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Resumo 

 

Até recentemente, a família Leptodactylidae era considerada polifilética, mas 

nenhum dos trabalhos realizados antes de 2006 resolveu essa polifilia. Nesse ano, 

quase que simultaneamente, duas grandes revisões foram publicadas, com base 

principalmente em sequenciamento gênico e sem considerar dados citogenéticos, 

resultando em filogenias que mudaram radicalmente a taxonomia e a sistemática de 

muitos grupos de anuros. Leptodactylidae foi uma das famílias que passou por 

grandes transformações, sendo os gêneros reduzidos de 57 para apenas quatro. Na 

presente Tese, foram analisados os cariótipos de nove espécies do gênero 

Leptodactylus e 19 representantes de famílias relacionadas à Leptodactylidae, cujos 

dados são apresentados em três partes. 

No primeiro capítulo são apresentados cariótipos com 2n=20, nos exemplares 

de Vitreorana eurygnatha e V. uranoscopa (Centrolenidae); 2n=22, em Adelophryne 

baturitensis (Eleutherodactylidae), Brachycephalus ephippium, Ischnocnema 

guentheri, I. manezinho e I. parva (Brachycephalidae), Leptodactylus furnarius, L. 

fuscus, L. latrans, L. mystaceus, L. podicipinus e L. syphax (Leptodactylidae), 

Odontophrynus americanus (Cycloramphidae), Physalaemus barrioi, P. cuvieri e P. 

moreirae (Leiuperidae); e 2n=26 para Cycloramphus boraceiensis, C. brasiliensis, C. 

ryakonastes, Thoropa miliaris e Zachaenus parvulus (Cycloramphidae), Flectonotus 

sp. e Gastrotheca microdiscus (Hemiphractidae). São também descritos o padrão de 

Ag-RON e bandamento C para a grande maioria das espécies. Os dados 

cromossômicos aqui obtidos, juntamente com os disponíveis na literatura, foram 
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avaliados à luz das árvores filogenéticas atuais, tendo sido observada grande 

concordância com as alterações propostas. 

O segundo capítulo trata dos cariótipos de três espécies de Leptodactylus que 

pertenciam ao gênero Adenomera, com 2n=24 em L. cf. marmoratus, 2n=23 em 

Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), e 2n=26 em L. hylaedactylus, com diferentes 

números de cromossomos de um ou dois braços. Os exemplares de Leptodactylus 

cf. marmoratus mostraram uma variação com relação à morfologia do par 12. Todos 

possuem Ag-RON no par 6, confirmada pela técnica de FISH com sonda de DNAr, 

mas os exemplares de uma das localidades têm, adicionalmente, Ag-RON em um 

dos cromossomos 8. Em Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) e L. hylaedactylus a 

Ag-RON está localizada nos pares 11 e 7, respectivamente. O padrão de banda C é 

predominantemente centromérico, sendo DAPI-positivo apenas nos cromossomos 

de L. cf. marmoratus. Por outro lado, sítios brilhantes com CMA3 coincidentes com a 

Ag-RON são visualizados nas três espécies. Os dados obtidos sugerem que a 

evolução cariotípica no gênero é baseada, principalmente, em fusões cêntricas e 

inversões pericêntricas. 

No terceiro capítulo, é descrito, pela primeira vez, o cariótipo de Holoaden 

luederwaldti com 2n=18 cromossomos. Um único exemplar da amostra apresentou 

2n=3x=27, resultante de uma triploidia natural. Outra variação encontrada se refere 

a dois tipos morfológicos de cromossomos 8, em condição heteromórfica, tanto em 

macho quanto em fêmea, ou homomórfica subtelocêntrica, não tendo sido 

observado cariótipo com dois cromossomos submetacêntricos. A localização da Ag-

RON é no par 8, na região intersticial quando o cromossomo é subtelocêntrico e 

proximal quando submetacêntrico, confirmada pela técnica de FISH com sonda de 

DNAr. A banda C centromérica é brilhante com DAPI, e a que aparece no mesmo 

sítio da Ag-RON é fluorescente com CMA3. A sonda telomérica hibridou na região 

dos telômeros de todos os cromossomos, sem evidência de marcação intersticial. 

Estudos de novos exemplares de H. luederwaldti seriam interessantes para avaliar a 

extensão da variação na morfologia dos cromossomos 8, bem como a frequência 

com que ocorrem indivíduos triploides na população. 
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Abstract 

 

Until recently, the family Leptodactylidae was considered polyphyletic, but no 

paper published before 2006 clarify this question. In that year two extensive revisions 

were published, almost simultaneously, based mainly on gene sequencing with no 

contribution of cytogenetic data. These studies resulted in phylogenetic trees which 

have radically changed the taxonomy and systematic of several groups of frogs. 

Leptodactylidae was one of the families that suffered great modifications, and the 

number of genus was reduced from 57 to only 4. In this work, the karyotypes of 9 

species of Leptodactylus and representatives of 19 families related to 

Leptodactylidae were analyzed, and the data are presented in three parts. 

The first chapter describes the karyotypes with 2n=20, in species of Vitreorana 

eurygnatha and V. uranoscopa (Centrolenidae); 2n=22 in Adelophryne baturitensis 

(Eleutherodactylidae), Brachycephalus ephippium, Ischnocnema guentheri, I. 

manezinho and I. parva (Brachycephalidae), Leptodactylus furnarius, L. fuscus, L. 

latrans, L. mystaceus, L. podicipinus and L. syphax (Leptodactylidae), 

Odontophrynus americanus (Cycloramphidae), Physalaemus barrioi, P. cuvieri and 

P. moreirae (Leiuperidae); and 2n=26 in Cycloramphus boraceiensis, C. brasiliensis, 

C. ryakonastes, Thoropa miliaris and Zachaenus parvulus (Cycloramphidae) 

Flectonotus sp. and Gastrotheca microdiscus (Hemiphractidae). The C band and Ag-

RON patterns are described for the majority of the species. The chromosomal data 

obtained here, along with those available in the literature, were analyzed in the light 

of the current phylogenetic trees, and are in accordance to the proposed 

modifications. 
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The second chapter reports the karyotypes of three Leptodactylus species 

belonging to the former genus Adenomera, with 2n=24 in L. cf. marmoratus, 2n=23 in 

Leptodactylus sp. (aff bokermanni), and 2n=26 in L. hylaedactylus, bearing different 

numbers of uni or bi-armed chromosome pairs. Specimens of Leptodactylus cf. 

marmoratus showed a variation with regard to the morphology of pair 12. All of them, 

have Ag-NOR in pair 6, confirmed by FISH using an rDNA probe, but the samples of 

one locality have, in addition, Ag-NOR on one of the chromosomes 8. In 

Leptodactylus sp. (aff bokermanni) and L. hylaedactylus, Ag-NOR is located in the 

pairs 11 and 7, respectively. The C-band pattern is predominantly centromeric, with 

DAPI brilliant staining only in the chromosomes of L. cf. marmoratus. Moreover, 

bright region after CMA3, coincident with Ag-NOR site, is observed in the three 

species. The data suggest that the karyotype evolution in the genus is primarily 

based on centric fusions and pericentric inversions. 

In the third chapter is described, for the first time, the karyotype of Holoaden 

luederwaldti with 2n=18 chromosomes. One specimen of the sample had 2n=3x=27, 

resulted from a natural triploidy. Another variation refers to two morphological types 

of chromosomes 8 in heteromorphism, visualized in males and females, or in 

subtelocentric homomorphic condition. No specimen with two submetacentric 

chromosomes 8 was observed. The Ag-NOR at the interstitial region of the 

subtelocentric chromosome 8, and at the proximal region in the submetacentric 

chromosomes 8, were confirmed by FISH with an rDNA probe. The centromeric C-

band is brilliant with DAPI, and those that appear on the same site of Ag-NOR, are 

fluorescent with CMA3. The telomeric probe labeled only at the telomeres of the 

chromosomes, with no evidence of interstitial bands. Analyses of more specimens of 

H. luederwaldti would be interesting to evaluate the extent of variation in morphology 

of the chromosomes 8, and the frequency of triploid individuals in the population. 
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Introdução Geral 

 

A taxonomia e sistemática da família Leptodactylidae: um breve 

histórico de alterações e incertezas 

A família Leptodactylidae tem sido, desde o início da década de 1970, alvo de 

muitas discussões sobre a taxonomia e, principalmente, sobre a sistemática de suas 

espécies. Até o ano de 2006, a família agrupava 57 gêneros e foi por muito tempo 

considerada uma das mais diversificadas entre os anuros, como constam nos 

antigos levantamentos feitos por Frost (1985, 2000, 2002, 2004). O único impresso 

na forma de uma publicação foi o do ano de 1985, tendo sido os demais já na forma 

online, periodicamente atualizados, até o extenso trabalho realizado em 2006 

(FROST et al., 2006). A partir de então, Frost retomou a disponibilização dos dados 

de taxonomia e sistemática de anuros e anfíbios em geral, em 2006, 2008, 2009 e a 

mais recente em abril de 2010, permitindo o acesso rápido às alterações 

introduzidas na classe. 

Um dos trabalhos marcantes que trata das questões de taxonomia e 

sistemática de Leptodactylidae foi realizado por Lynch em 1971 que, com base em 

algumas sinapomorfias, propôs a criação de quatro subfamílias para agrupar os 

leptodactilídeos, correspondendo a Ceratophryinae, Hylodinae, Leptodactylinae e 

Telmatobiinae. Pouco tempo depois, Heyer (1975), ainda com base em caracteres 

morfológicos, acrescentou a subfamília Grispicinae. Em seguida, Frost (1985) 

revalidou a proposta de quatro subfamílias apresentada por Lynch (1971) e, em 

2004, o autor suprimiu a nomenclatura Hylodinae, redistribuindo suas espécies, e 
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incluiu Cycloramphinae e Eleutherodactylinae, portanto elevando para cinco o 

número de subfamílias, não considerando, porém, Grispicinae. 

Diversos outros trabalhos trataram da polifilia de Leptodactylidae (entre 

outros, FORD e CANATELLA, 1993; RUVINSKY e MAXON, 1996; HAAS, 2003; 

DARST e CANATELLA, 2004; NASCIMENTO et al., 2005; FAIVOVICH et al., 2005) 

com base em caracteres morfológicos e moleculares, porém, nenhuma proposta 

mais conclusiva sobre a taxonomia e sistemática da família foi apresentada. Na 

revisão de Faivovich et al. (2005), feita para a família Hylidae com base em dados 

de sequenciamento de DNA e algumas poucas informações citogenéticas, a 

subfamília Hemiphractinae foi retirada de Hylidae e alocada, sem maiores 

comentários, em Leptodactylidae.  

A classe Amphibia apresentava, de um modo geral, conflitos na taxonomia e 

sistemática, e isso motivou a realização de uma extensa revisão coordenada por 

Frost (FROST et al., 2006) que, principalmente com base em dados de 

sequenciamento de genes mitocondriais e nucleares, resultou em uma significativa 

mudança para os anfíbios. Dentre as famílias que mais passaram por alterações 

está Leptodactylidae, de modo que os gêneros das seis subfamílias até então 

sugeridas, isto é, Ceratophryinae, Cycloramphinae, Eleutherodactylinae, 

Hemiphractinae, Leptodactylinae e Telmatobiinae, foram em sua grande maioria 

realocados em novos táxons. Assim, apenas 11 dos 57 gêneros permaneceram 

dentro de Leptodactylidae, sendo eles Edalorhina, Engystomops, Eupemphix, 

Hydrolaetare, Leptodactylus (incluindo as espécies de Adenomera, Lithodytes e 

Vanzolinius), Physalaemus, Pleurodema, Pseudopaludicola, Paratelmatobius, 

Scythrophrys e Somuncuria. Os demais 43 gêneros foram distribuídos nas famílias 

Batrachophrynidae, Brachycephalidae, Cycloramphidae, Ceratophryidae e 

Thoropidae, bem como em Amphignathodontidae, Cryptobatrachydae e 

Hemiphractidae, essas três últimas criadas para acomodar as espécies de 

Hemiphractinae. A grande maioria das famílias mencionadas, com exceção de 

Brachycephalidae, constitui novos táxons que foram propostos por Frost et al. 

(2006). A análise dos dados moleculares resultou em três agrupamentos distintos 

entre os antigos leptodactilídeos, sendo dois separados pelas famílias 

Limnodynastidae e Myobatrachidae, e o terceiro pelas famílias Hylidae e 

Centrolenidae (Figura 1). 
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Mesmo após o exaustivo trabalho de Frost et al. (2006), em que foi analisado 

um grande número de representantes de toda a classe, questionamentos acerca de 

alguns grupos permaneceram e ainda permanecem até o presente. Tal fato, levou 

Grant et al. (2006) a realizar uma publicação com implicações taxonômicas no grupo 

de dendrobatídeos e seus relacionados. Nessa revisão, Leptodactylidae foi 

novamente analisada, tendo sido observado que a família ainda não era 

monofilética. Dessa forma, os autores apresentaram uma nova proposta para a 

sistemática e a taxonomia da família, reduzindo-a para apenas quatro gêneros, pois 

somente Leptodactylus, Hydrolaetare, Paratelmatobius e Scythrophrys 

permaneceram como Leptodactylidae. Os demais sete gêneros passaram a compor 

a nova família Leiuperidae. É interessante notar que as espécies analisadas foram 

agrupadas em dois clados intermediados por Ceratophryidae e Cycloramphidae, de 

modo que o primeiro agrupamento corresponde a Leptodactylidae e o segundo, a 

Leiuperidae (Figura 2). 

Com todas as modificações, Leptodactylidae deixou de ser considerada a 

mais diversificada entre os vertebrados, compreendendo atualmente apenas 97 

espécies, pois o então gênero Eleutherodactylus, o mais especioso entre os 

vertebrados, com mais de 800 espécies, deixou de pertencer à família. 

Primeiramente, esse gênero foi alocado por Frost et al. (2006) na família 

Brachycephalidae e, mais recentemente, de acordo com uma extensa revisão 

realizada por Hedges et al. (2008), os antigos Eleutherodactylus passaram a 

constituir, junto com outros gêneros, o grupo denominado Terrarana. Foi então 

confirmada a hipótese de polifilia de Eleutherodactylus e suas espécies reagrupadas 

em diversos gêneros de diferentes famílias, criados ou revalidados, sendo 

Ischnocnema em Brachycephalidae, Craugastor e Haddadus em Craugastoridae, 

Diasporus e Eleutherodactylus em Eleutherodactylidae, Hypodactylus, Lynchius e 

Pristimantis em Strabomantidae. 

Os atuais leptodactilídeos possuem uma ampla distribuição geográfica 

ocupando a região sul da América do Norte, toda a América do Sul e algumas ilhas 

situadas na região do Caribe (FROST, 2010). Em particular, são muito abundantes 

no Brasil, em especial na Mata Atlântica e Amazônia, de modo que mais de 70 

espécies possuem ocorrência em território brasileiro, sendo várias delas endêmicas 

(SBH, 2010). Esse número, no entanto, é certamente maior, pois existem muitas 

espécies ainda não descritas. Uma confirmação disso é a constante descrição de 
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novas espécies no decorrer dos últimos anos (GIARETTA e COSTA, 2007; 

BERNECK et al., 2008; CARAMASCHI et al., 2008; GARCIA et al., 2009).  

Além disso, há espécies fazendo parte dos chamados complexos de espécies, que 

necessitam de análises mais detalhadas. 
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                                                                        espécies                                 taxonomia antiga           taxonomia nova 

 

Figura 1- Parte modificada da árvore filogenética de maior parcimônia apresentada em Frost 

et al. (2006). Notar que Leptodactylidae foi subdividida em outras famílias, tendo sido separados três 

agrupamentos, dois deles intermediados por Limnodynastidae e Myobatrachidae, e o terceiro por 

Hylidae, não mostrada em detalhe nessa figura, e Centrolenidae 

 

Allophrynidae                              Centrolenidae: Allophryninae 
 
Centrolenidae                              Centrolenidae: Centroleninae 
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Figura 2. Parte da árvore filogenética de maior parcimônia apresentada em Grant et al. 

(2006). Notar que as espécies de Leptodactylidae (sensu FROST et al., 2006) foram agrupadas em 

dois clados distintos. O clado Leptodactyliae 1 corresponde aos atuais leptodactilídeos, o clado 

Leptodactylidae 2 corresponde a Leiuperidae, ambos intermediados por Ceratophryidae, Thoropidae 

e Cycloramphidae 
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Os estudos cromossômicos em Leptodactylidae e famílias relacionadas 

A citogenética de vertebrados tem passado por grandes avanços nos últimos 

anos, principalmente por causa da utilização cada vez mais frequente de técnicas 

mais resolutivas e diversificadas de diferenciação cromossômica e, como 

consequência, os estudos de cromossomos deixaram de ser baseados somente na 

observação de células coradas convencionalmente (SUMNER, 1990; VERMA e 

BABBU, 1995). Os primeiros estudos citogenéticos de anfíbios, inclusive no Brasil, 

apresentavam em sua maioria somente o número diploide da espécie, muitas vezes 

determinado pela análise de células meióticas (MORESCALCHI, 1973). Apesar das 

limitações técnicas, os trabalhos, como os realizados inicialmente por 

citogeneticistas brasileiros como Beçak e seus colaboradores (BEÇAK et al., 1966; 

BEÇAK, 1968; BEÇAK et al., 1967; BEÇAK e BEÇAK, 1974), identificaram casos 

importantes e inquestionáveis de variações numéricas e estruturais de autossomos, 

presença de supernumerários e cromossomos sexuais morfologicamente 

diferenciados, tanto pela análise de preparações mitóticas quanto meióticas. 

Sem dúvida, a coloração convencional fornece informações relevantes, 

porém, o advento das técnicas de Ag-RON e de bandamento C, possibilitou a 

identificação de sítios particulares dos cromossomos, correspondentes 

respectivamente, às regiões organizadoras de nucléolo (número e posição) e às 

regiões de heterocromatina (distribuição e quantidade). Variação tanto no número 

como na localização das Ag-RON têm sido observadas com frequência, podendo ser 

marcadores populacionais, ou mesmo interespecíficos, em vários grupos zoológicos, 

incluindo os anfíbios anuros (entre outros, LOURENÇO et al., 1998; SILVA et al., 

1999; SILVA et al., 2000a; Silva et al., 2000b; CAMPOS et al., 2008; CAMPOS et al., 

2009; presente trabalho). Com relação ao padrão de banda C, além de variações 

interpopulacionais quanto à distribuição e quantidade de heterocromatina (ANANIAS 

et al., 2007a; CAMPOS et al., 2008), pode-se comprovar a ocorrência de inversão 

pericêntrica, como mostrado em Leptodactylus latrans (na ocasião Leptodactylus 

ocellatus) por Silva et al. (2000a), em que o referido rearranjo foi corroborado pela 

posição da banda C. A técnica de banda C tem sido importante também na 

identificação de cromossomos sexuais que são homomórficos com coloração 

convencional, sendo distinguidos apenas pelo padrão de bandamento C (SCHMID et 

al., 2003; BARALE et al., 1990). 
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Nos últimos anos, o emprego mais rotineiro de coloração com fluorocromos 

base-específicos, de incorporação de 5-bromodeoxiuridina (BrdU) para identificação 

de bandas de replicação e de localização de regiões específicas pela técnica de 

hibridação in situ fluorescente (FISH), permitiram a identificação de marcadores 

citológicos mais elucidativos para o entendimento dos mecanismos de evolução 

cromossômica e das modificações ocorridas nos cariótipos. É importante ressaltar 

que tais abordagens têm, além disso, fornecido dados para se conhecer a 

organização e constituição molecular de regiões cromossômicas particulares e, em 

certa extensão, têm contribuído para a taxonomia e sistemática. De fato, pela 

comparação mais efetiva dos cariótipos, possibilitam o estabelecimento do grau de 

proximidade de espécies e às vezes a identificação de novas entidades específicas, 

seja nos casos de complexos de espécies ou de espécies crípticas. 

