerindo que a alometria é
uma maneira indireta de avaliar o papel da selecdo sexual na evolugéo e diversificacdo desses
6rgdos, uma vez que tracos selecionados sexualmente geralmente mostram alometria positiva
e alta variacédo fenotipica (Eberhard et al., 1998; Bernstein & Bernstein, 2002; Eberhard, 2009).

Boa parte dos estudos com alometria genital sdo com invertebrados e encontraram
alometria negativa entre o tamanho genital em relacdo ao tamanho corporal, ou seja, quando o
corpo do animal é pequeno, a genitalia masculina tende a crescer mais do que 0 corpo
(Eberhard, 2009). Tais estudos sugerem que 0S animais passaram por selecao sexual
estabilizadora do tamanho da genitalia, chamada de “one size fits all”” (um tamanho para todos),
que restringe o tamanho do o6rgao copulador em proporgao ao tamanho do médio do canal
genital feminino, com a vantagem de permitir a copula com fémeas de diferentes tamanhos
(Eberhard, 2009).

Klaczko & Stuart (2015) utilizaram alometria para examinar o padrdo alométrico de
duas subespécies alopatricas de lagarto Anolis grahami grahami e A g. aquarum,comparando
caracteristicas genitais e ndo genitais, e constataram que uma das subespécies apresentava
padrdo alométrico negativo. Essas diferencas na genitalia podem levar ao isolamento
reprodutivo no futuro, uma vez que o encaixe mecanico entre genitalias masculinas e femininas
também é um mecanismo de reconhecimento intraespecifico (Klaczko et al., 2015).

Lagartos caribenhos do género Anolis apresentaram taxa de evolucéo até seis vezes mais

rapida da genitalia masculina, o hemipénis, quando comparado a outras caracteristicas
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morfoldgicas ndo genitais, sugerindo que estes orgaos estejam evoluindo sob efeito da selecédo
sexual (Klaczko et al., 2015). Por outro lado, uma anélise da forma sugeriu que os hemipénis
também estdo correlacionados com mudancgas nos membros posteriores, sugerindo também um
papel da pleiotropia na evolucdo do hemipénis de lagartos (Klaczko et al., 2017).

Evolugdo rapida em lagartos ja foi descrita outras vezes, como em Anolis carolinensis
nas pequenas ilhas da Florida, onde foi observado dedos maiores apos 20 geragdes, como
adaptacdo em resposta a mudanga para poleiros mais altos apos a introducéo experimental do
competidor Anolis sagrei (Stuart et al., 2014). Outro exemplo de evolugdo réapida foi
apresentada pelo lagarto Podarcis sicula, introduzido em uma ilha na Croacia onde foram
encontradas diferencas na morfologia da cabeca, forca de mordida e estrutura do trato digestivo
apos 36 anos da introducdo (Herrel et al., 2008).

No Brasil temos um exemplo de evolucdo rapida em que a morfologia cefalica de
Gymnodactylus amarali nas populacdes das ilhas formadas pelo reservatdrio de Serra da Mesa
apresentar cabecas proporcionalmente maiores que populagdes da margem e passaram a incluir
presas de tamanho maior em sua dieta (Amorim et al. 2017).

O reservatorio da Usina Hidrelétrica de Serra da Mesa, localizada na regido norte de
Goias, vem sendo, desde 1996 (ano de enchimento do reservatério), palco de pesquisas sobre
os efeitos da fragmentacdo de habitat sobre a herpetofauna (Branddo & Araujo, 2008; Lins,
2013; Eloy de Amorim, 2015). Isso se deu pelo fato de que, durante o enchimento do
reservatorio, foram formadas mais de 280 ilhas, de tamanhos varidveis (Brandao, 2002). Ao
longo de 20 anos de estudo foram registradas extin¢6es de algumas espeécies nas ilhas formadas
pelo enchimento do reservatorio (Eloy de Amorim, 2015).