O uso de fluorocromos base-específicos tem sido importante, pois esses 

corantes mostram a natureza molecular de regiões repetitivas, inclusive daquelas 

que não são necessariamente marcadas pela banda C. Atualmente, são 

empregados diferentes tipos de fluorocromos sendo os mais comuns o DAPI (4’6-

diamidino-2-fenilindol) que é AT específico e CMA3 (cromomicina A3); 

adicionalmente, para melhorar a intensidade dos sinais ou promover o aparecimento 

de um outro padrão, pode-se realizar uma contra-coloração com corante não-

fluorescente, como distamicina A e actinomicina D, que são respectivamente, AT e 

GC-específicos (VERMA e BABU, 1995; SCHMID et al., 2002a). 

O BrdU pode ser utilizado in vivo ou in vitro, e sob diversos tipos de 

tratamento, como os contínuos ou descontínuos, usando diferentes tempos de 

duração. As diferenças dos padrões de marcação, por sua vez, são conseguidas por 

vários tipos de coloração (DUTRILLAUX e COUTURIER, 1981; MIURA, 1995). Com 

essa técnica, podem ser diferenciadas bandas eucromáticas dos tipos G ou R, assim 

como as regiões de heterocromatina que são de replicação tardia. O uso do BrdU é 

relevante por ser capaz de promover bandas transversais ao longo dos 

cromossomos, o que permite o correto emparelhamento dos homólogos, 

principalmente nos casos em que os cromossomos estão mais distendido (high 

resolution banding) e, além disso, possibilita detectar homeologias entre 

cromossomos de espécies diferentes (MIURA, 1995; KASAHARA et al., 2003; 

GRUBER et al., 2007). 
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Certamente, o desenvolvimento das técnicas de FISH constitui um dos 

maiores avanços dentro da citogenética, já que diversos tipos de sondas podem ser 

utilizadas, como a sonda de DNAr dos tipos 18S, 28S e 5S, DNA teloméricos e de 

regiões repetitivas em geral, principalmente as presentes nos cromossomos B e as 

ligadas na diferenciação de cromossomos sexuais. O advento dessa técnica 

forneceu uma ampla variedade de marcadores citológicos, culminando na aplicação 

de FISH com sondas obtidas a partir de fragmentos cromossômicos curtos, braços 

cromossômicos, ou até mesmo cromossomos inteiros, que podem ser obtidas pela 

metodologia de microdissecção, que consiste na raspagem de apenas um 

cromossomo ou parte dele, seguido de amplificação e marcação (WEIMER et al., 

1999). 

Uma técnica mais elaborada para obtenção de cromossomos inteiros 

destinados a experimentos de pintura cromossômica é a de citometria de fluxo, e as 

sondas obtidas permitem a realização de técnicas mais sofisticadas como o FISH-

multi-color (M-FISH), que consiste na hibridação de vários cromossomos 

simultaneamente. O uso do M-FISH possibilita a aplicação de FISH-cross-species, 

ou seja, que o genoma de uma espécie seja hibridado em preparações citológicas 

de outra. Diversos trabalhos, inclusive realizados por pesquisadores brasileiros, têm 

sido efetuados nos últimos anos, principalmente para a comparação entre diferentes 

espécies (PIECZARKA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005; VENTURA et al., 2009). 

O M-FISH, pode também ser utilizado para se entender o comportamento dos 

cromossomos durante a meiose, como nos casos de formação de cadeias de 

multivalentes em ornitorrinco (GRÜTZNER et al., 2004) e de trivalentes em 

morcegos com sistema múltiplo de cromossomos sexuais (NORONHA, 2006). Mais 

recentemente, tem-se observado com mais frequência a utilização de FISH em fibras 

de DNA (fiber-FISH), de modo que é possível verificar de maneira precisa a 

localização e organização das regiões repetitivas diretamente na fibra de DNA 

(VERMA e BABU, 1995; TOMITA et al., 2008). 

Técnicas mais resolutivas, como as de bandamentos e de FISH, além de 

fornecer dados adicionais sobre a estrutura dos cromossomos, auxiliam na 

compreensão dos mecanismos envolvidos nos rearranjos responsáveis pela 

diferenciação dos cariótipos. Com isso, comparações mais efetivas podem ser feitas 

e questões pendentes sobre sistemática de grupos zoológicos, incluindo os anfíbios 

anuros, podem, sem dúvida, serem elucidadas. 
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De acordo com extensos levantamentos de informações citogenéticas feitos a 

partir da década de 1990 (KING, 1990; KURAMOTO, 1990), pode-se dizer que um 

número relativamente pequeno de espécies de leptodactilídeos, cerca de 270 entre 

mais de 1100 (AMARO-GHILARDI, 2005), havia sido cariotipado antes das 

modificações taxonômicas preconizadas por Frost et al. (2006) e Grant et al. (2006). 

Após ambas as revisões somam-se pouco mais de 40 o número de Leptodactylidae 

cariotipados, sendo a grande maioria de espécies de Leptodactylus, com 36 

representantes (BARBIERI, 1950; SAEZ e BRUM, 1960; BIANCHI e MOLINA, 1967; 

BIANCHI et al., 1973; BOGART, 1967; 1973; 1974; BEÇAK, 1968; BEÇAK et al., 

1970; BRUM-ZORRILLA e SAEZ, 1968; LEÓN, 1970; MORESCALCHI, 1970; 

MORESCALCHI e GARGIULO, 1968; MORESCALCHI et al., 1968; DENARO, 1972; 

HEYER, 1972; HEYER e DIMENT, 1974; HEYER, 1978; BARRIO, 1973; SAVAGE e 

DE WEESE, 1979; BARALE et al., 1990; SILVA et al., 2000a, SILVA et al., 2000b; 

SILVA et al., 2004; SILVA et al., 2006; AMARO-GHILARDI et al., 2004; AMARO-

GHILARDI et al., 2006; CAMPOS et al., 2009; e presente trabalho). Outros dois 

gêneros da família, isto é, Paratelmatobius e Scythrophrys, possuem apenas quatro 

espécies cariotipadas dentro de cada gênero (LOURENÇO et al., 2000; LOURENÇO 

et al., 2003; LOURENÇO et al., 2007). É importante ressaltar que nenhuma das três 

espécies descritas de Hydrolaetare foi cariotipada até o momento. 

A grande maioria dos trabalhos com Leptodactylus, Paratelmatobius e 

Scythrophrys é de décadas passadas e baseada somente em cromossomos corados 

de modo convencional. Apenas publicações mais recentes apresentam informações 

obtidas com uso de coloração diferencial, de modo que dados sobre cromossomos 

de Leptodactylidae são ainda bastante escassos frente a grande diversidade e 

ampla distribuição do grupo em território brasileiro. 

Na atual família Leptodactylidae, pode-se observar uma predominância de 

cariótipos com 2n=22, porém, esse número está praticamente restrito às espécies de 

Leptodactylus, pois todos os exemplares de Paratelmatobius e Scythrophrys 

cariotipados até o presente possuem 2n=24. É importante ressaltar que os cariótipos 

com 2n=22 de Leptodactylus são altamente similares incluindo cromossomos do tipo 

metacêntrico e submetacêntrico, com algumas constituições variantes nas quais 

aparecem cromossomos telocêntricos. Dentro do gênero Leptodactylus, são 

encontradas também variações no número diploide, como é o caso de Leptodactylus 

silvanimbus (AMARO-GHILARDI et al., 2006) com 2n=24, e das espécies 
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Leptodactylus andreae e Leptodactylus hylaedactylus com 2n=26, Leptodactylus 

marmoratus com 2n=24 e Leptodactylus sp. (aff bokermanni) com 2n=23 (BOGART, 

1970; 1973; 1974; CAMPOS et al., 2009, presente trabalho), enfatizando que todas 

elas pertenciam ao antigo gênero Adenomera, e ainda Leptodactylus lineatus com 

2n=18 (BOGART, 1970) descrita anteriormente como Lithodytes lineatus. 

Mesmo considerando os dados cariotípicos das espécies que pertenciam à 

antiga família Leptodactylidae, o número diploide de 2n=22 é, em certa extensão, o 

mais encontrado, sendo que determinados grupos mostram adicionalmente uma 

grande conservação cariotípica, com pouca ou nenhuma variação também em 

relação à morfologia e tamanho dos cromossomos, sendo praticamente todos do 

tipo metacêntrico ou submetacêntrico. De fato, pode-se constatar uma alta 

similaridade entre cariótipos de Leptodactylus e de outros gêneros, como 

Physalaemus, Engystomops e Eupemphix, atualmente alocados na família 

Leiuperidae. Por outro lado, na família Leiuperidae há gêneros que mostram uma 

grande variabilidade no número diploide, como é o caso de Pseudopaludicola com 

2n= 16, 18, 20 e 22 (SAEZ e BRUM, 1960; BEÇAK, 1968; BRUM-ZORRILLA e 

SAEZ, 1968; BATISTIC et al., 1969). Outro exemplo é o gênero Eleutherodactylus, 

sensu Frost et al. (2006), que foi considerado um caso extremo de abundância de 

número de espécies e de variação cariotípica intragenérica, pois entre mais de 100 

espécies cariotipadas dentre as mais de 800 descritas, havia registros de números 

diploides de 2n=18, 20, 22, 24, 26, 30, 31, 32, 34 e 36 (revisão em CAMPOS e 

KASAHARA, 2006). As variações cariotípicas até então observadas, tanto no 

número como na morfologia dos cromossomos, têm sido explicadas por rearranjos 

diversos como inversões pericêntricas e fusão/fissão, embora nem sempre se tenha 

uma confirmação por técnicas usuais de bandamento. Tal fato vem reforçar a 

proposta de Hedges et al. (2008) de que Eleutherodactylus era completamente 

polifilético. 

Adicionalmente, há casos em que a variação do número de cromossomos é 

decorrente de poliploidia, que está presente em espécies como Ceratophrys aurita 

com 2n=8x=104 (BEÇAK et al., 1967), Ceratophrys ornata 2n=8x=104 (BOGART, 

1967; SCHMID et al., 1985), Ceratophrys joazeirensis com 2n=8x=104 (VIEIRA et 

al., 2006), Odontophrynus americanus com 2n=4x=44 (entre dezenas de outros, 

BEÇAK et al., 1966; SCHMID et al., 2003; SALAS, 2006; ROSSET et al., 2006), 

Pleurodema bibroni (Pleurodema darwinii) com 2n=4x=44 (BARRIO e RINALDI de 
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CHIERI, 1970) e Pleurodema kriegi com 2n=4x=44 (BARRIO e RINALDI de CHIERI, 

1970; BOGART e WASSERMAN, 1972). 

Diferença cariotípica decorrente de cromossomos B para os antigos 

Leptodactylidae foi descrita em Megaelosia massarti, atualmente alocada em 

Hylodidae (ROSA et al., 2003) e, mais recentemente, em Physalaemus olfersii 

(MILANI et al., 2010), alocada em Leiuperidae. Além disso, cromossomos sexuais 

citologicamente diferenciados em de sistema XX:XY foram demonstrados para 

Engystomops petersi (LOURENÇO et al., 1998; LOURENÇO et al., 1999; 

LOURENÇO et al., 2000) e para representantes do gênero Eleutherodactylus, sensu 

Frost et al. (2006), no qual foram identificados cromossomos do tipo XX:XY 

(SCHMID et al., 2003), ZZ:ZW (SCHMID et al. 2002b) e até mesmo sistemas 

múltiplos de determinação do sexo X1X1X2X2:X1X2Y (SCHMID et al., 1992). Outra 

espécie que apresenta cromossomos sexuais diferenciados do tipo ZZ:ZW é 

Procetophrys boiei (ANANIAS et al., 2007b), atualmente pertecente a família 

Cycloramphidae. 

É importante observar que dentre as diversas famílias que hoje passaram a 

alocar os antigos leptodactilídeos, algumas sequer tiveram representantes 

cariotipados; no caso de outras, apenas uma única espécie ou um só gênero foi 

analisado do ponto de vista citogenético. É, portanto, imprescindível que novos 

estudos cromossômicos, preferencialmente com bandamentos, sejam realizados nas 

espécies dos atuais Leptodactylidae e de famílias relacionadas, pois assim sendo, 

mais elementos elucidativos podem ser obtidos para a compreensão dos 

mecanismos de evolução que conduzem a diferenciação dos cariótipos. Sem dúvida, 

a citogenética pode ser uma importante ferramenta para auxiliar nas questões de 

taxonomia e sistemática que ainda existem nesses anuros. 
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Objetivos 

 

Os antigos leptodactilídeos eram numericamente os mais abundantes entre 

os anuros, especialmente no Brasil, sendo endêmicas muitas das espécies. Apesar 

da diversidade, poucos representantes foram estudados citogeneticamente, 

mostrando um cariótipo em geral conservado, pelo menos com coloração 

convencional. Nos últimos anos, ocorreram drásticas modificações na taxonomia e 

sistemática, algumas delas ainda não completamente esclarecidas, como resultado 

de revisões baseadas principalmente em sequenciamento de genes, com nenhuma 

contribuição de dados cromossômicos. Desenvolvemos, então, o presente trabalho 

de citogenética, no qual foram estudadas não só espécies dos atuais 

Leptodactylidae como também de famílias a ela relacionadas, com a finalidade de 

aumentar o conhecimento sobre seus cromossomos, principalmente com coloração 

diferencial e também avaliar em que medida a citogenética poderia contribuir para o 

esclarecimento de questões que os trabalhos de revisão de taxonomia e sistemática 

deixaram abertas. 

 

No presente trabalho, são apresentados: 

- os cariótipos de Adelophryne baturitensis, Brachycephalus ephippium, 

Cycloramphus boraceiensis, Cycloramphus brasiliensis, Cycloramphus ryakonastes, 

Flectonotus sp., Gastrotheca microdiscus, Vitreorana eurygnatha, Vitreorana 

uranoscopa, Ischnocnema guentheri, Ischnocnema manezinho, Ischnocnema parva, 

Leptodactylus furnarius, Leptodactylus fuscus, Leptodactylus latrans, Leptodactylus 

mystaceus, Leptodactylus podicipinus, Leptodactylus syphax, Odontophrynus 
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americanus, Physalaemus barrioi, Physalaemus cuvieri, Physalaemus moreirae, 

Thoropa miliaris e Zachaenus parvulus, analisados com coloração convencional, Ag-

RON e banda C, na maioria dos casos; 

- os cariótipos de Leptodactylus marmoratus, Leptodactylus hylaedactylus e 

Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) (Leptodactylidae) que, até a primeira revisão de 

2006, pertenciam ao gênero Adenomera, analisados com técnicas de coloração 

convencional, Ag-RON, banda C, fluorocromos base-específicos e FISH com sonda 

de DNAr; 

- o cariótipo inédito de Holoaden luederwaldti (Strabomantidae), com 

descrição de um caso de triploidia natural, analisado com coloração convencional, 

Ag-RON, banda C, fluorocromos base-específicos e FISH com sondas de DNAr e 

DNA telomérico. 
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Material 

 

Na presente tese, foram analisados exemplares pertencentes a 28 espécies, 

distribuídas em 13 gêneros e oito famílias (Tabela 1). Os animais amostrados foram 

por nós coletados em diferentes períodos da elaboração do trabalho (Licença IBAMA 

No. 14434-1 e 18681-1. Anexo) e por outros colaboradores. A identificação dos 

espécimes foi feita pelo Prof. Dr. Célio F. B. Haddad, do Departamento de Zoologia, 

Instituto de Biociências, UNESP, Rio Claro, SP. Após o sacrifício, os exemplares 

foram fixados em formol 10%, conservados em álcool 70% e depositados na 

Coleção de Anfíbios (CFBH) do Departamento de Zoologia desse Instituto, com os 

seus respectivos números de tombo. Em algumas espécies, devido ao pequeno 

tamanho dos exemplares, não foi possível a determinação do sexo. 

 

Tabela 1. Relação de exemplares analisados na presente Tese, indicando espécies, 

quantidade amostrada, sexo e número de tombo na Coleção de Anfíbios do Departamento de 

Zoologia 

Espécie Local de coleta 
Quantidade 

e Sexo 
Número CFBH 

Adelophryne baturitensis Viçosa do Ceará, CE 4? 25852, 54-55, 61 

São José do Barreiro, SP 5F, 1?  22562-67 Brachycephalus ephippium 

Ilha do Cardoso, SP 3? 22572-74 

Cycloramphus boraceiensis Parati, RJ 2M, 7J 22611-13 

22616-21 

Cycloramphus brasiliensis Guapimirim, RJ 1F, 2M 22601-03 

Cycloramphus ryakonastes Morretos, PR 2M, 1J 22568-70 

Flectonotus sp. Caraguatatuba, SP 1M A815 
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Gastrotheca microdiscus Pilar do Sul, SP 1M 11541 

Holoaden luederwaldti Campos do Jordão, SP 2F, 5M 19550-56 

Vitreorana eurygnatha Poços de Calda, MG 1M A934 

Vitreorana uranoscopa São José do Barreiro, SP 1M, 2J 22587-89 

Ischnocnema guentheri Parati, SP 1M 22614 

Ischnocnema manezinho Morretos, SP 1M 22571 

Ischnocnema parva Biritiba Mirim, SP 2J 24223-24 

Leptodactylus furnarius Itirapina, SP 1M, 1J 04537 

A621 

Leptodactylus fuscus Rio Claro, SP 1J 03997 

Amapá, AP 2F, 2M 17155-58 

Macapá, AP 5F, 3M, 1J 17146-54 

Leptodactylus hylaedactylus 

Porto Velho, RO 2F 17159-60 

Salesópolis, SP 1J 13650 

Santa Branca, SP 19F, 5M 11511-12 

11514-25 

11532-37 

São Luiz do Paraitinga, SP 1M, 1J A499, A370 

Ilha de Alcatrazes, SP 4F, 1M, 1J 17137-43 

Leptodactylus marmoratus 

Ubatuba, SP 1M 13651 

Camanducaia, MG 2M A677, A681 Leptodactylus latrans 

Ilha do Bananal, GO 1J 25872 

Leptodactylus mystaceus Macapá, SP 1F, 4M 25873-76, A793 

Leptodactylus podicpinus Porto Nacional, TO 4M 07049-52 

Leptodactylus syphax Alto Paraizo, GO 1M 25877 

Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) Santa Branca, SP 1M 11531 

Odontophrynus americanus Campos Novos, SC 5J 25867-71 

Physalaemus barrioi São José do Barreiro, SP 2M 22541-42 

Physalaemus cuvieri Biritiba Mirim, SP 1F, 2M 21017 

21020-21 

Physalaemus moreirae Biritiba Mirim, SP 1M, 1J 22419-20 

Thoropa miliaris Petrópolis, RJ 1M 10173 

Zachaenus parvulus Petrópolis 1M 10175 

F=fêmea  M=macho J=jovem  ?=sexo não identificado 
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Métodos e Técnicas 

 

Basicamente, as preparações citológicas para o estudo de cromossomos 

mitóticos e meióticos dos anuros foram obtidas seguindo-se Schmid (1978) e 

Baldissera Jr et al. (1993). Esses procedimentos, assim como as demais técnicas 

citogenéticas de coloração e de marcação cromossômica, constam da apostila de 

autoria de S. Kasahara (não publicada) adotada no Laboratório de Citogenética de 

Anuros do Departamento de Biologia do Instituto de Biociências, UNESP, Rio Claro, 

SP. Os procedimentos são descritos a seguir de maneira sumarizada. 

 

Obtenção das preparações citológicas a partir de epitélio intestinal, 

segundo Schmid (1978) 

O animal é tratado previamente com colchicina 1% na proporção 0,1mL/10g 

do animal, por um período de 4 horas. Decorrido esse tempo, o exemplar é 

anestesiado com lidocaína 5% em creme, o animal o intestino inteiro é retirado e 

aberto longitudinalmente, sendo então colocado em solução hipotônica de KCl 

0,075M e mantido por 45 minutos em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, 

dois procedimentos podem ser seguidos: (a) o intestino inteiro é colocado em uma 

placa de Petri com fixador Carnoy (3 partes de metanol para 1 parte de ácido 

acético) recém preparado e gelado, e raspado com a ajuda de uma espátula e a 

suspensão, centrifugada passando pelo menos por dois banhos de fixador antes da 

preparação das lâminas; (b) o intestino inteiro é armazenado em tubo criogênico 

contendo fixador e nesse caso, um pequeno pedaço do intestino é raspado em 

fixador fresco, no momento da preparação da lâmina. Eventualmente, também foram 
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retirados testículos e amostras de outros tecidos ou órgãos e preparados de acordo 

com a metodologia descrita a seguir.  

 

Obtenção das preparações citológicas a partir de baço, fígado, medula 

óssea e testículo, segundo Baldissera Jr et al. (1993) 

Preparações citológicas foram também obtidas de medula óssea, fígado e 

testiculos. Nesse caso, o exemplar é previamente tratado com fitohemaglutinina, na 

proporção aproximada de 0,1mL/10g de peso do animal, por cerca de 24 a 48 horas, 

e aproximadamente 12 horas antes do sacrifício, é injetada solução de colchicina 

0,01%, na mesma proporção da fitohemaglutinina. O animal é anestesiado com 

lidocaína 5%, dissecado, são retiradas as tíbias e os fêmures, sendo o canal ósseo 

lavado sucessivamente com KCl 0,075M para remover toda a medula, e biópsias de 

fígado e os testículos são dissociadas com injeções de solução hipotônica. As 

suspensões celulares são incubadas a 37ºC por 45 minutos e decorrido esse tempo, 

são feitos três pré-fixações por cinco minutos cada com cerca de seis gotas de 

fixador Carnoy. A suspensão é centrifugada por nove minutos a 1000 rpm, o 

sobrenadante descartado e são feitos dois novos banhos de fixador. As suspensões 

são mantidas em geladeira por cerca de 24 horas, e antes da confecção de lâminas, 

ou são transferidas para tubos criogênicos e armazenadas em freezer -20ºC por um 

período mais longo. 

 

Confecção das lâminas 

As lâminas são imersas em álcool absoluto comercial e secas com um pano 

macio. São, então, colocadas sobre um suporte em banho-maria a 60ºC, de modo 

que a água fique bem próxima da lâmina. Após alguns segundos uma ou duas gotas 

da suspensão desejada são pingadas e as lâminas rapidamente secas ao ar. Antes 

de aplicar as técnicas de coloração, as lâminas são envelhecidas por pelo menos 24 

horas, em temperatura ambiente, ou são armazenadas em freezer. 

 

Coloração convencional pelo Giemsa 

A lâmina é submetida a uma hidrólise em HCl 1N por cinco minutos a 60ºC, e 

após lavagem com água destilada, corada por sete minutos com solução de Giemsa 

em tampão de sódio e fosfato, pH 6,8 (1mL de solução comercial de corante em 
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30mL de tampão). Uma nova lavagem é feita e a lâmina é posta para secar a 

temperatura ambiente. 

 

Marcação das regiões organizadoras de nucléolo pelo nitrato de prata 

(Ag-RON), segundo Howell e Black (1980) 

A lamina é hidrolisada por três minutos em HCl 1N a 60ºC, e em seguida, 

lavada com água destilada e seca ao ar. Sobre a lâmina são então pingadas uma 

gota de solução coloidal reveladora (gelatina a 2% com ácido fórmico) e duas gotas 

de solução de nitrato de prata a 50%. A lâmina é coberta com lamínula e incubada 

em banho-maria a 60ºC por cerca de dois minutos em uma placa de Petri 

umedecida. Após lavagem com água destilada, é feita uma coloração rápida de 

cerca de 30 segundos com solução de Giemsa, a mesma utilizada para coloração 

convencional. Pode-se empregar a técnica de Ag-RON de maneira sequencial em 

lâminas previamente analisadas com colocaração convencional e nesse caso, o óleo 

de imersão é retirado com lavagens sucessivas em álcool absoluto, e após 

reidratação da lâmina por cerca de 10 minutos e submetida ao procedimento acima, 

diminuindo-se, porém, o tempo de hidrólise para apenas um minuto. 

 

Marcação de regiões heterocromáticas (banda C), segundo Sumner 

(1972) 

É feita uma hidrólise da lâmina por 45 minutos em HCl 0,2N em temperatura 

ambiente. Após lavagem em água destilada, é incubada por um tempo variável de 

20 a 40 segundos em solução de hidróxido de bário octahidratado a 5% a 

temperatura de 60ºC. A lâmina é passada rapidamente em HCl 1N a 60ºC, lavada e 

incubada por 45 minutos em 2xSSC, também a 60ºC. Em seguida, a lâmina é 

corada por 15 minutos com solução de Giemsa, a mesma usada para coloração 

convencional. 

 

Coloração por fluorocromos AT e GC-específicos com uso de 

Distamicina (A), segundo Schweizer (1980) 

São colocados sobre a lâmina 120µL de DA, que é coberta com lamínula e 

incubada no escuro por 15 minutos. Em seguida, a lamínula é retirada com jatos de 

água corrente durante um minuto, a lâmina é incubada em tampão McIlvaine por 

cinco minutos, sobre ela, sem secá-la, são colocados 120µL de Cromomicina A3 
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(CMA3) e coberta com lamínula, e incubada por 60 minutos no escuro. A lamínula é 

retirada com jatos de água corrente e a lâmina novamente incubada em tampão 

McIlvaine por cinco minutos. Decorrido esse tempo, é imersa em solução de 

Distamicina A (DA), preparada com 100µL de solução estoque (0,2µg/mL) e 50mL 

de tampão McIlvaine, por 15 minutos. A lâmina é, então, lavada com jatos de água 

corrente por um minuto e incubadas em tampão McIlvaine por cinco minutos. Em 

seguida, a lâmina é cuidadosamente seca com papel absorvente e montada com 

lamínula, usando 50µL de sacarose 50% ou glicerol. A lâmina é guardada no escuro 

por um tempo variável de um a três meses antes da observação ao microscópio de 

luz ultra-violeta e com emprego de filtros adequados para cada fluorocromo. 

 

Coloração por fluorocromos AT e GC-específicos sem uso de 

contracorante, segundo Christian et al. (1998) 

A lâmina é incubada em solução de formamida a 70% diluída em 2xSSC, 

aquecida a 70°C, por cerca de 2 minutos. São dados dois banhos em 2xSSC à 

temperatura ambiente por 2 minutos cada e, em seguida, a lâmina é passada em 

série alcoólica gelada (70%, 90% e 100%), por 2 minutos cada. Depois de bem 

seca, são colocados sobre ela 80µL de CMA3 (20µg/mL em Cl2Mg a 32mM). O 

material é coberto com lamínula e deve permanecer em câmara escura na geladeira 

por cerca de 30 minutos. Em seguida, a lâmina é passada por três banhos de 1x 

PBS à temperatura ambiente por 2 minutos cada e, sem que secá-las 

completamente, montar a lamínula com 50µL de DAPI + antifading (80µL de DAPI a 

2µL/mL dissolvido em 1mL de antifading). Aguardar no mínimo 10 minutos, retirar o 

excesso de líquido com papel filtro e observar em microscópio de fluorescência com 

os filtros adequados. 

 

Hibridação in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNAr 

Preparação da sonda HM123 de Meunier-Rotival et al. (1979) 

A sonda HM123 de Xenopus laevis foi marcada por nicktranslation utilizando 

o kit BioNickTM Labelling System da Invitrogen, seguindo as instruções do fabricante. 

Em tubo criogênico, no gelo, são colocados 5µL de dNTPmix 10x, 10µL de 

sonda (100ng/mL), 5µL de mix de enzima 10x, e 25µL de água ultra-pura. A solução 

é centrifugada a 15000rpm por 5 segundos e incubada a 16ºC por 40 minutos. 

Decorrido o tempo de incubação, são colocados 5µL de stop-buffer, 5µL de acetato 
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de sódio 3M e 100µL de etanol absoluto gelado. O tubo com a solução é 

armazenado em freezer -20ºC por 3 horas, e depois centrifugado a 15000rpm por 15 

minutos. O sobrenadante é descartado e adicionado 50µL de etanol 70% gelado, 

seguido de centrifugação a 15000rpm por 5 minutos. O sobrenadante é novamente 

descartado e, após secar completamente a sonda, são acrescentados 20µL de água 

ultra-pura 

 

Hibridação in situ fluorescente (FISH), segundo Viegas-Péquignot (1992) 

Sobre a lâmina é colocado 150µL de RNase (100µg/mL) e depois de coberta 

com lamínula, é incubada a 37oC por 1h. Decorrido esse tempos são dados três 

banhos de 3 minutos cada em solução de 2xSSC. A lâmina é, então, desidratada em 

série alcoólica a 50%, 75% e a 100%, por 3 minutos cada, e seca em temperatura 

ambiente. Desnaturar a lâmina em solução de formamida 70% a 70oC por 2 minutos, 

e lavar em 2xSSC gelado por 2 minutos, seguida de desidratação em serie alcoólica 

por 2 minutos cada. Sem secar completamente a lâmina, é colocado 10µl de sonda 

por área de hibridação, que deve ser coberta com lamínula. A lâmina é incubada 

overnight a 37oC, em um recipiente forrado com papel toalha umedecido com 

solução de formamida utilizada para desnaturação. Em seguida, são dados dois 

banhos em formamida 50% a 37ºC por dois minutos cada, e após, dois banhos em 

2xSSC a 37ºC por 2 minutos cada. São dados dois banhos em PBT por 5 minutos 

cada, e em seguida, é acrescentado na lâmina 100µL de anti-biotina e coberta com 

lamínula. A lâmina é incubada em placa umedecida com PBS ou PBT a 37ºC por 45 

minutos. Decorrido esse tempo, a lâmina é lavada em dois banhos de PBT por 5 

minutos cada. É então colocado sobre a lâmina 100µL de anti-goat IgG-FITC, 

coberta com lamínula e incubada em placa umedecida com PBS ou PBT a 37ºC por 

45 minutos no escuro. Após a incubação, as lamínulas são coradas por 10 minutos 

em solução preparada com 100µL de DAPI (0,2mg/mL) em 80mL de água destilada, 

e em seguida montadas com 30µL de antifading. 

 

Hibridação in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNA telomérico 

Preparação da sonda telomérica (TTAGGG)n 

Os procedimento de obtenção e marcação da sonda telomérica foram 

baseados em uma reação de PCR de marcação utilizando 2,5µL de tampão da 

polimerase, 0,7µL de MgCl 2M, 2µL de dATP, 2µL de dCTP, 2µL de dGTP, 1µL de 



Métodos e Técnicas 

 26 

dTTP, 1µL de 16-dUTP-biotina ou 11-dUTP-digoxigenina, 2µL de primer TLF 

(TTAGGG)5, 2µL de primer TLR (CCCTAA)5 e 8,5µL de água ultra pura. A PCR de 

marcação ocorreu com o seguinte ciclo:  

 

Temperatura Tempo Repetições 

95ºC 5 min 1 

95ºC 40 seg 29 

50ºC 40 seg 29 

68ºC 2 min 29 

68ºC 5 min 1 

12ºC forever  

 

 

Hibridação in situ fluorescente (FISH), segundo Pinkel (1986) 

A lâmina é incubada em solução de formamida a 70% em 2xSSC pH7, a 70ºC 

por um tempo variável entre 2 e 5 minutos, dependendo do tempo de 

envelhecimentoe, em seguida, é desidratada em série alcoólica gelada 70%, 90% e 

100% por 2 minutos cada, e seca ao ar. Em um tubo criogênico são misturados 6µL 

da sonda com 24µL do mix de hibridação, preparado com 10,5µL de formamida, 6µL 

de sulfato dextrano a 50%, 3µL de 20xSSC e 4,5µL de água. A solução assim obtida 

é aquecida a 90ºC por 10 minutos e transferida imediatamente para um recipiente 

com gelo. Sobre a lâmina, são colocados 30µL da e depois de coberta com lamínula, 

é incubada a 37ºC por 18 horas. Após esse tempo, a lamínula é retirada e são dados 

dois banhos com formamida a 15% em 0,75xSSC a 43ºC por 2 minutos cada, 

seguido de dois banhos com 2xSSC, também a 43ºC, por 2 minutos cada, e, 

finalmente, mais três banhos com 2xSSC misturado com 0,1% de triton a 43ºC por 2 

minutos cada. É acrescentado 50µL de tampão de bloqueio (leite em pó desnatado a 

5% em 2xSSC e 1% de triton) na lâmina e essa é incubada por 5 minutos em 

temperatura ambiente. Após a lavagem com 2xSSC, 6µL do anticorpo FITC diluído 

em 24µL do tampão de bloqueio são colocados na lâmina por 30 minutos a 37ºC. 

Depois de lavagem em 2xSSC a 43ºC por 2 minutos, são feitos dois banhos em 

2xSSC com 0,1% triton a 43ºC por 2 minutos cada. Em seguida, 6µL do anticorpo 

Anti-Avidina FITC na diluição 1:100 da solução comercial são colocados sobre a 
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lâmina, a qual é incubada por 30 minutos a 37ºC. Finalmente, é feita uma lavagem 

em 2xSSC a 43ºC por 2 minutos e duas em 2xSSC com 0,1% de triton a 43ºC por 

dois minutos cada. 

Quando a sonda é marcada com Digoxigenina, apenas um anticorpo é 

utilizado. Nesse caso, 30µL de anti-digoxigenina são colocados sobre o material e a 

lâmina é incubada a 37ºC por 30 minutos. 

Para a visualização no microscópio, a lâmina é corada com DAPI (100µL de 

DAPI na concentração de 2mg/mL em 80mL de água destilada) por 10 minutos e 

montada com lamínula usando 25µL de antifading. 
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Análise cromossômica 

 

As preparações cromossômicas submetidas aos diferentes procedimentos de 

coloração e de marcação cromossômica foram analisadas ao microscópio de luz e 

as melhores metáfases ou fases meióticas posteriormente fotografadas ao 

fotomicroscópio Zeiss, sob um aumento de 1000x, utilizando-se filme preto e branco 

Copex HDP 13, da Agfa, o qual é revelado com Dektol diluído 1:4 a 25°C por 6 

minutos. O processo de interrupção foi feito com ácido acético 28%, diluído na 

proporção de 1:19 em água destilada, e a fixação, com fixador endurecedor 1:1 por 

cerca de 15 minutos. Quando coradas com fluorocromos, as metáfases foram 

observadas e fotografadas sob luz ultravioleta em microscópio de fluorescência 

Leica DMLB com filtros adequados, sob um aumento de 1000x, utilizando-se filme 

preto e branco T-Max da Kodak. Para a revelação desse, é utilizado D76 ou Microdol 

puro, a 20°C, durante 9 minutos sob agitação, a interrupção feita com ácido acético 

28%, diluído na proporção de 1:19 em água destilada, e a fixação, com fixador 

endurecedor a 20°C por 15 minutos. As cópias do material fotografado foram obtidas 

no ampliador fotográfico e feitas em papel Kodabrome II, RC, F-3, da Kodak ou em 

papel Ilford Multigrade IV-RC de Luxe. 

Para a documentação fotográfica do material citológico foi utilizada também a 

captura digital de imagens, com luz comum ou de fluorescência, no fotomicroscópio 

Olympus BX51 acoplado a uma câmera digital Olympus modelo D71. As imagens 

foram capturadas e processadas no programa DPControler. 