Uma das hipoteses levantadas Amorim et al. (2017) é de que a extincdo nas ilhas de
espécies competidoras de maior tamanho corporal e que se alimentavam de presas maiores

representou um relaxamento ecoldgico, permitindo maior expansao do nicho realizado por G.
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amarali. Esses resultado sugere que circunstancias especificas, como a insularizacdo de
populagées moldam tracos morfoldgicos de espécies em comunidades ecoldgicas e ilustram
que as populacdes podem responder rapida e de forma paralela, visto que ocorreu nas demais
ilhas estudas, a mudancas ecologicas previsiveis (Eloy de Amorim et al., 2017).

Da mesma forma que ocorreu a rapida mudanca da morfologia cefélica de G. amarali
nas populagdes das ilhas formadas pelo reservatorio de Serra da Mesa (Amorim et al. 2017), é
provavel que a insularizacdo nesse sistema tenha promovido também mudancas morfologicas
no hemipénis da espécie, visto que hemipénis podem evoluir rapidamente. Neste capitulo
verifiquei se h& alometria nos tracos hemipeniais nos machos de Gymnodactylus amarali

comparando entre ilhas e margens da Usina Hidrelétrica de Serra da Mesa.
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Material e Métodos

Analisei os hemipénis 30 individuos de Gymnodactylus amarali do Reservatorio da
Usina Hidrelétrica de Serra da Mesa, sendo 19 provenientes das ilhas e 11 das margens,
disponibilizados pelo Laboratorio de Fauna e Unidades de Conservacdo da Universidade de
Brasilia (LAFUC-UnB). Para se evitar os problemas com eversdo incompleta dos hemipénis,
utilizei espécimes provenientes de coleta realizada em junho de 2019, onde os espécimes
coletados foram fixados com formalina a 10% e os hemipénis evertidos durante a fixacdo do
espécime. Esta coleta se deu em 9 dos 10 pontos amostrados por Amorim et al.(2017) em 2011.
Devido ao nivel baixo da barragem, a ilha X (Figura 18) estava se comunicando totalmente com

a margem e, por este motivo, os individuos desta ilha foram retirados das analises.
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Figura 18 - Pontos de coleta de  Amorim et al. (2017) em 2011 no reservatério da Usina Hidrelétrica
de Serra da Mesa, Goias. llhas () 34, 35, 37, 38 e X, e areas de margem (M) 1, 2, 3, 4 e 5. Figura
original retirada do material suplementar de Amorim et al. (2017).
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O preparo dos hemipénis se deu no Laboratério de Anatomia Comparativa de
Vertebrados da Universidade de Brasilia (LACV-UnB). Removi apenas um dos hemipénis de
cada individuo, preferencialmente o esquerdo, por um corte na base do hemipénis na cloaca, de
forma a ndo danificar nenhuma escama e/ou a genitalia. Apos a remocao avaliei se 0s hemipénis
estavam totalmente evertidos. Caso negativo, a eversao foi feita manualmente, empurrando os
lobos como descrito no capitulo anterior. Quando totalmente evertidos, os hemipénis foram
preenchidos com vaselina colorida com corante ndo miscivel em alcool, para melhor
visualizagdo das estruturas de ornamentacéo e preservados em alcool 70%.

Foram tomadas quatro medidas morfoldgicas ndo genitais com paquimetro digital: (1)
comprimento rostro-cloacal (CRC), (2) a maior largura da cabeca, (3) comprimento do fémur,
tomado pelo ventre a partir do ponto de inser¢cdo da coxa com o corpo até o joelho, e (4)
comprimento da tibia, tomado a partir da base do calcanhar até o joelho (Figura 19a).