As montagens dos cariogramas foram feitas a partir de impressão das fotos 

obtidas de negativos, copiadas em papel ou digitalizados, bem como por meio de 
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programas de edição de imagens quando obtidas por captura. O emparelhamento 

dos pares foi feito por inspeção visual e em ordem decrescente de tamanho, 

adotando-se a nomenclatura proposta por Green and Sessions (1991, 2007) de 

cromossomos metacêntrico, submetacêntrico ou subtelocêntrico para os elementos 

de dois braços, e de telocêntrico, os que apresentavam somente um braço. 
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Constituição cariotípica em seis espécies de Leptodactylus (Leptodactylidae) e 

em 18 representantes das famílias Brachycephalidae, Centrolenidae, 

Cycloramphidae, Eleutherodactylidae, Hemiphractidae e Leiuperidae 

(Amphibia, Anura) 
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Resumo 

 

Considerando as grandes mudanças ocorridas em Leptodactylidae após as 

revisões de filogenia, realizadas principalmente com base em sequenciamento 

gênico, apresentamos os dados citogenéticos de seis espécies de Leptodactylus e 

18 representantes de famílias relacionadas à Leptodactylidae, totalizando 12 

cariótipos inéditos. Foram encontrados três números diploides distintos, sendo 

2n=20 nos exemplares de Vitreorana eurygnatha e V. uranoscopa (Centrolenidae); 

2n=22 em Adelophryne baturitensis (Eleutherodactylidae), Brachycephalus 

ephippium, Ischnocnema guentheri, I. manezinho e I. parva (Brachycephalidae), 

Leptodactylus furnarius, L. fuscus, L. latrans, L. mystaceus, L. podicipinus e L. 

syphax (Leptodactylidae), Odontophrynus americanus (Cycloramphidae), 

Physalaemus barrioi, P. cuvieri e P. moreirae (Leiuperidae); e 2n=26 para 

Cycloramphus boraceiensis, C. brasiliensis, C. ryakonastes, Thoropa miliaris e 

Zachaenus parvulus (Cycloramphidae), Flectonotus sp. e Gastrotheca microdiscus 

(Hemiphractidae). O padrão de Ag-RON e de distribuição da banda C foi 

determinado para a grande maioria dos representantes, sendo espécie-específico 

em vários casos. Os cariótipos das espécies aqui amostradas, juntamente com os 

disponíveis na literatura, indicam a formação de agrupamentos com constituições 

cariotípicas semelhantes, os quais coincidem com os clados das árvores 

filogenéticas aceitas atualmente. Portanto, os dados cromossômicos obtidos no 

presente trabalho dão suporte às reestruturações propostas para a taxonomia e 

sistemática da antiga família Leptodactylidae. 
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Introdução 

 

As grandes revisões de taxonomia e sistemática realizadas nos últimos cinco 

anos promoveram substanciais mudanças em quase toda a classe Amphibia 

(FAIVOVICH et al., 2005; FROST et al., 2006; GRANT et al., 2006; HEDGES et al., 

2008), tendo sido muitas espécies realocadas em outras famílias que foram criadas 

ou revalidadas. Uma família que passou por uma grande reestruturação foi 

Leptodactylidae que, até o ano de 2006, compreendia 57 gêneros e, após a revisão 

de Frost et al. (2006), foi reduzida para 11, passando, logo em seguida, com Grant et 

al. (2006), para apenas quatro, isto é, Leptodactylus, Hydrolaetare, Paratelmatobius 

e Scythrophrys. A grande maioria das revisões foi baseada principalmente em dados 

de sequenciamento de genes mitocondriais e nucleares, sem levar em conta 

nenhuma informação citogenética. Apenas no trabalho de Faivovich et al. (2005) 

foram considerados alguns poucos dados citogenéticos. 

A antiga família Leptodactylidae foi considerada não-monofilética sob o ponto 

de vista da morfologia, osteologia, miologia e, mesmo com os dados recentes de 

sequenciamento de DNA, permaneceram ainda alguns questionamentos. A parafilia 

já havia sido constatada por Lynch (1971), com base em caracteres morfológicos e, 

mais tarde, por outros autores que alegaram não existirem sinapomorfias evidentes 

para o grupo (FORD e CANATELLA, 1993; RUVINSKY e MAXON, 1996; HAAS, 

2003; DARST e CANATELLA, 2004; FAIVOVICH et al., 2005), porém, nenhum novo 

arranjo taxonômico foi proposto, a não ser algumas modificações na divisão das 

subfamílias. 
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Segundo levantamentos realizados por King (1990), Kuramoto, (1990), 

Amaro-Ghilardi (2005) e Campos e Kasahara (2006), o número de espécies de 

Leptodactylidae cariotipadas correspondia a mais de 270 entre as cerca de 1100 

espécies conhecidas. Na presente data, após as revisões de 2006, totalizam 

aproximadamente 40, distribuídas em quase todos os gêneros, com exceção de 

Hydrolaetare, ainda sem nenhuma espécie cariotipada. Os atuais leptodactilídeos 

possuem uma ampla distribuição geográfica e, em particular, com abundância no 

Brasil, incluindo muitos casos de endemismo (FROST, 2010). Mesmo com 

ocorrência em quase todo o território brasileiro, são relativamente escassos os 

estudos citogenéticos realizados em representantes da nossa fauna, sendo a 

maioria dos trabalhos da década de 1970 e baseados apenas em coloração 

convencional (BEÇAK, 1968; BEÇAK et al., 1970; BOGART, 1970; DENARO, 1972, 

entre outros). Mais recentemente foram realizados trabalhos com várias técnicas de 

coloração diferencial (KASAHARA et al., 1998; SILVA et al., 2000a; SILVA et al., 

2004; LOURENÇO et al., 2000; LOURENÇO et al., 2003; LOURENÇO et al., 2007; 

AMARO-GHILARDI, 2005; AMARO-GHILARDI et al., 2006; CAMPOS et al., 2009). 

No presente trabalho, foram analisadas espécies de Leptodactylus 

(Leptodactylidae) e de representantes de Brachycephalidae, Centrolenidae, 

Cycloramphidae, Eleutherodactylidae, Hemiphractidae e Leiuperidae, sendo que a 

maior parte deles, com exceção de B. ephippium, V. eurygnatha e V. uranoscopa, 

estava incluída na família Leptodactylidae. A espécie B. ephippium, foi amostrada 

por ter relação com alguns representantes que pertenciam a Leptodactylidae, 

enquanto V. eurygnatha e V. uranoscopa pertencem a família Centrolenidae, que foi 

considerada por diversos autores como próxima dos leptodactilídeos. Tais análises 

foram baseadas em coloração convencional, marcação de Ag-RON e bandamento 

C, com a finalidade de aumentar o conhecimento sobre as constituições cariotípicas 

e os possíveis mecanismos envolvidos na sua diferenciação, bem como para avaliar 

em que medida os dados citogenéticos dão suporte às alterações propostas pelas 

revisões de taxonomia e sistemática. 
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Material e Métodos 

 

Análises citogenéticas foram feitas em 24 espécies de 12 gêneros de sete 

famílias (Tabela 1), totalizando 86 exemplares provenientes de diversas localidades 

do Brasil (Tabela 1 do item Material). Todos os exemplares amostrados estão 

depositados na Coleção de Anfíbios CFBH do Departamento de Zoologia do Instituto 

de Biociências, UNESP, Rio Claro, SP. 

As preparações cromossômicas foram obtidas a partir de medula óssea, 

fígado, baço e testículos, de acordo com Baldissera Jr et al. (1993), ou de epitélio 

intestinal, segundo Schmid (1978), com pequenas adaptações em ambos os casos. 

A coloração convencional foi realizada com Giemsa diluído em tampão de sódio-

fosfato pH 6,8. Ag-RON e bandamento C foram obtidos pelas técnicas de Howell e 

Black (1980) e Sumner (1972), respectivamente. Os cromossomos com dois braços 

foram classificados por inspeção visual como metacêntrico, submetacêntrico ou 

subtelocêntrico, e os de um só braço, como telocêntrico, seguindo a nomenclatura 

de Green e Sessions (1991, 2007). 
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Resultados 

 

Os resultados obtidos são apresentados de forma sumarizada na Tabela 1 e 

descritos a seguir. 

 

Família Leptodactylidae 

As espécies L. furnarius, L. fuscus, L. latrans, L. mystaceus e L. syphax 

apresentam 2n=22 e NF=44 (Figuras 1, 2a, 2c). O par 1 é um metacêntrico grande; 

os pares 2 a 7 são grandes e médios, apresentando uma diminuição gradativa de 

tamanho, com os pares 2, 3 e 7 submetacêntricos, o par 4 subtelocêntrico e os pares 

5 e 6 metacêntricos; os demais pares são pequenos e têm morfologia de difícil 

definição, sendo do tipo metacêntrico ou submetacêntrico. Leptodactylus podicipinus 

apresenta também 2n=22, mas NF=36 (Figura 2b), devido à morfologia telocêntrica 

dos pares 7, 9, 10 e 11, sendo os demais equivalentes em tamanho e morfologia aos 

cromossomos das outras espécies. A Ag-RON está localizada nos braços curtos dos 

cromossomos 8, na região terminal em L. fuscus e L. latrans (Figura 1c) e intersticial 

em L. furnarius e L. podicipinus (Figuras 1a, 2b), enquanto em L. mystaceus está na 

região intersticial dos braços curtos do mesmo par (Figura 2a); em L. syphax a 

marcação está inequivocamente na região intersticial dos braços curtos dos 

cromossomos 3 (Figura 2a). Constrição secundária evidente foi observada no 

mesmo sítio da Ag-RON em metáfases de L. mystaceus, L. podicipinus e L. syphax, 

não tendo sido visualizada em nenhum cromossomo das demais espécies. A banda 

C marca predominantemente na região centromérica (Figuras 11, 12), no entanto, as 

regiões terminais de alguns cromossomos aparecem mais coradas, como em L. 
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syphax. Bandas intersticiais são visualizadas em sítios coincidentes com a Ag-RON 

em todas as espécies e nos braços curtos dos cromossomos 3 e 6 de L. latrans, nos 

braços longos dos cromossomos 3 e 4 e braços curtos dos cromossomos 8 e 9 de L. 

syphax que parece também mostrar bandas pericentroméricas, principalmente nos 

pares 1, 4 e 7. 

 

Família Brachycephalidae 

As espécies B. ephippium, I. guentheri, I. manezinho e I. parva apresentam 

2n=22 e NF= 44 (Figuras 3, 4). O par 1 é um metacêntrico grande; os pares 2 a 6 

grandes e médios, com diminuição gradativa de tamanho; os demais pares, de 7 a 

11 são pequenos. As três espécies de Ischnocnema apresentam pares 1 e 6 

metacêntricos; pares 2, 3, 4, 5 e 7 submetacêntricos; e pares 8, 9, 10 e 11 de difícil 

definição morfológica, sendo metacêntricos ou submetacêntricos. Brachycephalus 

ephippium mostra um cariótipo equivalente ao das espécies de Ischnocnema, exceto 

o par 7 que é, indubitavelmente, subtelocêntrico e do par 5 que é metacêntrico. Em I. 

guentheri e I. manezinho, a Ag-RON está localizada intersticialmente nos braços 

longos dos cromossomos 6 (Figuras 4a, 4b), em I. parva a marcação está na região 

terminal dos braços curtos dos cromossomos 6 (Figura 4c), enquanto que em B. 

ephippium é visualizada na região proximal dos braços longos dos cromossomos 8 

(Figura 3). Nos cariótipos de I. guentheri e I. manezinho, há uma evidente constrição 

secundária, em sítio coincidente com a Ag-RON; em I. parva, a constrição 

secundária foi observada nos braços curtos dos cromossomos 3 em sítio que não foi 

impregnado pela prata. O padrão de bandamento C foi determinado em quase todas 

as espécies, com exceção de I. manezinho, e se caracteriza por fortes e grandes 

blocos na região centromérica-pericentromérica dos cromossomos (Figura 13). 

Adicionalmente, em B. ephippium são visualizadas marcações bem sutis nos braços 

longos dos cromossomos 7 e 9. 

 

Família Centrolenidae 

As espécies V. eurygnatha e V. uranoscopa apresentam 2n=20 e NF=40 

(Figura 5), sendo observada uma diminuição gradativa de tamanho dos pares 

grandes e médios 1 ao 8; os pares 9 e 10 são nitidamente pequenos. Os pares 1, 5, 

6 e 9 são do tipo metacêntrico, enquanto os pares 2, 3, 4, 7, 8 e 10, 

submetacêntricos. A Ag-RON de V. eurygnatha está na região intersticial dos braços 
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curtos dos cromossomos 6 (Figura 5a) e, em V. uranoscopa, na região proximal dos 

braços curtos dos cromossomos 2 (Figura 5b). Uma evidente constrição secundária 

coincidente com o sítio da Ag-RON pode ser visualizada em V. eurygnatha. A 

heterocromatina C-positiva nas duas espécies é observada na região centromérica 

de todos os cromossomos e nos sítios coincidentes com a Ag-RON (Figura 14). 

Adicionalmente, em V. uranoscopa é visualizada uma banda C intersticial nos braços 

longos dos cromossomos 7. 

 

Família Cycloramphidae 

A espécie O. americanus apresenta 2n=22 e NF=44, enquanto C. 

boraceiensis, C. brasiliensis, C. ryakonastes, T. miliaris e Z. parvulus possuem 

2n=26 e NF=52, exceto C. boraceiensis que mostra NF=50 (Figuras 6, 7). Em todas 

as espécies o par 1 é um metacêntrico grande; são grandes e médios, com 

diminuição gradativa de tamanho, os pares 2 a 7 em O. americanus, enquanto em C. 

boraceiensis, C. brasiliensis, C. ryakonastes, T. miliaris e Z. parvulus, correspondem 

aos pares 2 a 5; os demais pares, 8 a 11 na primeira espécie e 6 a 13 nas demais, 

são pequenos e com morfologia de difícil classificação. Em O. americanus os 

cromossomos 1, 5, 6 e 7 são metacêntricos e os pares 2, 3 e 4, submetacêntricos, 

enquanto os demais pares são do tipo metacêntrico ou submetacêntrico. Nas outras 

cinco espécies os cromossomos 1 e 5 são metacêntricos, 2, 3 e 4, submetacêntricos 

e os pares de 6 a 13 são do tipo metacêntrico ou submetacêntrico, exceto em C. 

boraceiensis no qual o par 6 é, sem dúvida, telocêntrico. A Ag-RON está na região 

intersticial dos braços curtos do par 3 em O. americanus (Figura 6a), e no par 6 das 

outras espécies, exceto C. ryakonastes na qual o padrão não foi obtido, sendo na 

região proximal dos braços longos em C. boraceiensis e T. miliaris (Figura 6b, 7b), 

na região intersticial dos braços longos em C. brasiliensis (Figura 6c) e na região 

terminal dos braços longos em Z. parvulus (Figura 7c). Constrição secundária 

evidente é visualizada na mesma posição da Ag-RON em O. americanus, C. 

boraceiensis e C. brasiliensis. A marcação da banda C em O. americanus é bem 

sutil (Figura 15a), sendo localizada na região centromérica de alguns cromossomos, 

intersticialmente nos cromossomos 3, no mesmo sítio da Ag-RON, e nos braços 

longos dos cromossomos 9. Cycloramphus boraceiensis e C. brasiliensis mostram 

padrão centromérico de banda C (Figuras 15b, 16a), sendo as marcações mais 

evidentes na segunda espécie a qual, além disso, tem banda C na. Banda C 
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coincidente com o sítio da Ag-RON não foi visualizada somente em C. brasiliensis. 

Em T. miliaris as bandas C são também centroméricas (Figura 16b), e as regiões 

terminais da maioria dos pares cromossômicos aparecem marcadas por essa 

técnica. Além disso, bandas intersticiais são visualizadas nos braços curtos e longos 

dos pares 1, 3 e 5, nos braços curtos do par 2 e nos braços longos dos pares 4 e 6, 

sendo esse último o portador da Ag-RON. 

 

Família Eleutherodactylidae 

A espécie A. baturitensis tem 2n=22 e NF= 44 (Figura 8). O par 1 é um 

metacêntrico grande; os pares 2 a 8 são grandes e médios com variação gradativa 

de tamanho, e os demais, pequenos. Os pares 1 e 6 são metacêntricos, o 2, 3, 8 e 

11, submetacêntricos, enquanto os pares 4, 5, 7, 9 e 10 são subtelocêntricos. A Ag-

RON está na região intersticial dos braços longos do par 4 (Figura 8). Apesar de as 

metáfases disponíveis pelo bandamento C estarem incompletas, pôde-se notar que 

na espécie ocorre pouca heterocromatina centromérica e que o sitio da Ag-RON 

mostra-se C-positivo. 

 

Família Hemiphractidae 

As espécies Flectonotus sp. e G. microdiscus apresentam 2n=26, 

cromossomos, porém com NF=42 e NF=50, respectivamente (Figura 9). Em ambas, 

o par 1 é um metacêntrico grande; os pares 2 a 5 são grandes e médios, com 

variação gradativa de tamanho, e os demais pares 6 a 13, pequenos. No cariótipo de 

Fectonotus sp., os pares 2, 3, 4 são submetacêntricos e os pares 5, 8, 11, 12 e 13, 

telocêntricos, os pares 6, 7, 9 e 10 são do tipo metacêntrico ou submetacêntrico. Em 

G. microdiscus os pares 2 a 5 são submetacêntricos, os pares 6 a 12 são 

metacêntricos ou submetacêntricos, enquanto o par 13 é, inequivocamente, 

telocêntrico. A Ag-RON em G. microdiscus está na região terminal dos telocêntricos 

13 (Figura 9b), não tendo sido localizada em Fectonotus sp. O padrão de banda C 

foi obtido apenas para G. microdiscus e se caracteriza por marcações centroméricas 

em todos os cromossomos e pericentromérica nos pares 3, 4, 10 e 11; os 

cromossomos 2 e 3 têm marcações na região terminal dos braços longos e apenas o 

par 5 possui marcação intersticial, também nos braços longos (Figura 17). 
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Família Leiuperidae 

As espécies P. barrioi e P. cuvieri mostram 2n=22 e NF=44, enquanto P. 

moreirae também com 2n=22 tem NF=42 (Figura 10). Nas três espécies o 

cromossomo 1 é um metacêntrico grande, os pares 2 a 7 são grandes e médios com 

variação gradativa de tamanho, e os pares 8 a 11, pequenos. Em P. barrioi e P. 

cuvieri os pares 5 e 6 são metacêntricos e 2, 3, 4, e 7, submetacêntricos; enquanto 

em P. moreirae os pares 2 a 7 são submetacêntricos. Os demais pares 8 a 11 são 

metacêntricos ou submetacêntricos em todas as três espécies, com exceção do par 

11 de P. moreirae que é telocêntrico. A Ag-RON está na região terminal dos braços 

longos do par 11 em P. barrioi (Figura 10a), na região intersticial dos braços longos 

do par 8 em P. cuvieri (Figura 10b) e na região intersticial dos braços curtos do par 6 

em P. moreirae (Figura 10c). Em todas as espécies foram observadas uma evidente 

constrição secundária no mesmo sítio da Ag-RON. A heterocromatina C-positiva 

está na região centromérica de todos os cromossomos das três espécies (Figura 

18). Em P. barrioi são observadas bandas pericentroméricas nos braços curtos dos 

cromossomos 3 e braços longos dos cromossomos 7, além de banda C na região 

coincidente com a Ag-RON. Em P. cuvieri, bandas intersticiais são visualizadas nos 

braços curtos dos cromossomos 2 e 8, sendo nesse último coincidente com o sítio 

da Ag-RON. Em P. moreirae, bandas intersticiais são observadas apenas nos braços 

longos dos cromossomos 5 e, muito sutilmente, portanto nem sempre visível, na 

região da Ag-RON, ou seja, nos braços curtos do par 6. 
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Tabela 1. Morfologia dos cromossomos, número diploide/número fundamental de braços e 

posição da Ag-RON nas espécies analisadas 

Família                                                        
Gênero    
Espécie 

par 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 2n/NF Ag-
RON 

Leptodactylidae                

Leptodactylus                

   furnarius M SM SM ST M M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 8qi 

   fuscus M SM SM ST M M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 8pt 

   latrans  M SM SM ST M M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 8pt 

   mystaceus M SM SM ST M M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 8pi 

   podicpinus M SM SM ST M M T M/SM T T T   22/36 8qi 

   syphax M SM SM ST M M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 3pi 

Brachycephalidae                

Brachycephalus                

   ephippium M SM SM SM SM M ST M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 8qp 

Ischinocnema                

   guentheri M SM SM SM SM M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 6qi 

   manezinho M SM SM SM SM M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 6qi 

   parva M SM SM SM SM M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 6pt 

Centrolenidae                

Vitreorana                

   eurygnatha M SM SM SM M M SM SM M SM    20/40 6pi 

   uranoscopa M SM SM SM M M SM SM M SM    20/40 2pp 

Cycloramphidae                

Odontophrynus                

   americanus M SM SM SM M M M M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 3pi 

Cycloramphus                

   boraceiensis M SM SM SM M T M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM 26/50 6qt 

   brasiliensis M SM SM SM M M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM 26/52 6qi 

   ryakonastes M SM SM SM M M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM 26/52  

Thoropa                

   miliaris M SM SM SM M M/SM SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM 26/52 6qp 

Zachaenus                

   parvulus M SM SM SM M M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM M/SM 26/52 6qt 

Eleutherodactylidae                

Adelophryne                

   baturitensis  M SM SM ST ST M ST SM ST ST SM   22/44 4qi 

Hemiphractidae                

Flectonotus                

   sp. M SM SM SM T M/SM M/SM T M/SM M/SM T T T 26/42  

Gastrotheca                

   microdiscus M SM SM SM SM M/SM M/SM SM M/SM M/SM M/SM M/SM T 26/50 13qt 

Leiuperidae                

Physalaemus                

   barrioi M SM SM SM M M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 11qt 

   cuvieri M SM SM SM M M SM M/SM M/SM M/SM M/SM   22/44 8qi 

   moreirae M SM SM SM SM SM SM M/SM M/SM M/SM T   22/42 6pi 
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M =metacêntrico 
SM =submetacêntrico 
ST =subtelocêntrico 
T =telocêntrico  
M/SM=metacêntrico ou submetacêntrico 
 
 
 
 
 

 
 
pi=região intersticial dos braços curtos 
pt= região terminal dos braços curtos 
pp= região proximal dos braços curtos 
qp= região proximal dos braços longos 
qi= região intersticial dos braços longos 
qt= região terminal dos braços longos 
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Figura 1. Cariótipos após coloração convencional com 2n=22 de (a) 

Leptodactylus furnarius, (b) Leptodactylus fuscus e (c) Leptodactylus latrans. Em 

detalhes são mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15µm 
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Figura 2. Cariótipos após coloração convencional com 2n=22 de (a) 

Leptodactylus mystaceus, (b) Leptodactylus podicipinus e (c) Leptodactylus syphax. 

Em detalhes são mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15µm 
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Figura 3. Cariótipo após coloração convencional com 2n=22 de 

Brachycephalus ephippium. Em detalhe é mostrado o par portador da Ag-RON. 

Barra=15µm 
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Figura 4. Cariótipos após coloração convencional com 2n=22 de (a) 

Ischnocnema guentheri, (b) Ischnocnema manezinho e (c) Ischnocnema parva. Em 

detalhes são mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15µm 
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Figura 5. Cariótipos após coloração convencional com 2n=20 de (a) 

Vitreorana eurygnatha, (b) Vitreorana uranoscopa. Em detalhes são mostrados os 

pares portadores da Ag-RON. Barra=15µm 
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Figura 6. Cariótipos após coloração convencional com 2n=22 de (a) 

Odontophrynus americanus, com 2n=26 de (b) Cycloramphus boraceiensis e (c) 

Cycloramphus brasiliensis. Em detalhes são mostrados os pares portadores da Ag-

RON. Barra=15µm 
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Figura 7. Cariótipos após coloração convencional com 2n=26 de (a) 

Cycloramphus ryakonastes, (b) Thoropa miliaris e (c) Zachaenus parvulus. Em 

detalhe são mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15µm 
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Figura 8. Cariótipos após coloração convencional com 2n=22 de Adelophryne 

baturitensis. Em detalhe é mostrado o par portador da Ag-RON. Barra=15µm 
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Figura 9. Cariótipos após coloração convencional com 2n=26 de (a) 

Flectonotus sp. e (b) Gastrotheca microdiscus. Em detalhe é mostrado o par 

portador da Ag-RON. Barra=15µm 
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Figura 10. Cariótipos após coloração convencional com 2n=22 de (a) 

Physalaemus barrioi, (b) Physalaemus cuvieri e (c) Physalaemus moreirae. Em 

detalhes são mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15µm 
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Figura 11. Cariótipos após banda C de (a) Leptodactylus furnarius, (b) 

Leptodactylus fuscus e (c) Leptodactylus latrans. Barra=15µm 
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Figura 12. Cariótipos após banda C de (a) Leptodactylus mystaceus, (b) 

Leptodactylus podicipinus e (c) Leptodactylus syphax. Barra=15µm 
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Figura 13. Cariótipos após banda C de (a) Brachycephalus ephippium, (b) 

Ischnocnema guentheri e (c) Ischnocnema parva. Barra=15µm 
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Figura 14. Cariótipos após banda C de (a) Vitreorana eurygnatha e (b) 

Vitreorana uranoscopa. Barra=15µm 
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Figura 15. Cariótipos após banda C de (a) Odontophynus americanus e (b) 

Cycloramphus boraceiensis. Barra=15µm 
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Figura 16. Cariótipos após banda C de (a) Cycloramphus brasiliensis e (b) 

Thoropa miliaris. Barra=15µm 
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Figura 17. Cariótipo após banda C de Gastrotheca microdiscus. Barra=15µm 
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Figura 18. Cariótipos após banda C de (a) Physalaemus barrioi, (b) 

Physalaemus cuvieri e (c) Physalaemus moreirae. Barra=15µm 
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Discussão 

 

No presente trabalho, foram analisados seis representantes do gênero 

Leptodactylus (Leptodactylidae) e 18 espécies que, com exceção de B. ephippium, 

V. eurygnatha e V. uranoscopa, estavam alocadas em Leptodactylidae e atualmente 

pertencem a outras famílias, sendo elas Brachycephalidae, Cycloramphidae, 

Eleutherodactylidae, Hemiphractidae e Leiuperidae. A espécie B. ephippium, assim 

como outros 11 representantes do gênero, sempre esteve alocada na família 

Brachycephalidae, enquanto V. eurygnatha e V. uranoscopa, na família 

Centrolenidae, que tem sido considerada como grupo-irmão dos atuais 

Leptodactylidae e Leiuperidae (FROST et al., 2006; GRANT et al., 2006; FROST, 

2010). O número diploide de 2n=22 foi observado para a grande maioria das 

espécies, isto é, 15 das 24, enquanto 2n=26 foi encontrado em sete delas e 2n=20 

em apenas duas. Os três números diploides são relativamente conservados dentro 

de cada uma das famílias amostradas, tendo sido notada discrepância apenas em 

Cycloramphidae, uma vez que O. americanus apresenta 2n=22, enquanto as demais 

espécies possuem 2n=26. Com frequência os anfíbios possuem, além de número 

diploide coincidente, morfologia cromossômica muito semelhante entre os 

representantes de um grupo de espécies, gênero ou família, quando observados 

pela coloração convencional; contudo, diferenças sutis nas proporções de braços de 

certos cromossomos não podem ser totalmente afastadas em alguns casos. A 

conservação cariotípica é bastante evidente em determinados grupos taxonômicos, 

de modo que o mesmo cariótipo modal é encontrado para todas as espécies do 

gênero e são, além disso, indistinguíveis até mesmo com o uso de algumas técnicas 
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de coloração diferencial. Um exemplo dessa condição é o de algumas espécies dos 

bufonídeos do gênero Rhinella, que compartilham o mesmo 2n=22 com 

cromossomos morfologicamente idênticos e, além disso, igual localização de Ag-

RON e de distribuição da heterocromatina C-positiva (BEÇAK, 1968; KASAHARA et 

al., 1996; BALDISSERA et al., 1999; AZEVEDO et al., 2003; AMARO-GHILARDI et 

al., 2008). 

Da família Leptodactylidae foram cariotipados L. furnarius, L. fuscus, L. 

latrans, L mystaceus, L. podicipinus e L. syphax, sendo que os dados citogenéticos 

da primeira e da última espécie são inéditos. Os outros quatro representantes já 

tiveram seus cromossomos estudados por Beçak (1968), Brum-Zorilla e Saez 

(1968), Beçak et al. (1970), Denaro (1972), Bogart (1974), Heyer e Diment (1974), 

Savage e De Weese (1979), Silva et al. (2000a) e Silva et al. (2004), entre outros. 

Excetuando L. podicipinus com 2n=22 e NF=36, nenhuma diferença cariotípica 

marcante foi encontrada entre os achados de nossas amostras, assim como em 

relação às descrições das espécies anteriormente analisadas na literatura, embora 

algumas divergências com relação à nomenclatura dos pares cromossômicos 

possam existir devido aos distintos parâmetros de classificação adotados. Os 

cariótipos com 2n=22 e NF=44 são praticamente indistinguíveis entre si pela 

coloração convencional e, no caso de algumas delas, também pelo padrão de Ag-

RON e banda C. O NF de L. podicipinus é menor devido à ocorrência de quatro 

pares telocêntricos, que se supõe diferirem dos correspondentes cromossomos 

homeólogos de dois braços por rearranjo do tipo inversão pericêntrica (HEYER e 

DIMENT, 1974; SILVA et al., 2000a). É importante enfatizar que no trabalho de 

Denaro (1972) o par 11 é tratado como submetacêntrico, mas na figura apresentada 

pela autora, o referido par é claramente telocêntrico, não diferindo, portanto, dos 

resultados da presente amostra. 

Além de L. podicipinus, cariótipos contendo cromossomos telocêntricos são 

descritos para outras três espécies, sendo elas L. latinasus, L. natalensis e L. 

wagneri, que têm 2n=22 e até quatro pares de um braço só (BRUM-ZORRILLA e 

SAEZ, 1968; BOGART, 1970; 1974; HEYER e DIMENT, 1974; SILVA et al., 2000a). 

Após a sinonimização de Adenomera com Leptodactylus proposta por Frost et al. 

(2006), a relação de espécies do gênero com pares telocêntricos passou a incluir L. 

andreae com 2n=26 e seis pares telocêntricos, L. hylaedactylus com 2n=26 e nove 

pares telocêntricos, L. marmoratus com 2n=24 e sete pares telocêntricos e 
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Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) com 2n=23 e sete pares telocêntricos, não 

considerando a fusão heteromórfica entre um cromossomo 7 e um 9 observado no 

único exemplar analisado (BOGART, 1970; 1973; 1974; CAMPOS et al., 2009). 

Segundo Heyer e Diment (1974), cariótipos com número alto de 

cromossomos e com pares telocêntricos, como é o caso de L. hylaedactylus, indicam 

uma condição mais ancestral dentro de Leptodactylus, de modo que a evolução 

cariotípica no gênero se deve por redução do número de cromossomos devida 

principalmente a mecanismos de fusão, porém, não se descartando outros 

rearranjos como as inversões. Com os dados citogenéticos acumulados, é possível 

indicar que as espécies pertencentes aos antigos gêneros Adenomera e Lithodytes 

estão na linhagem ancestral dos Leptodactylus com 2n=22 (comentários em 

CAMPOS et al., 2009, na presente Tese). Com essas considerações, podemos 

observar alguns estágios da evolução cariotípica dentro de Leptodactylus: o cariótipo 

mais ancestral seria um semelhante ao de L. hylaedactylus e L. andreae, seguido de 

L. marmoratus e Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) e, entre os Leptodactylus de 22 

cromossomos, os cariótipos de L. latinasus, L. natalensis, L. podicipinus e L. 

wagneri, seriam mais basais do que todos os demais cariótipos com 2n=22 sem 

cromossomos telocêntricos. Quanto a L. lineatus, é possível que a espécie seja 

basal, embora apresente um cariótipo com características derivadas, ou seja, baixo 

2n e ausência de pares telocêntricos. Com relação ao cariótipo de L. silvanimbus 

com 2n=24, sem nenhum cromossomo telocêntrico, poderia, segundo Amaro-

Ghilardi et al. (2006), ter surgido de um ancestral com 2n=22, a partir de fissão 

cêntrica seguida de inversão, ou representar um cariótipo ancestral das espécies 

com 2n=22, presumindo a ocorrência de inversão pericêntrica seguida de fusão 

cêntrica. 

Com exceção de L. syphax, as demais espécies analisadas mostram Ag-RON 

nos cromossomos 8, porém, em diferentes posições, confirmando dados obtidos 

anteriormente para a maioria dos Leptodactylus já cariotipados (SILVA et al., 2000a; 

AMARO-GHILARDI et al., 2004; SILVA et al., 2004; AMARO-GHILARDI et al., 2006; 

SILVA et al., 2006). É importante ressaltar que determinar se a localização da Ag-

RON é no braço curto ou no braço longo é de certa forma subjetiva, pois o 

cromossomo tem a morfologia metacêntrica, porém há uma inequívoca diferença na 

posição da marcação, que pode ser intersticial, proximal ou terminal. A localização 

da Ag-RON nos braços curtos dos cromossomos 3 em L. syphax é inédita para o 
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gênero, pois nenhuma outra espécie cariotipada tem marcação nesse sítio. Outras 

exceções são L. petersi, cuja Ag-RON está nos braços longos dos cromossomos 4 e 

L. mystacinus que apresenta três distintos padrões interpopulacionais de Ag-RON, 

correspondendo à marcação no braço curto do par 4, no braço curto do par 8, ou 

ambas no mesmo indivíduo (AMARO-GHILARDI et al., 2004; SILVA et al., 2006). Os 

resultados de Ag-RON indicam, portanto, que esse pode ser um marcador 

importante em Leptodactylus, pois permite distinguir algumas vezes cariótipos entre 

espécies ou mesmo entre populações. 

As espécies de Leptodactylus do presente trabalho mostram banda C 

centroméricas com algumas poucas bandas intersticiais, muitas vezes de difícil 

caracterização, sendo a mais comum aquela associada à Ag-RON. Tal padrão tem 

sido o descrito para as espécies cariotipadas por Silva et al. (2000a), Amaro-Ghilardi 

et al. (2004), Silva et al. (2006), Amaro-Ghilardi et al. (2006) e por Campos et al. 

(2009), embora com alguns relatos mais consistentes de marcações intersticiais, 

como é o caso de L. latrans. Silva et al. (2000a) observaram distintos padrões em 

duas populações dessa espécie, sugerindo uma possível diferenciação cariotípica 

em um complexo de espécies de região de altitude e ao nível do mar, enquanto que 

Amaro-Ghilardi et al. (2004) descreveram polimorfismos de banda C em quatro 

populações da mesma espécie. Leptodactylus latrans do presente trabalho tem 

bandas intersticiais nos braços curtos dos cromossomos 3 e 6, também visualizadas 

na população de Guaratuba, PR (SILVA et al., 2000a). Leptodactylus syphax foi a 

única espécie que mostrou um padrão de bandamento C com bandas intersticiais 

mais evidentes, além de ter marcada a região terminal da maioria dos cromossomos. 

Da família Brachycephalidae são inéditos os dados de I. manezinho, já que as 

demais espécies foram anteriormente cariotipadas, isto é, B. ephippium por 

Duelmann e Trueb (1994) e Ananias et al. (2006), enquanto I. guentheri e I. parva, 

por Beçak (1968), Brum-Zorrilla e Saez (1968), Beçak e Beçak (1974), Siqueira Jr et 

al. (2004) e, mais recentemente, por Campos et al. (2008). As três espécies de 

Ischnocnema mostraram cariótipos muito semelhantes entre si e não diferem em 

relação aos descritos na literatura. Brachycephalus ephippium também possui 

cariótipo equivalente aos apresentados na literatura e, embora tenha o mesmo 

2n=22 e NF=44 como nas três espécies de Ischnocnema, possui um cariótipo 

facilmente distinguível, pela presença inequívoca dos pares subtelocêntricos 4 e 7, 

assim como do par metacêntrico 5, todos eles correspondentes a pares do tipo 
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submetacêntrico em I. guentheri, I. manezinho e I. parva. Certamente, estudos 

citogenéticos em outras espécies de Brachycephalus seriam muito úteis para que 

uma comparação mais efetiva entre os cariótipos dos dois gêneros possa ser feita, 

buscando dados adicionais que corroborem a colocação de Ischnocnema e 

Brachycephalus na mesma família (Brachycephalidae), o que foi feito com base 

principalmente em caracteres moleculares (FROST et al., 2006; HEDGES et al., 

2008). 

Na espécie B. ephippium o padrão de Ag-RON é correspondente ao 

apresentado por Ananias et al. (2006), sendo as marcações observadas na região 

intersticial dos braços longos do par 8. As Ag-RON de I. guentheri e I. manezinho 

estão na posição intersticial dos braços longos dos cromossomos 6, não diferindo do 

descrito para a primeira espécie por Siqueira Jr et al. (2004) e Campos et al. (2008). 

Com relação a I. parva da nossa amostra, a Ag-RON na região terminal dos braços 

curtos dos cromossomos 6, é diferente do descrito por esses mesmos autores, que 

relatam marcação semelhante à observada em I. guentheri. É, sem dúvida, 

interessante aumentar a amostra de I. parva de Biritiba Mirim, SP, para verificar se a 

Ag-RON pode ser considerada um marcador para essa população. Em nossa 

amostra de I. parva é possível observar uma evidente constrição secundária nos 

braços curtos dos cromossomos 3, não descrita para nenhuma espécie de 

Ischnocnema. Tal região, que deve ser de sequência repetitiva, não foi marcada pelo 

bandamento C e nem pela técnica de Ag-RON, ainda que não se possa afastar 

completamente a hipótese de que corresponda a uma região de DNAr. 

O bandamento C é bastante similar em B. ephippium, I. guentheri e I. parva 

com fortes e grandes blocos visualizados na região centromérica e pericentromérica 

de todos os cromossomos, coincidindo com o padrão para elas descrito na literatura 

(SIQUEIRA JR et al., 2004; ANANIAS et al., 2006; CAMPOS et al., 2008). Quanto a 

B. ephippium, é possível notar marcações discretas na região intersticial dos braços 

longos dos cromossomos 7 e 9, não relatadas por Ananias et al. (2006), cuja 

amostra apresenta marcação C-positiva no mesmo sítio da Ag-RON, não observada 

em nossos exemplares. Essas diferenças podem ser decorrentes de artefatos 

técnicos, ou mesmo uma variação populacional. 

Apenas oito representantes descritos de Ischnocnema foram cariotipados até 

o momento, isto é, além das três espécies analisadas no presente trabalho, são 

conhecidas as constituições cromossômicas de I. holti (LUCCA et al., 1974) e I. 
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lactea (LUCCA e JIM, 1974) com 2n=20, I. juipoca (CAMPOS et al., 2008; 

SIQUEIRA JR, 2008) com 2n=22, I. paulodutrai (SIQUEIRA JR, 2008) e I. ramagii 

(NAPOLI et al., 2009) com 2n=30. Em Campos et al. (2008) é descrito o cariótipo 

para um único indivíduo de uma espécie não identificada de Eleutherodactylus, cujos 

cromossomos são idênticos aos de I. juipoca. Sendo assim, é possível que esse 

representante pertença também a Ischnocnema, cujas espécies estavam alocadas 

em Eleutherodactylus, correspondendo tal exemplar a mais uma espécie cariotipada 

no gênero. 