Por se tratarem de 6rgdos muito pequenos, as dimensdes dos hemipénis foram tomadas
por meio das imagens digitalizadas, utilizando o software ImageJ versao 1.8.0 (Rasband, 2016),
a partir de fotografias feitas com os hemipénis emersos em solucdo de alcool 70% e
fotografadas a face do sulco-espermatico, a face assulcada (face oposta ao sulco espermético)
e a face lateral, com camera Nikon D7100, objetiva Nikon AF-S VR Micro-Nikkor 105mm
f/2.8G IF-ED, utilizadando lente close-up Raynox Dcr-250. O tamanho total do hemipénis foi
medido tracando uma linha imaginaria através do apice dos lobos e usamos a medida da
distancia entre a linha imaginéria e a base do hemipénis. A largura nos lobos dos hemipénis foi
obtida medindo a maior extremidade lobos, enquanto a largura no tronco hemipenial foi obtida
medindo a &rea central do corpo do hemipénis (Figura 19b).

Cada medida foi tomada 10 vezes para os tracos hemipeniais e 5 vezes para 0s nao

hemipeniais, e foi calculado Coeficiente de Correlagao Intraclasse (ICC) para avaliar a preciséo
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das repetices. As andlises estatisticas subsequentes foram feitas com a média de cada medida

log transformadas.
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Figura 19 - Figura de exemplo das medidas tomadas nos individuos (esquerda) e nos hemipénis
(direita) de Gymnodactylus amarali de Serra da Mesa-GO.

A fim de descrever e comparar a variacao do tamanho nos tragcos genitais e ndo genitais
das ilhas e margem do reservatorio de Serra da Mesa, verifiquei as relagdes alométricas atraves
do coeficiente de alometria (b) em relacdo & medida corporal (CRC) (Eberhard et al., 1998).
Essas relagcdes alométricas sdo dadas por meio da inclinacdo do coeficiente de alometria “b”
(slope) de uma regressdo linear dos valores da medida de um trago morfoldgico contra o
tamanho corporal (aqui medido como CRC) entre multiplos individuos de uma populagdo. Séo
considerados isométricos quando b =1, indicando que o trago tem crescimento igual ao
crescimento do corpo; alometria positiva quando b>1, o que indica que o trago tem taxa de

crescimento maior que o corpo; e alometria negativa quando b<1, indicando que o trago tem

taxa de crescimento menor que a do corpo. Cada uma das medidas genitais e ndo genitais foram
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analisadas para determinar se o coeficiente alométrico era significativamente diferente da
isometria (bors = 1) usando a funcéo de teste de inclinagdo no pacote Smatr (Warton et al.,
2012) no software estatistico R (R Core Team, 2019). Para testar se as inclinacdes e
intercepcdes alométricas entre Ilhas e Margem sdo diferentes usei analise de covariancia
(ANCOVA).

Para saber se as relagbes alométricas diferem entre os tracos hemipeniais e néo-
hemipeniais utilizai o Coeficiente de Variacédo (CV), onde quantificamos a variacdo fenotipica,
que nada mais é que a dispersdo de uma medida em torno da sua média, calculada como o
desvio padrdo de cada caracteristica dividida pela sua média, obtidos a partir de dados nao
transformados (Eberhard et al., 1998). Estimamos a dispersdo em torno do eixo maior reduzido
utilizando a equacdo CV' = (y)x(1— r2)i2, que € nada mais que o coeficiente de variacdo que o
traco teria se o tamanho do corpo fosse mantido constante (Eberhard et al., 1998; Eberhard,

2009).
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Resultados

O tamanho (CRC) médio dos machos das ilhas (n= 19; X = 42,26; dp = 2,79) e dos

machos da margem (n=11; X = 42,06; dp = 3,20) néo diferente (t= 0,172, df = 18,719, p-value

=0,865). O mesmo ocorreu em toda as medidas obtidas (Tabela 2 e Tabela 3). Um boxplot foi

montado para se observar a variacdo dos dados brutos, nos quais sdo observados alguns outliers

no comprimento do fémur e tibia nos individuos das ilhas (Figura 20).

Tabela 2 — Estatistica descritiva para tragos genitais e ndo genitais: Média (mm), Desvio Padrdo (DP) e
Coeficiente Intraclasse (ICC), mostrando receptibilidade.

n Média (mm) DP ICC
ILHAS 19
CRC 42,258 2,789 0,99
Largura da Cabega 8,368 0,675 0,98
Comprimento do Fémur 7,065 0,466 0,95
Comprimento da Tibia 3,672 0,281 0,99
Comprimento total do Hemipénis 4,388 0,707 0,93
Largura do Lobo do Hemipénis 2,835 0,405 0,93
Largura do Tronco do Hemipénis 1,551 0,099 1,00
MARGEM 11
CRC 42,059 3,200 1,00
Largura da Cabega 8,457 0,598 0,97
Comprimento do Fémur 7,223 0,667 0,99
Comprimento da Tibia 3,575 0,357 0,83
Comprimento total do Hemipénis 4,373 0,529 0,92
Largura do Lobo do Hemipénis 2,690 0,289 0,92
Largura do Tronco do Hemipénis 1,590 0,162 1,00
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Tabela 3 — Resultados do teste-t para diferencas nas medidas entre ilhas e margem.

t DP p
CRC 0,172 18,719 0,865
Largura da Cabeca -0,374 23,205 0,712
Comprimento do Fémur -0,691 15,751 0,499
Comprimento da Tibia -0,558 21,278 0,583
Comprimento total do Hemipénis 0,064 25,960 0,949
Largura do Lobo do Hemipénis -0,724 14,435 0,481
Largura do Tronco do Hemipénis 1,138 26,564 0,265
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Figura 20 — Box plot evidenciando a distribuicdo dos dados ndo log-transformados de cada medida

nas ilhas e margem.
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A partir das regressdes (Figura 21) notei que ha diferencas na largura da cabeca dos

lagartos entre ilhas e margem. Essa diferenca também é notada na largura do lobo e tronco do

hemipénis. No entanto, ndo entrei diferencas para os coeficientes de inclinacdo entre ilhas e

margem, exceto para da largura da cabeca (P < 0,0001) e para largura do tronco (P = 0,010)

(Tabela 4).
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Figura 21 — Regressdes lineares comparando tragos ndo genitais (Largura da Cabega, Comprimento
do Fémur e Comprimento da Tibia) e genitais (Comprimento, largura do Logo e Tronco dos
Hemipénis) transformados em logaritmos verses o Comprimento rostro-cloacal (CRC) mas llhas e
Margem em Serra da Mesa.
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Tabela 4 — Resultado da ANCOVA para diferencas entre Ilhas e Margem, Estatisticas de F e valores P para
cada trago analisado.

Coeficiente de Inclinacéo (b) Intercepto
Ilhas vs Margem
F P F P
Largura da Cabega 2,468 0,128 25,327 <0,0001
Comprimento do Fémur 0,025 0,875 0,198 0,660
Comprimento da Tibia 0,065 0,802 1,400 0,247
Comprimento total do Hemipénis 0,002 0,962 3,083 0,090
Largura do Lobo do Hemipénis 3,685 0,066 2,264 0,144
Largura do Tronco do Hemipénis 0,392 0,537 7,716 0,010

Das andlises separadas entre ilhas e margens, as medidas ndo hemipeniais nas ilhas
apresentam coeficiente de inclinagdo menores que b > 1, com excecdo da largura da cabeca (b
= 1,141). Para as margens, todas as medidas ndo hemipeniais apresentam coeficiente de
inclinagdo menores que b > 1, e nenhuma destas medidas mostraram significancia para b#1
(Tabela 5). Para medidas hemipeniais nas ilhas, o comprimento total do hemipénis e a largura
do tronco do hemipénis apresentaram coeficiente de inclinagdo maiores que 1 (b > 1), entretanto
n&o significativas (P= 0,719 e 0,407, respectivamente). No entanto, largura do lobo apresentou
alometria negativa (b < 1) sendo significativa (P=0,017) (Tabela 5). Para as margens, essas
medidas hemipeniais apresentaram coeficiente de inclinacdo maiores que 1 (b > 1), porém néo
significativos.