É possível notar que as espécies de Ischnocnema mostram cariótipos 

relativamente pouco conservados, já que em uma amostra tão pequena foram 

encontrados 2n=20, 2n=22 e 2n=30, nem sempre com constituições idênticas entre 

os cariótipos com o mesmo número diploide. Os cariótipos com 2n=20 ou 2n=22 

podem ser caracterizados pela presença ou ausência de cromossomos 

telocêntricos, enquanto aqueles com 2n=30 são diferenciados pelo par 5 que é o 

único cromossomo de dois braços em uma delas. É importante ressaltar que as 

espécies de Ischnocnema que mostram cariótipos semelhantes entre si estão 

alocadas em um mesmo grupo de espécies, estando aquelas com 2n=20 no grupo 

de I. lactea, enquanto I. guentheri e I. manezinho estão no grupo de I. guentheri, e I. 

parva no grupo de I. parva. Segundo Hedges et al. (2008), esses dois últimos grupos 

são altamente relacionados, sugestão reforçada pelos dados cariotípicos idênticos 

obtidos para os exemplares (SIQUEIRA JR et al., 2004; CAMPOS et al., 2008), 

ainda que na atual mostra de I. parva tenha sido observada uma variação na 

posição da Ag-RON. Com relação a I. juipoca, que também mostra 2n=22, tem 

cariótipo mais discrepante e está alocado no grupo de I. verrucosa, não associado a 

nenhum dos outros dois agrupamentos citados. As duas espécies de Ischnocnema 

com 2n=30, I. paulodutrai e I. ramagii, estão alocadas no grupo de I. ramagii. 

Análises citogenéticas em outros representantes dos agrupamentos propostos por 

Hedges et al. (2008) serão importantes para verificar se, de fato, os cariótipos são 

de certa forma conservados dentro dos grupos, assim como para se avaliar em que 

medida a localização da Ag-RON pode ou não contribuir para a caracterização dos 

diferentes agrupamentos. 

Os dados aqui apresentados para as espécies de V. eurygnatha e V. 

uranoscopa são inéditos e constituem o menor número diploide da amostra, sendo 

2n=20 e NF=40 em ambas, que possuem cariótipos praticamente idênticos com 
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coloração convencional. No entanto, com o uso da técnica de coloração pela prata 

os cariótipos podem ser facilmente diferenciados, uma vez que a Ag-RON se 

mostrou um bom marcador, pois está localizada nos braços curtos dos 

cromossomos 6 em V. eurygnatha e nos braços curtos dos cromossomos 2 em V. 

uranoscopa. Com relação ao bandamento C, as marcações observadas para as 

duas espécies são muito semelhantes, existindo uma sutil marcação intersticial nos 

braços longos dos cromossomos 7 de V. uranoscopa não observada em V. 

eurygnatha. Poucas espécies de centrolenídeos foram cariotipadas até o momento e 

todas elas mostram número diploide de 2n=20, estabelecidos pela análise de células 

meióticas, o que impossibilita a determinação da morfologia dos cromossomos 

(DUELLMAN e COLE, 1965; DUELLMAN, 1967). 

Nos últimos anos diversos trabalhos têm testado a monofilia da família 

Centrolenidae sob pontos de vista morfológico, comportamental e molecular 

(CISNEROS-HEREDIA e McDIARMID, 2006; FROST et al. 2006; CISNEROS-

HEREDIA e McDIARMID, 2007), tendo sido propostas algumas alterações ao nível 

genérico. Esses últimos autores criaram um novo gênero denominado Nymphargus 

e, além disso, sugeriram que as espécies então conhecidas como 

Hyalinobatrachium eurygnathum, Hyalonobatrachium uranoscopum e 

Hyalinobatrachium parvulum não deveriam pertencer ao gênero Hyalinobatrachium. 

Logo em seguida, com base em dados de sequenciamento de genes mitocondriais e 

nucleares, Guayasamin et al. (2008) verificaram que as três espécies tornavam, de 

fato, o gênero Hyalinobatrachium não monofilético e, mais recentemente, 

Guayasamin et al. (2009) propuseram a criação de um novo gênero denominado 

Vitreorana, no qual foram alocadas H. eurygnathum, H. uranoscopum e H. parvulum, 

juntamente com cinco outros representantes. 

Entre as seis espécies da família Cycloramphidae aqui analisadas, O. 

americanus é a única que apresenta um cariótipo mais discrepante, com 2n=22, 

enquanto as demais cinco, possuem 2n=26, dos quais C. ryakonastes e C. 

brasiliensis foram cariotipadas pela primeira vez. O número de cromossomos de O. 

americanus, C. boraceiensis, T. miliaris e Z. parvulus não diferem daqueles descritos 

na literatura (revisão em KING, 1990; KURAMOTO, 1990; AMARO-GHILARDI, 

2005). É importante ressaltar que O. americanus é considerado um complexo de 

espécies, o qual inclui formas diploides (2n=2x=22) e tetraploides (2n=4x=44) e, 

como resultado de hibridação entre elas, é possível encontrar os intermediários 



Capítulo I 

 78 

triploides (2n=3x=36), como mencionado nas revisões acima citadas. O cariótipo 

observado na nossa amostra de O. americanus corresponde ao descrito para 

populações diploides analisadas por Beçak et al. (1970), Bogart e Wasserman 

(1972), Barrio e Pistol de Rubel (1972), Beçak e Beçak (1974), Batistic et al. (1973), 

Ruiz e Beçak (1976), Ruiz et al. (1981), Almeida et al. (1986), Rosset et al. (2000) e 

Salas (2006). 

As cinco espécies de Cycloramphidae com 2n=26 mostram um cariótipo muito 

semelhante entre si, sendo a única discrepância a presença inequívoca do par 6 

telocêntrico em C. boraceiensis, que nas demais corresponde a um cromossomo de 

dois braços. Tal diferença na morfologia é, muito provavelmente, decorrente de 

rearranjos cromossômicos como a inversão pericêntrica. Entre os representantes de 

Cycloramphus cariotipados, apenas C. dubius (BEÇAK et al., 1970) mostra 

cromossomos 6 telocêntricos, como em C. boraceiensis, o que faz com essas duas 

espécies apresentem NF=50 e não 52, como nas demais. Amaro-Ghilardi (2005) 

apresenta os cariótipos de Cycloramphus acangatam e Cycloramphus 

eleutherodactylus, ambas com 2n=26 e NF=52, com cariótipos morfologicamente 

idênticos aos de C. brasiliensis, C. ryakonastes, T. miliaris e Z. parvulus. 

Com relação a Ag-RON, a marcação ocorre nos cromossomos 3 de O. 

americanus e nos cromossomos 6 das demais cinco espécies, ainda que em 

posições diferentes. É importante ressaltar que o padrão de Ag-RON não foi 

estabelecido para C. ryakonastes da nossa amostra, mas R. Noleto e colaboradores 

(em preparação) localizaram esse marcador na região intersticial dos braços longos 

do par 6, assim como observado em C. brasiliensis. Amaro-Ghilardi (2005) relata Ag-

RON também no par 6 para Cycloramphus eleutherodactylus, enquanto em 

Cycloramphus acangatan, a região marcada é proximal nos braços curtos dos 

cromossomos 1, à semelhança de Hylodes asper e Hylodes phyllodes, ambas com 

2n=26 (AMARO-GHILARDI, 2005) e que pertenciam a mesma subfamília 

Cycloramphinae antes da reestruturação taxonômica feita por Frost et al. (2006). Em 

anuros, variação tanto no número como na posição das Ag-RON, tem sido explicada 

por diversos mecanismos, sendo os mais comuns as transposições de elementos 

genéticos móveis e amplificação de cistrons ribossômicos, seguidas ou não de erros 

de reinserção do DNAr e até mesmo por rearranjos grosseiros, como inversão 

pericêntrica e translocações recíprocas (WILEY et al., 1989; KING, 1990; FOOTE et 
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al., 1991; SCHMID et al., 1995; KAISER, 1996; LOURENÇO et al., 1998; SILVA et 

al., 2000b; CAMPOS et al., 2008). 

Em O. americanus pouca heterocromatina foi observada, de modo que nem 

todos os cromossomos apresentam os centrômeros mais corados, ou por falta de 

regiões C-positivas ou por artefatos técnicos. Apesar disso, bandas intersticiais 

foram visualizadas nos braços curtos do par 3, em sítio coincidente com a Ag-RON, 

e nos braços longos do par 9. Bandamento C em O. americanus foi descrito para 

uma população tetraploide por Schmid et al. (1985), com ocorrência de bandas 

intersticiais nos cromossomos 3, 4 e 11. Cycloramphus boraceiensis, à semelhança 

do descrito por Silva et al. (2001) e Amaro-Ghilardi (2005), apresentou também 

pouca marcação de banda C, sendo exclusivamente centromérica e associada a 

região da Ag-RON. Já C. brasiliensis, com fortes bandas nas regiões centroméricas-

pericentroméricas de todos os pares, mostra um forte bloco claramente 

pericentromérico nos braços longos dos cromossomos 3. A espécie T. miliaris, por 

sua vez, mostrou um padrão de banda C mais discrepante para o grupo, pois 

diversas bandas intersticiais foram observadas em, pelo menos, todos os 

cromossomos grande e médios. É interessante aumentar a amostra de bandamento 

C de T. miliaris para verificar se o padrão aqui apresentado foi favorecido pela 

ocorrência de cromossomos com condensação mais distendida, como descrito em I. 

juipoca em Campos et al. (2008), ou se, de fato, há vários blocos C-positivos 

espelhados pelos cromossomos da espécie. 

Na revisão de Frost et al. (2006), o gênero Thoropa foi alocado na então 

criada família Thoropidae que, logo em seguida, foi sinonimizada com 

Cycloramphidae por Grant et al. (2006). Verdade (2005), com base em estudos de 

morfologia externa e interna, sugere monofilia entre os gêneros Cycloramphus e 

Zachaenus, propondo que sejam sinonimizados e, além disso, a autora propõe que 

Thoropa seja considerada grupo-irmão para o clado Cycloramphus+Zachaenus. Os 

dados citogenéticos até agora obtidos dão suporte a essas propostas, pois os 

cariótipos dos três gêneros parecem ser altamente conservados não só quanto ao 

número e morfologia cromossômica, assim como em relação a localização da Ag-

RON nos cromossomos 6. Maxon et al. (1981) já haviam relatado um alto grau de 

parentesco entre Cycloramphus e Zachaenus e, mais tarde, Heyer (1983) e Heyer e 

Maxon (1982), consideraram também o grupo formado por esses dois gêneros como 

monofiléticos. Tais considerações já haviam sido comentadas anteriormente nos 



Capítulo I 

 80 

trabalhos de Lynch (1971), que alocou Cycloramphus e Zachaenus na subfamília 

Telmatobiinae, tribo Grypiscini, e, logo em seguida, por Heyer (1975), que os 

associou a Thoropa e a outros seis gêneros, formando o grupo dos gripiscíneos. 

A espécie Adelophryne baturitensis da família Eleutherodactylidae com 2n=22 

e NF= 44, foi cariotipada pela primeira vez no presente trabalho. Em todas as 

metáfases analisadas pelo Giemsa, foram aplicadas sequencialmente a técnica de 

Ag-RON, que mostrou marcação na região intersticial dos braços longos dos 

cromossomos 4. 

O gênero Adelophryne está alocado em Phyzelaphryninae que, juntamente 

com Eleutherodactylinae, constitui a família Eleutherodactylidae (FROST, 2010). É 

importante ressaltar que nenhuma espécie da primeira subfamília foi cariotipada, 

enquanto que da segunda, alguns representantes possuem o mesmo número 

diploide de Adelophryne baturitensis (ver revisão em CAMPOS e KASAHARA, 

2006). Sem dúvida, estudos cromossômicos mais detalhados e em maior número de 

representantes da família seriam de grande importância para se conhecer a 

diversificação cariotípica dentro de Eleutherodactylidae, assim como para se ter 

elementos mais elucidativos que possam auxiliar na compreensão dos diferentes 

números diploides observados, fato ainda característico dessa família (CAMPOS e 

KASAHARA, 2006). 

Embora A. baturitensis seja, conforme sugestão de Silvano e Borges-Najosa 

(1994), considerada como ameaçada no Livro Vermelho da Fauna Brasileira 

Ameaçada de Extinção, alguns trabalhos em preparação, como o de D. Loebmann e 

colaboradores (comunicação pessoal), sugerem a retirada da espécie dessa 

categoria, uma vez que grande quantidade de exemplares pode ser facilmente 

encontrada em campo. 

Apesar do mesmo número diploide de 2n=26, os Hemiphractidae Flectonotus 

sp. e G. microdiscus mostram diferentes NF, sendo 42 e 50, respectivamente. Isso 

ocorre devido à presença de cinco pares telocêntricos na primeira espécie, enquanto 

a segunda tem somente um, tornando os cariótipos facilmente distinguíveis entre si 

pela coloração convencional. Dados citogenéticos para ambas as espécies são aqui 

descritos pela primeira vez, não tendo sido possível determinar o padrão de Ag-RON 

e da banda C para Flectonotus sp. Desse gênero apenas as espécies Flectonotus 

fitzgeraldi e Flectonotus pygmaeus foram cariotipadas até o momento (DUELLMAN e 

GRAY, 1983; SCHMID et al., 1988, respectivamente) e ambas apresentam 
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constituições cariotípicas bastante diferentes da observada para Flectonotus sp. De 

fato, os cariótipos dessas duas espécies além de ter 2n=28, são compostos de 

pequenos cromossomos telocêntricos, diferindo dos demais padrões encontrados 

para a família Hemiphractidae. Técnicas de Ag-RON e de banda C foram aplicadas 

apenas para F. pygmaeus, sendo o sítio marcado pela prata observado na região 

terminal do par 2 (SCHMID et al., 1988). Quanto ao padrão de bandamento C, há 

grandes blocos heterocromáticos em todos os cromossomos de modo que, segundo 

esses autores, cada par de homólogos pode ser identificado pelas bandas C 

visualizadas. 

Do gênero Gastrotheca, algumas espécies já foram analisadas 

citogeneticamente, sendo que todas elas mostram 2n=26 cromossomos. A 

citogénetica do gênero pode ser caracterizada pela presença de cromossomos 

sexuais citologicamente diferenciados do tipo XX:XY ou pela presença de 

cromossomos B (SCHMID et al., 1988; SCHMID et al., 1990; SCHMID et al., 1994; 

SCHMID et al., 2002a; SCHMID et al., 2002c). Apesar de a nossa amostra incluir um 

único macho, não foi notada evidência de cromossomos sexuais diferenciados 

citologicamente, nem pela coloração convencional, nem pela técnica de banda C. O 

número de cromossomos de um só braço é bastante útil na distinção dos cariótipos 

de G. microdiscus e Gastrotheca walkeri, com um e dois pares respectivamente, de 

Gastrotheca espeletia com quatro pares e de Gastrotheca riobambae com sete 

pares, enquanto as demais espécies cariotipadas não possuem nenhum par 

telocêntrico. Com relação a Ag-RON o exemplar de G. microdiscus mostra marcação 

em localização bem discrepante, localizada no pequeno telocêntrico 13, enquanto 

nas demais espécies é visualizada nos cromossomos 6. Em certa extensão, G. 

microdiscus apresenta um padrão de distribuição da heterocromatina semelhante ao 

das demais espécies, com blocos bem corados na região centromérica e 

pericentromérica de vários cromossomos, porém com marcações de menor 

intensidade. Estudos citogenéticos que incluam análises da natureza dessa 

heterocromatina seriam de grande importância para se conhecer as relações entre 

essas bandas, não só nas espécies de Gastrotheca como também em Flectonotus. 

Adicionalmente, uso de sondas obtidas a partir de regiões repetitivas associadas a 

diferenciação dos cromossomos sexuais poderia revelar se tais sequências também 

estão presentes no genoma de G. microdiscus. 
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Da família Leiuperidae foram analisadas três espécies de Physalaemus, ou 

seja, P. barrioi, P. cuvieri e P. moreirae, todas com 2n=22, embora com NF 

diferentes, sendo 44 nas duas primeiras e 42 em P. moreirae devido à presença do 

par 11 telocêntrico. Os dados são inéditos para P. barrioi e P. moreirae, enquanto P. 

cuvieri foi analisado por Beçak (1970), Silva et al. (1999) e Quinderé et al. (2009), 

não havendo diferenças cariotípicas em relação ao observado em nossa amostra. 

De um modo geral, os cariótipos das três espécies de Physalaemus se mostram 

bastante conservados com coloração convencional, sendo a variação mais 

significativa a presença do par 11 telocêntrico em P. moreirae. Com base em seus 

resultados e em cariogramas disponíveis na literatura, Silva et al. (2000b) 

propuseram duas fórmulas cariotípicas muito semelhantes para o gênero 

Physalaemus, com diferença no par 11 que pode ser de um ou dois braços, 

alteração essa que deve ser decorrente de uma inversão pericêntrica. 

A técnica de Ag-RON permite a diferenciação dos cariótipos das três espécies 

aqui analisadas, uma vez que em cada um deles a marcação se encontra em pares 

diferentes, sendo o 11 em P. barrioi, o 8 em P. cuvieri e o par 6 em P. moreirae. O 

padrão de Ag-RON nas espécies de Physalaemus tem, em certa extensão, se 

mostrado variável em número, localização e em posição (SILVA et al., 1999; 

AMARAL et al., 2000; SILVA et al., 2000b; QUINDERÉ et al., 2009). No entanto, na 

maioria dos exemplares cariotipados o par 8 é quase sempre marcado, mesmo nos 

casos em que padrões múltiplos foram descritos (SILVA et al., 1999; QUINDERÉ et 

al., 2009). Esses dois trabalhos descrevem uma extensa variação populacional de 

Ag-RON em exemplares de P. cuvieri coletados no Brasil e na Argentina, embora 

quase sempre mostrando padrão com marcações nos cromossomos 8 ou 11. Nas 

três espécies de Physalaemus analisadas por Amaral et al. (2000) a localização da 

Ag-RON foi descrita como sendo nos cromossomos 9, mas ao observar a figura, o 

cromossomo poderia ser o 8 como descrita aqui e nos demais trabalhos da 

literatura. Ag-RON única no par 11, à semelhança de P. barrioi, foi descrita para 

Physalaemus spiniger, além de algumas populações de P. cuvieri (SILVA et al., 

2000b). Com relação às marcações no par 6 em P. moreirae, pode-se dizer que 

essa localização é inédita para o gênero. 