As medidas de variacdo fenotipica mostraram tragos hemipeniais com CV mais altos
que o0s corporais, tanto nas Ilhas quanto na Margem (Tabela 5). Os CV dos tracos hemipeniais
variaram entre 5,5 e 14%, com CV médio de 8,7%, enquanto os valores corporais variaram
entre 1,9 e 7,6 %, com CV médio de 4,9%. A dispersdo ao redor do eixo principal (CV’)
apresentou valores gerais menores, tendo o mesmo padrdo observado com 0s tracgos
hemipeniais, mostrando valores mais altos do que os tragos ndo hemipeniais (Tabela 5). Nas

ilhas, os valores de CV se mostram maiores quando comparados com as margens,
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principalmente para comprimento total e largura do tronco, com 14,02 e 11,46%

respectivamente, sendo nas margens 8,31 e 7,47% para 0s mesmos tracos (Tabela 5).

Tabela 5 - Estatisticas descritiva da regressdo das caracteristicas versus tamanho do corpo (CRC). Em que:
b - Coeficiente alométrico (coeficiente de inclinacdo) da OLS; r2 - coeficiente de determinacdo;
P - significancia do desvio da inclinagéo de 1; CV - coeficiente de variacdo (%); e CV’ - coeficiente de
variagao que o traco teria se o tamanho do corpo fosse mantido constante (porcentagem da disperséo ao redor

do eixo principal).

b r2 P Ccv cv’
ILHAS
Largura da Cabeca 1,141 0,829 0,276 3,409 0,690
Comprimento do Fémur 0,628 0,366 0,081 5,221 2,090
Comprimento da Tibia 0,778 0,388 0,363 6,237 2,422
Comprimento total do Hemipénis 1,192 0,232 0,719 14,023 6,194
Largura do Lobo do Hemipénis 0,450 0,217 0,017 5,533 2,507
Largura do Tronco do Hemipénis 1,388 0,352 0,407 11,465 4,630
MARGEM
Largura da Cabega 0,877 0,919 0,190 1,936 0,286
Comprimento do Fémur 0,570 0,227 0,251 7,573 3,569
Comprimento da Tibia 0,692 0,517 0,201 5,209 1,853
Comprimento total do Hemipénis 1,159 0,536 0,668 8,309 2,805
Largura do Lobo do Hemipénis 1,064 0,673 0,802 5,524 1,669
Largura do Tronco do Hemipénis 1,004 0,521 0,990 7,469 2,577
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Discussao

O resultado Amorim et al. (2017) incita a ideia de que mudancas rapidas decorrentes da
insularizacdo podem também levar a mudancas morfoldgicas nos hemipénis, uma vez ja se
observou se trata de um 6rgdo que evolui rapidamente (Klaczko et al., 2015).

Apesar do tempo curto de isolamento, pouco mais de 20 anos, foi suficiente para ocorrer
mudancas no padrdo alométrico dos hemipénis das populacdes das ilhas em Serra da Mesa.
Nossos resultados mostram que as populacdes das ilhas apresentam alometria negativa (bots <
1) significativa nos lobos dos hemipénis, enquanto as populagdes na margem mostram valores
semelhantes a isometria. A alometria negativa foi também observado por Klaczko & Stuart
(2015) com lagartos Anolis e em diversos grupos de artrépodes (Eberhard, 2009), diferentes da
alometria positivas encontradas para outros vertebrados (Kinahan et al., 2007; Eberhard, 2009;
Retief et al., 2013).

Alometria negativa nos tracos genitais sugerem que a genitalia possui tamanho médio
semelhante dentro da populacdo, independente do tamanho do corpo, tendendo para um
tamanho Unico - “one size fits all” (Eberhard et al., 1998). Este padrdo é mais bem explicado
pela escolha criptica das fémeas, onde 6rgéos genitais masculinos tém funcéo estimuladora e
as fémeas escolhem usar espermatozoides de machos com capacidades estimulantes superiores
(Ebehard 2010).

O fato de terem sido observadas mudancas somente nos lobos e ndo em outras partes do
hemipénis pode ser explicada por sua morfologia. O lobo apresenta largura muito maior que o
tronco, eé no lobo que estdo as principais diferencas morfoldgicas do género (Capitulo 1),
sugerindo que o lobo esta mais sujeito a mudancas evolutivas que o tronco. O mesmo é descrito
na morfologia de outros Gekkotas (Glaw et al., 2006; Résler & Bohme, 2006). Assim, podemos
inferir que as fémeas podem escolher machos com base no tamanho relativo do lobo, talvez

usando seu tamanho como um indicador de bons genes (Klaczko & Stuart, 2015).
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De-Lima et al. (2019) analisando lagartos Tropidurus torquatus, mostrou que o lobo
apresenta um padrdo alométrico positivo durante a ontogenia, onde os lobos sofrem rapido
crescimento nos estagios embrionarios tardios. Essas mudancas distintas nas taxas de
crescimento das diferentes partes dos hemipénis podem ser reflexo de diferentes pressdes
seletivas em diferentes partes dos hemipénis e na variagdo morfoldgica dos 6rgdos (De-Lima
etal., 2019).

A alta variacao fenotipica, um possivel indicador de oportunidade para selecao, tem sido
associada a selecdo sexual (Pomiankowski & Moller, 1995; Eberhard, 2009). A variacdo
fenotipica (CV) para tracos hemipeniais foram mais altos, com média 8,7%, quando
comparados com os valores dos tragos ndo hemipeniais, com média 4,9%, sugerindo que a
selecdo sexual pode estar causando diferenciacdo na morfologia genital (Pomiankowski &
Moller, 1995; Eberhard, 2009). Esses valores foram mais altos nas ilhas do que nas margens
principalmente para comprimento total e largura do tronco, com 14,02 e 11,46%
respectivamente, sendo nas margens 8,31 e 7,47% para 0s mesmos tracos, indicando possivel
oportunidade para selecdo. Gymnodactylus amarali foi uma das espécies de lagarto que
apresentou niveis mais altos de assimetria flutuante nas ilhas de Serra da Mesa (Lins 2013).
Isso sugere que, apesar do grande namero de individuos, as populagdes de G. amarali ainda
estdo passando por algum tipo de estresse, provavelmente genético. Mudangas como estas
podem afetar a morfologia hemipenial visto a relagdo dos membros posteriores com hemipénis
durante o desenvolvimento, que compartilham a mesma base morfogenética (Tschopp et al.,
2014), sugerindo que a evolucdo hemipenial possa ocorrer por pleiotropia (Klaczko et al.,
2017).

Nosso resultado mostra que mudangas nos padrées alométricos podem ocorrer nos

hemipénis de uma espécie de lagarto isolada a poucos anos. Embora ndo possamos determinar
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0s processos subjacentes a divergéncia observada nos hemipénis, nosso trabalho representa um

passo para esclarecer 0s processos responsaveis pela evolucédo hemipenial.
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Conclusoes

1. Os hemipénis do género Gymnodactylus varia bastante entre as espécies, podendo ser
uma ferramenta importante para se identificar espécies, mesmo para espécies cripticas;

2. Os hemipénis de Gymnodactylus amarali das ilhas de Serra da Mesa est&o sob selecéo,
apresentando alometria negativa no lobo dos hemipénis e alto indice de variacdo no
comprimento e largura do tronco dos hemipénis;

3. Asvariagdes interespecificas estdo na forma que estdo arranjadas as estruturas enquanto
as variacOes intraespecificas sdo mais sutis, sendo expressa por diferencas no tamanho

dos lobos.
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