Pouca heterocromatina foi observada nas espécies analisadas, de modo que, 

além das marcações centroméricas e no sítio coincidente com as Ag-RON, apenas 

bandas pericentroméricas nos braços curtos dos cromossomos 3 e braços longos 
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dos cromossomos 7 foram visualizadas em P. barrioi, assim como bandas 

intersticiais nos braços curtos dos cromossomos 2 de P. cuvieri e nos braços longos 

dos cromossomos 5 de P. moreirae. Das espécies apresentadas na literatura com 

bandamento C, Physalaemus biligonigerus, Physalaemus fuscumaculatus e 

Physalaemus sp. apresentam fortes blocos C-positivos na região centromérica de 

todos os cromossomos e nos braços curtos do par 3 (AMARAL et al., 2000; SILVA et 

al., 2000b). 

No trabalho de Frost et al. (2006) os genes mitocondriais e nucleares de 

cerca de 520 espécies de anuros foram sequenciados, porém, apesar do grande 

número de representantes amostrados, corresponde a menos de 10% do total 

descrito para a ordem. As conclusões obtidas foram precursoras de extensas 

alterações na taxonomia que geraram polêmicas, resultando inclusive na publicação 

de um texto (WIENS, 2007) com críticas ao trabalho. As propostas apresentadas por 

Frost et al. (2006) são, no entanto, seguidas pela grande maioria dos pesquisadores 

e, a partir delas, outros trabalhos têm tratado de questões de taxonomia e 

sistemática de anuros com base, principalmente em caracteres moleculares, 

destacando-se as revisões de Grant et al. (2006) e Hedges et al. (2008). 

Após as análises de Frost et al. (2006), as espécies que estavam incluídas na 

então polifilética família Leptodactylidae foram redistribuídas em três agrupamentos 

intercalados por outras famílias (Figura 1 do item Introdução Geral). Ao confrontar o 

número diploide, por nós encontrados juntamente com os disponíveis na literatura 

para representantes desses agrupamentos (KING, 1990; KURAMOTO, 1990; 

AMARO-GHILARDI, 2005), é possível notar que o número de cromossomos parece 

ser conservado dentro das diferentes famílias. Pode-se dizer que os cariótipos com 

2n=22 e 2n=26 são predominantes para os representantes da antiga família 

Leptodactylidae, ainda que sejam encontrados números diploides como 16, 18, 20, 

24, 28, 30, 32, 34 e 36, sendo a maioria, principalmente os mais altos, observados 

em espécies que pertencem ou pertenciam ao gênero Eleutherodactylus, que 

atualmente estão espalhadas nas famílias Craugastoridae e Eleutherodactylidae 

(FROST, 2010), e em Pseudopaludicola, alocado em Leiuperidae, cujos demais 

gêneros possuem todos 2n=22. 

O primeiro dos agrupamentos correspondia à família Batracophrynidae que 

incluia apenas dois gêneros, ou seja, Caudiverbera e Telmatobufo (FROST et al., 

2006). Atualmente, essa família foi suprimida, já que a única espécie de 
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Caudiverbera, C. caudiverbera, foi sinonimizada com Calyptocephalella gayi, gênero 

pertencente à família Calyptocephalellidae, que passou a incluir também 

Telmatobufo (FROST, 2010). Dessa família existem dados citogenéticos para C. gayi 

com 2n=26 (BRUM-ZORRILLA e SAEZ, 1968; KURAMOTO, 1972; MORESCALCHI, 

1973; FORMAS e ESPINOSA, 1975; DIAZ e VELOSO, 1979; VELOSO e ITURRA, 

1979) e para os três representantes descritos de Telmatobufo, isto é, T. australis, T. 

bullock e T. venustus, todas com 2n=26 (FORMAS e ESPINOZA, 1975; FORMAS e 

CUEVAS, 2000), sendo os cariótipos constituídos por cromossomos de dois braços 

praticamente indistinguíveis nos dois gêneros. De acordo com comentários em Frost 

(2010), ambos são considerados muito relacionados, não só do ponto de vista 

citogenético, como também sob vários outros aspectos, incluindo os de morfologia 

interna ou externa e os moleculares. Os dados de sequenciamento gênico de Frost 

et al. (2006) indicam que as espécies ora alocadas em Calyptocephalellidae estão 

distantes dos atuais leptodactilídeos, assim como, em certa extensão, é mostrado 

pelas informações citogenéticas. As duas únicas espécies de Leptodactylidae com 

2n=26 (L. andreae e L. hylaedactylus) apresentam cariótipos muito divergentes dos 

observados em Calyptocephalellidae, por incluir vários cromossomos telocêntricos. 

É interessante notar que as espécies dos antigos leptodactilídeos analisadas 

na árvore de máxima parcimônia de Frost et al. (2006), formam duas grandes 

ramificações, sendo que na primeira delas, estão Calyptocephalella e Telmatobufo, 

com 2n=26, em uma posição mais basal em relação às demais espécies que, salvo 

algumas exceções, possuem 2n=24 cromossomos (KING, 1990; KURAMOTO, 

1990), provavelmente derivado de um ancestral com 2n=26. A outra ramificação 

inclui a atual família Leptodactylidae e, entre outras, aquelas que passaram a alocar 

as espécies não mais consideradas como leptodactilídeos, formando os dois outros 

agrupamentos. 

No segundo agrupamento são encontradas as famílias Hemiphractidae, 

Brachycephalidae, Craugastoridae, Eleutherodactylidae e Strabomantidae, sendo a 

primeira delas a única que tem mostrado, majoritariamente, número diploide alto 

com 2n=26, 2n=28 e 2n=30. O número diploide 2n=26 foi encontrado em 

Flectonotus sp. e G. microdiscus da nossa amostra e em alguns outros exemplares 

de Gastrotheca (SCHMID et al., 1988; SCHMID et al., 1990; SCHMID et al.,2002a 

SCHMID et al.,2002c), com uma constituição cariotípica, de certa forma, diferente 

daquelas observadas em espécies de Calyptocephalellidae. Nos cariótipos de 
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hemifractídeos podem ser observadas variações como presença de cromossomos 

telocêntricos, de cromossomos sexuais diferenciados citologicamente, e de 

distribuição da heterocromatina. De fato, as bandas C em Hemiphractidae 

correspondem a grandes blocos localizados nas regiões centroméricas e 

pericentroméricas e, além disso, casos com marcações nas regiões terminais de 

todos os cromossomos. Dos cinco gêneros atualmente alocados nessa família, 

apenas Hemiphractus não possui representantes cariotipados, sendo que nos 

demais, a maioria ou a totalidade das espécies tem 2n=26. Os cromossomos dessas 

espécies parecem, de um modo geral, não ter relações de proximidade com os 

atuais leptodactilídeos, o que corrobora a inclusão dos gêneros Cryptobatrachus, 

Flectonotus, Gastrotheca, Hemiphractus e Stefania em uma família à parte de 

Leptodactylidae, como proposto por Frost et al. (2006). É importante enfatizar que 

tais gêneros compunham uma subfamília de Hylidae, a Hemiphractinae, que foi 

alocada por Faivovich et al. (2005) em Leptodactylidae, sem maiores comentários 

sobre as relações entre elas. De fato, os cinco gêneros alocados em Hemiphractidae 

parecem não estar mesmo relacionados aos atuais leptodactilídeos. 

Ainda dentro do segundo agrupamento, encontramos as espécies de antigos 

leptodactilídeos que pertenciam anteriormente à subfamília Eleutherodactylinae e 

que, após a revisão de Frost et al. (2006), passaram a fazer parte de 

Brachycephalidae junto com o gênero Brachycephalus que já pertencia à essa 

família. Mais recentemente, Hedges et al. (2008) realizaram, com base em dados 

morfológicos e moleculares, uma análise mais detalhada em Brachycephalidae e a 

maioria de suas espécies foram redistribuídas nas novas famílias Craugastoridae, 

Eleutherodactylidae e Strabomantidae, sendo que muitos dos seus representantes 

passaram também por mudanças ao nível genérico. Os gêneros Brachycephalus e 

Ischnocnema que permaneceram dentro da família Brachycephalidae incluem 

espécies com cariótipos com 2n=22 (a maioria) e com 2n=20 e 2n=30, porém, os 

primeiros diferem, na maioria das vezes, na morfologia de alguns pares de 

cromossomos, assim como nos padrões de banda C e Ag-RON, como foi também 

observado no presente trabalho. Tais cariótipos diferem dos encontrados nos 

leptodactilídeos do gênero Leptodactylus com 2n=22 pela presença e posição de 

cromossomos telocêntricos e subtelocêntricos. Sem dúvida, é interessante cariotipar 

outras espécies de Brachycephalus para que se possa conhecer o cariótipo de 
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outros representantes do gênero, assim como de Ischnocnema, para se avaliar a 

extensão da variabilidade cariotípica. 

Nas espécies de Brachycephalidae (sensu FROST et al., 2006) que estão 

atualmente nas famílias Craugastoridae, Eleutherodactylidae e Strabomantidae de 

Hedges et al. (2008), os números diploides encontrados mostram uma excepcional 

variação, com cariótipos portadores de 18 a 36 cromossomos (revisão em KING, 

1990; KURAMOTO, 1990; CAMPOS e KASAHARA, 2006). Os de números mais 

altos são constituídos, majoritariamente ou em sua totalidade, por cromossomos de 

um só braço. Embora existam nessas famílias representantes com 2n=22, é 

interessante notar que as constituições cariotípicas incluem, via de regra, 

cromossomos telocêntricos e, principalmente subtelocêntricos, como é o caso do 

eleuterodactilídeo A. baturitensis da nossa amostra, cujo cariótipo tem cinco pares 

com essa última morfologia; a localização da Ag-RON é, em geral, em cromossomos 

diferentes do observado nos leptodactilídeos com 2n=22, nos quais o par marcador 

é frequentemente o oitavo. De fato, a Ag-RON é no par 1 em Haddadus binotatus 

(CAMPOS et al., 2008), no par 11 em Barycholos ternetzi (CAMPOS et al, 2008), e 

nos subtelocêntricos 4 de A. baturitensis (presente trabalho). Ainda há muito a se 

conhecer sobre as constituições cariotípicas das espécies pertencentes às famílias 

Brachycephalidae, Craugastoridae, Eleutherodactylidae e Strabomantidae, sendo 

indispensável o estudo citogenético de maior número possível de representantes de 

todos os seus gêneros. Tais dados poderiam auxiliar na compreensão das relações 

filogenéticas, mas, sobretudo, para se estabelecer os mecanismos de diferenciação 

envolvidos nesses cariótipos tão divergentes. 

O terceiro agrupamento é o que compreende a maioria dos representantes 

que pertenciam aos antigos leptodactilídeos que, após as revisões de Frost et al. 

(2006) e de Grant et al. (2006), foram distribuídos em cinco famílias, ou seja, 

Ceratophryidae, Cycloramphidae, Hylodidae, Leiuperidae e Leptodactylidae. Dentro 

dessas famílias encontramos um grande número de gêneros, cujas espécies 

possuem uma ampla distribuição na região Neotropical, tendo sido já cariotipadas 

um grande número delas. Os dados cromossômicos disponíveis até a presente data, 

alguns deles descritos pela primeira vez no presente trabalho, mostram que as 

espécies apresentam, predominantemente, cariótipos com 2n=22 e 2n=26, incluindo 

alguns poucos casos com 2n=18 e 2n=24, todos eles em leptodactilídeos. De certa 

forma, pode-se dizer que os dados acumulados para as espécies que compõem o 
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terceiro agrupamento estão de acordo com as relações propostas nas árvores 

filogenéticas de Frost et al. (2006) e de Grant et al. (2006).  

Entre as espécies consideradas Leptodactylidae em Frost et al. (2006) podia 

ser observado, majoritariamente, 2n=22 cromossomos, principalmente pelo fato de a 

grande maioria dos representantes cariotipados serem dos gêneros Leptodactylus e 

Physalaemus. Após a revisão de Grant et al. (2006), essa família foi subdividida em 

Leptodactylidae e Leiuperidae, com quatro e sete gêneros, respectivamente. Dois 

dos gêneros da primeira família, isto é, Paratelmatobius e Scythrophrys, possuem 

cariótipos altamente similares com 2n=24 indicando a grande proximidade de ambos 

também do ponto de vista citogenético, o que corrobora a proposta de proximidade 

sugerida por Lynch (1971) e a localização dos dois gêneros nas árvores de Frost et 

al. (2006) e Grant et al. (2006). Leptodactylus tem mostrado, na maioria das vezes, 

espécies com 2n=22 cromossomos, com exceção de L. silvanimbus (2n=24), das 

espécies que pertenciam aos antigos gêneros Adenomera (2n=24 e 2n=26) e 

Lithodytes (2n=18). É importante ressaltar que, até o momento, nenhuma espécie de 

Hydrolaetare foi cariotipada, o que seria altamente indicado, pois o gênero, mesmo 

não tendo sido amostrado nos trabalhos de revisão de 2006, foi alocado na família 

Leptodactylidae por Frost et al. (2006), seguindo comentários de Heyer (1970), que 

aproximou o gênero às espécies de Leptodactylus. Além disso, os primeiros autores 

sugerem que tal alocação seja cuidadosamente reavaliada. 

Na família Leiuperidae, há dados citogenéticos para representantes de todos 

os gêneros propostos e, majoritariamente, é observado 2n=22 cromossomos. O 

gênero Pseudopaludicola é uma exceção a essa conservação de número diploide, 

pois apresenta espécies com 2n=16, 18, 20 ou 22. 

Apesar das espécies de Leptodactylidae e Leiuperidae terem sido 

consideradas da mesma família por Frost et al. (2006) e a maioria delas apresentar 

2n=22, na revisão de Grant et al. (2006) há um claro distanciamento entre as duas 

famílias. De fato, podemos observar na árvore proposta por esses últimos autores 

que Leptodactylidae está separado de Leiuperidae por duas famílias, a 

Ceratophryidae e a Cycloramphidae. Do ponto de vista citogenético, não parece ser 

muito claro nem a proximidade nem o distanciamento dos representantes das duas 

famílias, pois há casos em que os cariótipos são equivalentes e casos com 

diferenças marcantes, como a presença de um cromossomo 11 telocêntrico. Silva et 

al. (2000b) sugerem duas fórmulas cariotípicas para espécies de Physalaemus, 
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Engystomops e Eupemphyx levando em conta se os cromossomos 11 são de um ou 

dois braços. Quanto ao padrão de Ag-RON, é quase sempre observado nos 

cromossomos 8 de Leptodactylus, e em espécies de Leiuperidae tem se mostrado 

variável quanto a sua localização, ainda que boa parte dos representantes possuam 

marcação no par 11. Tal fato sugere que a Ag-RON não pode ser considerada um 

bom marcador para espécies dessas famílias. 

Um ponto a ser comentado é a inclusão de todas as espécies de Adenomera, 

Lithodytes e Vanzolinius em Leptodactylus, decorrente da sinonimização desses três 

gêneros por Frost et al. (2006). Esse assunto tem sido muito discutido ao longo das 

últimas décadas (revisão em CAMPOS et al., 2009). A discrepância observada nos 

cariótipos dessas espécies, excetuando Leptodactylus discodactylus (antigamente 

Vanzolinius discodactylus), está de acordo com a separação observada entre elas 

nas árvores apresentadas em 2006. É importante enfatizar que, Frost et al. (2006) 

sinonimizaram as espécies pertencentes aos gêneros Adenomera e Lithodytes e as 

colocaram como subgênero de Leptodactylus, sendo que logo em seguida Grant et 

al. (2006) desconsideraram a denominação Leptodactylus (Lithodytes) sugerida 

pelos primeiros autores. Com relação à espécie L. discodactylus, é bastante 

aceitável que permaneça no gênero Leptodactylus, não só pelas relações de 

parentescos (ver comentários em FROST et al., 2006; FROST, 2010), mas também 

pela constituição cariotípica. Considerando essas colocações, seria muito útil 

realizar análises citogenéticas com técnicas mais resolutivas, para auxiliar nos 

questionamentos sobre a sinonimização das espécies que pertenciam a Adenomera 

e Lithodytes a Leptodactylus. De qualquer modo, esses representantes são 

altamente relacionados sob vários caracteres e, se de fato pertencem ao mesmo 

gênero, seria interessante a revalidação da denominação de “grupo de L. 

marmoratus”, sugerido por Heyer (1973), para se acomodar as 11 espécies que 

pertenciam a Adenomera e a única espécie do gênero Lithodytes (L. lineatus). 

Quanto a Centrolenidae, análises com diversas abordagens têm mostrado 

diferentes relações entre essa família e outros anuros (ver comentários em 

GUAYASAMIN et al., 2009), tendo sido também considerada por Frost et al. (2006) 

como grupo-irmão de Leptodactylidae (sensu FROST et al., 2006) e, em seguida, 

indicada por Grant et al. (2006) como grupo-irmão de diversas famílias, incluindo as 

que comportam espécies que pertenceram a Leptodactylidae. Apenas alguns 

representantes de centrolenídeos foram cariotipados até o momento, sendo eles 
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pertencentes aos gêneros Centrolene, Cochranella e Hyalinobatrachium, todos com 

2n=20 (DUELLMAN e COLE, 1965; DUELLMAN, 1967), e as duas espécies de 

Vitreorana, V. eurygnatha e V. uranoscopa, do presente trabalho. Essas duas 

espécies de centrolenídeos mostram discrepância não só no número diploide em 

relação à maioria dos leptodactilídeos, antigos e atuais, nos quais predominam 

2n=22 e 2n=26, mas também em ralação à constituição cariotípica. De fato, 

diferenças podem ser observadas no par 1, que não é de tamanho visivelmente 

maior que o segundo par, como visualizado em todos os outros cariótipos, e na 

marcante queda de tamanho entre os pares 8 e 9, tornando os dois últimos pares 

nitidamente pequenos. As relações filogenéticas entre Centrolenidae e os demais 

anuros, não estão ainda bem delimitadas, seria, então, de grande importância 

ampliar as análises citogenéticas desse grupo, para a busca de elementos que 

corroborem com essa questão. 

Ainda dentro desse terceiro agrupamento encontramos as famílias 

Ceratophryidae, Cycloramphidae e Hylodidae, cujos representantes mostram em sua 

grande maioria 2n=26. Em Ceratophryidae, somente um dos sete gêneros, o 

Batrachophrynus, não possui representantes cariotipados e apenas algumas 

espécies de Telmatobius e Ceratophrys são as exceções dos cariótipos com 2n=26 

(revisão em KING, 1990; KURAMOTO, 1990; AMARO-GHILARDI, 2005). Em 

Cycloramphidae é também possível dizer que o número diploide de 2n=26 é o 

principal na família, havendo poucas exceções, isto é, em exemplares de Alsodes e 

Eupsophus, com 2n=28 e 2n=30, e 2n=22 em todas as espécies analisadas de 

Macrogenioglottus, Proceratophrys e Odontophrynus (revisão em KING, 1990; 

KURAMOTO, 1990; AMARO-GHILARDI, 2005). É importante comentar que há 

casos de poliploidia em Odontophrynus, mas sempre com um cariótipo básico de 

2n=2x=22. Alguns Cycloramphidae possuem cariótipos equivalentes e, além da 

semelhança na constituição cariotípica, há em alguns casos concordância na 

localização das Ag-RON, como nas espécies de Cycloramphus (exceto C. 

acangatan), Thoropa e Zachaenus (SILVA et al, 2001; AMARO-GHILARDI, 2005; 

presente amostra). Após o trabalho de Grant et al. (2006), as espécies de Thoropa 

foram transferidas de Thoropidae, que foi suprimida, para Cycloramphidae, cuja 

proximidade já havia sido sugerida por autores como Heyer e Maxon (1983) e 

Verdade (2005). Como se pode observar, os dados citogenéticos também estão de 
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acordo com essa alteração, considerando a grande similaridade entre os cariótipos 

das espécies dos gêneros Thoropa, Cycloramphus e Zachaenus.  

A família Cycloramphidae está dividia em duas subfamílias, a Alsodinae e a 

Cycloramphinae. É interessante notar que Cycloramphus e Zachaenus estão 

alocados em Cycloramphinae e Thoropa em Alsodinae, mas devido à semelhança 

cariotípica aqui observada e as relações de proximidades sugeridas por Heyer e 

Maxon (1983) e Verdade (2005), seria importante analisar novos exemplares desses 

gêneros, não só sob o ponto de vista citogenético, para avaliar a possibilidade da 

alocação de Thoropa em uma mesma subfamília junto a Cycloramphus e 

Zachaenus. Na subfamília Alsodinae estão alocadas espécies de Macrogenioglottus, 

Odontophrynus e Proceratophrys, cujos cariótipos têm mostrado sempre 2n=22, o 

que, de acordo com as propostas de Bogart (1973), corresponde a um cariótipo mais 

derivado entre as espécies que pertenciam aos leptodactilídeos. É interessante notar 

que na árvore de Frost et al. (2006), as espécies de Odontophrynus e 

Proceratophrys são as que ocupam uma posição mais derivada na família, em 

concordância com os dados citogenéticos. Nessas análises de sequenciamento 

molecular não foram incluídos exemplares de Macrogenioglottus, o que seria 

interessante para verificar se o gênero também ficaria associado aos outros dois que 

possuem o mesmo 2n=22. Na família Hylodidae representantes dos três gêneros já 

foram cariotipados, sendo que Hylodes e Crossodactylus apresentam 2n=26 em 

quase todas as espécies, enquanto Megaelosia possui uma variação na constituição 

cariotípica, incluindo números diploides de 28, 30 e 32. Sem dúvida, a retirada dos 

gêneros atualmente alocados em Hylodidae, Ceratophryidae e Cycloramphidae da 

antiga família Leptodactylidae está de acordo também sob o ponto de vista 

citogenético, pois seus cariótipos possuem constituições bastante diferentes dos 

observados nos Leptodactylidae, em geral com 2n=22 e 24. 

Levando-se em conta todas essas considerações, é possível notar que, 

também do ponto de vista citogenético, a antiga família Leptodactylidae não era, de 

fato, monofilética. A drástica redução ocorrida nessa família durante os últimos anos, 

que passou a comportar apenas quatro dos 57 gêneros originalmente propostos, 

parece ter resolvido uma série de questionamentos sobre a monofilia dos 

leptodactilídeos em relação a vários caracteres, inclusive os citogenéticos. No 

entanto, algumas pendências ainda existem em alguns grupos, como é o caso dos 

Leptodactylus que incluem espécies dos antigos gêneros Adenomera e Lithodytes, 
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com 2n=18, 24 e 26. Sem dúvida, novos estudos que incluam técnicas citogenéticas 

mais resolutivas devem ser realizados para que se possam buscar elementos 

elucidativos que ajudem na compreensão dos mecanismos envolvidos na 

diferenciação dos cariótipos das espécies ora discutidas. É também de grande 

importância, expandir a amostragem da constituição cariotípica ao maior número 

possível de espécies, e incluir os dados cromossômicos nos estudos que buscam 

esclarecer as dúvidas que existem sobre a taxonomia e sistemática desse e de 

outros grupos de anuros. 
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Abstract  

 

Karyotypic analyses on three species of Leptodactylus from Brazil showed 

2n=24 in L. cf. marmoratus, 2n=23 in Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), and 2n=26 

in L. hylaedactylus, with distinct numbers of bi and uni-armed chromosomes. 

Leptodactylus cf. marmoratus presented a variation as regard to the morphology of 

the pair 12. All specimens of L. cf. marmoratus had Ag-NOR in the pair 6, confirmed 

by FISH technique, but the sample from one of the localities presented additional Ag-

NOR in one of the chromosomes 8. In Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) and L. 

hylaedactylus the chromosome pairs bearing Ag-NOR are 11 and 7, respectively. 

The C banding patterns are predominantly centromeric, but only in L. cf. marmoratus 

this heterochromatin appeared very brilliant with DAPI. On the other hand, bright 

labelling was noticed with CMA3 in the three species, on the Ag-NOR site. The data 

obtained here are in accordance with the proposed phylogeny to the genus, and the 

chromosomal analyses in these Leptodactylus showed that the karyotype evolution 

was based mainly in centric fusion and pericentric inversion. 
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Introduction  

 

The species previously identified as belonging to the genus Adenomera were 

allocated in Leptodactylus after the revision of Frost et al. (2006), but the 

relationships of both genera have long been a target of many discussions. Firstly, the 

species A. marmorata was renamed L. marmoratus by Heyer (1973), due to its 

geographic distribution and several morphological characteristics shared with some 

Leptodactylus, as size, shape, texture, and colour pattern. Soon after, Heyer (1974) 

carried out an extensive revision on the relationships within the subfamily 

Leptodactylinae, using primitive and derived states for 50 morphological characters. 

The study showed that the relationships in the marmoratus group were better 

explained by placing the species in a distinct genus, so the name Adenomera was 

revalidated. Several other papers have dealt with this question using distinct 

parameters (see HEYER, 1975; 1977; 1998; HEYER and MAXSON, 1982; ANGULO 

et al. 2003; KOKUBUM and GIARETTA, 2005), and in all of them the genera 

Adenomera and Leptodactylus were accepted, although their separation was not 

very clear. Heyer (1998) and Kokubum and Giaretta (2005) presented evidence that 

Adenomera renders Leptodactylus paraphyletic, and that the genus Lithodytes was 

the sister-taxon of Adenomera. 

The revision of Frost et al. (2006), based predominantly on molecular data, 

introduced great changes in all the Amphibia class, and according to it, the number of 

genera in the family Leptodactylidae, was reduced from 57 to 11, and soon after, to 

four, by Grant et al. (2006). Leptodactylus, the most speciose of them with 85 

species, includes currently the former Leptodactylus and the representatives of 
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Adenomera, Lithodytes, and Vanzolinius (FROST, 2008). Some of the remainder 

genera were distributed into other families, some of them already recognised and 

others revalidated or created. Nevertheless, many questions about the new 

taxonomy still exist. 

Leptodactylus marmoratus is a species-complex and the correct identification 

of the specimens probably is hindered by the very similar morphology (e.g. Angulo et 

al., 2003). In fact, Kwet (2006) suggested that populations of L. marmoratus from 

Southern Brazil belong to, at least, four distinct species, so that these specimens 

must be treated as L. cf. marmoratus. 

Relatively few species of Leptodactylus have hitherto been karyotyped and 

almost all of them are characterised by 2n=22 chromosomes (revisions in KING, 

1990; KURAMOTO, 1990; AMARO-GHILARDI, 2005). The exceptions are L. 

andreae and L. hylaedactylus with 2n=26, L. marmoratus and L. silvanimbus with 

2n=24, and L. lineatus with 2n=18 (BOGART, 1970; 1973; 1974; AMARO-GHILARDI 

et al., 2004). Only L. silvanimbus was also analysed with differential staining 

(AMARO-GHILARDI et al., 2004). 

Considering that cytogenetic data in Leptodactylus with diploid numbers 

different of 2n=22 are scarce, we carried out, chromosome analyses in L. cf. 

marmoratus, Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), and L. hylaedactylus using, for the 

first time, Ag-NOR and C-banding techniques, FISH using an rDNA probe, and base 

pair-specific fluorochrome staining. Besides a better evaluation on the karyotype 

diversity within this group, these data were useful to explain its relationships with the 

species of Leptodactylus with 2n=22. 
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Material and methods 

 

Cytogenetic analyses were performed in 34 specimens of Leptodactylus cf. 

marmoratus and in one Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) from Southeastern Brazil, 

and in 15 L. hylaedactylus from Northern Brazil (Table 1). The localities where the 

species were collected are showed in Fig. 1. One of the five collection sites of L. cf. 

marmoratus is Ilha dos Alcatrazes, municipality of São Sebastião, about 35km from 

the coast of state of São Paulo. All the voucher specimens were deposited in the 

Coleção de Anfíbios (CFBH) of the Departamento de Zoologia, Instituto de 

Biociências, UNESP, Rio Claro, São Paulo, Brazil. 

Chromosome spreads were obtained from bone marrow, liver, spleen, and 

testes, according to the procedures described in Baldissera Jr et al. (1993), or from 

intestinal epithelium, following Schmid (1978), with minor modifications. Conventional 

staining was performed with Giemsa diluted in phosphate-buffered saline, pH 6.8. 

Ag-NOR impregnation and C-banding were obtained by the techniques of Howell and 

Black (1980) and Sumner (1972), respectively. Fluorochrome staining was performed 

with AT-specific 4´,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and GC-specific chromomycin 

A3 (CMA3), both combined with distamycin A (DA) by the method of Schweizer 

(1980), or without DA counterstain according to Christian et al. (1998). Fluorescence 

in situ hybridisation (FISH) with rDNA probe, the HM123 (MEUNIER-ROTIVAL et al. 

1979) was carried out following the method of Viegas-Péquignot (1992). The bi-

armed chromosomes were classified as metacentric or submetacentric, and the uni-

armed, as telocentric or subtelocentric, by visual inspection, following the 

nomenclature of Green and Sessions (1991). 
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Results 

 

Karyotype description 

All males and females of Leptodactylus cf. marmoratus showed 2n=24 

chromosomes, distributed into four large, two medium and six small-sized pairs (Fig. 

2a and 2b). The karyotype of specimens from Santa Branca, and Ilha dos Alcatrazes, 

is formed by two metacentric pairs (1 and 5), three submetacentric pairs (2-4), and 

seven telocentric pairs (6-12). The remainder specimens from the other three 

localities have a very similar karyotype, but the homologues of pair 12 are 

metacentrics. Frequently, the chromosomes 6 showed a prominent proximal 

secondary constriction (Fig. 2a). Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) presented an 

odd diploid number of 2n=23 (Figure 2c), with two metacentric pairs (1 and 5), three 

submetacentric pairs (2-4), one subtelocentric pair (8), four telocentric pairs (6, 10-

12), and three unpaired chromosomes, one of them being metacentric, equivalent in 

size to the chromosome pair 5, and two telocentrics, probably, chromosomes 7 and 

9. Males and females of L. hylaedactylus from the three localities showed 2n=26 (Fig. 

2d), with three large submetacentric pairs (1-3), one medium metacentric pair (4), 

and nine telocentric pairs (5-13), one of them medium-sized (5) and the remainder of 

small size. Secondary constriction can be visualised in a variable number of small 

telocentric chromosomes, always at the proximal region. 

Male specimens of L. cf. marmoratus and L. hylaedactylus exhibited, 

respectively, 12 and 13 bivalents in diplotene/metaphase I, and 12 and 13 

chromosomes in metaphase II cells. The male of Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) 
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showed 10 bivalents and one trivalent in diplotene/metaphase I (Fig. 3a-b). No cells 

in metaphase II were observed in the meiotic cytological preparation. 

Differential staining 

In Leptodactylus cf. marmoratus, Ag-NOR is located at the proximal region of 

both homologues of the telocentric pair 6, in the same site of the secondary 

constriction (Fig. 4a). Nevertheless, differently from what was observed in the 

majority of the samples, the specimens from Ilha dos Alcatrazes showed a very 

subtle silver impregnation. Within the same specimen only one Ag-NOR was 

visualised in some metaphases; and an additional Ag-positive site at the proximal 

region of a small telocentric chromosome, probably the 8, could be noticed in rare 

metaphases (Fig 4b). The NOR site was confirmed by FISH in the specimen from 

Salesópolis (Fig. 5). In Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), the Ag-NOR is at the 

terminal long arms of the telocentrics 11 (Fig. 4c), and in L. hylaedactylus at the 

proximal region of the telocentrics 7 (Fig. 4d). C-banding showed heterochromatin at 

the centromeric region of the chromosomes in the three species (Fig. 6). In addition, 

a C-positive band was observed at the same site of Ag-NOR in L. cf. marmoratus 

(Fig. 6a), and in Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) the telocentric 7 exhibited a 

pericentromeric C band (Fig. 6b). 

With DAPI, counterstained or not with DA, a very brilliant fluorescence was 

observed in the centromeric region of the chromosomes in L. cf. marmoratus from 

Santa Branca, whereas with CMA3 only the Ag-NOR site appeared with slight 

fluorescence with both procedures (Fig. 7a and 7b). In Leptodactylus sp. (aff. 

bokermanni) no fluorescent band with DAPI/DA was visualised, but with CMA3/DA 

the site of the Ag-NOR was extremely bright (Fig. 7c). In L. hylaedactylus no 

particular fluorescent band was observed with DAPI/DA, but with CMA3/DA the NOR 

bearing chromosomes, as well as some of the small telocentrics showed a slight 

fluorescence in the site of the secondary constriction (Fig. 7d). 
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Table 1. Species, number and sex, voucher number, and collection locality of 

specimens of Leptodactylus 
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Figure 1. Collection localities of the species: 1- Amapá, AP; 2- Macapá, AP; 3- 

Porto Velho, RO; 4- Santa Branca, SP; 5- São Luíz do Paraitinga, SP; 6- 

Salesópolis, SP; 7- Ubatuba, SP; 8- Ilha dos Alcatrazes, SP. Leptodactylus cf. 

marmoratus was collected in 4, 5, 6, 7, and 8, Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) in 

4, and L. hylaedactylus in 1, 2, and 3 
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Figure 2. Giemsa stained karyotype. Leptodactylus cf. marmoratus, Karyotype 

A (a) and Karyotype B (b); Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) (c); L. hylaedactylus 

(d). Note secondary constriction in the chromosomes 6 in (a) and in some small sized 

telocentrics, e.g. 7, 8, 9, and 12 in (d) 
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Figure 3. Diplotene/Metaphase I of Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), 

showing one trivalent and ten bivalents (a) and partial Diplotene/Metaphase I of the 

same animal (b). Arrows indicate the trivalent 
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Figure 4. Partial metaphases after Ag-NOR technique. Leptodactylus cf. 

marmoratus from Santa Branca (a), L. cf. marmoratus from Ilha dos Alcatrazes (b), 

Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) from Santa Branca (c), and L. hylaedactylus from 

Macapá (d) 
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Figure 5. Metaphase of Leptodactylus cf. marmoratus with FISH using the 

rDNA probe HM123 
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Figure 6. C banded karyotype of Leptodactylus cf. marmoratus (a), 

Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) (b), and L. hylaedactylus (c). Observe the 

proximal heterochromatin in the odd telocentric 7 of Leptodactylus sp. (aff. 

bokermanni) 
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Figure 7. Metaphases with fluorochrome staining. DAPI (a) and CMA3 (b) in 

Leptodactylus cf. marmoratus, CMA3 (c) in Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), and 

CMA3 (d) in L. hylaedactylus. Arrows indicate chromosomes bearing Ag-NOR 
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Discussion 

 

The species of Leptodactylus of the present paper showed distinct diploid 

numbers of 2n=23, 24, and 26, but the FN=34 is observed in all three species, with 

exception of some individuals with 2n=24, FN=36. Differently to that observed in the 

majority of Leptodactylus analysed so far presenting 2n=22, FN=44, with no 

telocentric or subtelocentric chromosomes, the species exhibited a high and variable 

number of uni-armed chromosomes in their karyotypes. 

Specimens of L. cf. marmoratus, from two localities, including those from 

island, showed Karyotype A with 2n=24, FN=34, characterised by seven telocentric 

pairs, the same that had been found by Bogart (1974) in specimens from a not 

mentioned locality, but also in the state of São Paulo. The Karyotype B with 2n=24, 

described in specimens from the remainder localities is equivalent to Karyotype A, 

regarding the morphology of almost the totality of the chromosome pairs. The 

remarkable difference is the smallest chromosome pair that is of the metacentric 

type, explaining the FN=36. 

The two morphological types of chromosomes 12 probably resulted from a 

pericentric inversion. Considering that the metacentric chromosome pair 12 has been 

found in three distinct localities, the possibility of intra-specific geographical 

karyotypic differences might be suggested, despite the few analysed specimens in 

each sample. Nevertheless, taking into account that L. marmoratus has long been 

considered a species-complex, the hypothesis that the different karyotypes here 

observed could be ascribed to distinct species, is not ruled out. In this case, it would 

be important to analyse other characters, such as vocalisation, external and internal 
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morphologies, geographic distribution, and mainly sequencing of nuclear and 

mitochondrial genes, in addition to cytogenetic studies. 

The Ag-NOR pattern in L. cf. marmoratus is the same among the individuals 

from the all five localities showing the chromosomes 6 labelled at the proximal 

region, confirmed by FISH with an rDNA probe. It would be interesting to use this 

technique in order to verify whether the subtle labelling in the chromosomes 6 in the 

specimens from Ilha dos Alcatrazes is due to a differential gene activity or may 

represent, in fact, a less amount of repetitive sequences. This technique will also be 

useful to confirm the third Ag-positive site in one of the chromosomes 8, as true NOR 

or not, since associated proteins in heterochromatic regions with silver affinity have 

already been described in some amphibian species (KASAHARA et al., 1996; SILVA 

et al., 2006; ANANIAS et al., 2007a). Undoubtedly, both techniques of Ag-NOR and 

FISH should be extended to a larger number of specimens, from Ilha dos Alcatrazes 

and from Santa Branca, in order to evaluate if the NOR is a good cytological marker 

to differentiate Karyotype A from these two geographical regions. 

The specimen of Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) showed a peculiar 

karyotype constitution, highly indicative of a centric fusion. This rearrangement 

involves two telocentric chromosome pairs, among those of larger size, probably, the 

7 and the 9, because the odd metacentric is a large sized chromosome. Less 

probable, the centric fission occurred in a 2n=22 karyotype, because the 

chromosomal evolution in this group seems to be towards the reduction in the 

chromosome numbers (HEYEY and DIMENT, 1974). This rearrangement in 

heteromorphic condition was fully confirmed by the presence of a meiotic trivalent. 

At first sight, the specimen Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) shares several 

morphological characters with L. bokermanni, also occurring in São Paulo state. 

Nevertheless, a more detailed analysis showed that is a representative of an 

unknown species, not described so far. Considering that only one specimen was 

karyotyped, it is not possible to know if the rearrangement is a sporadic variant or if is 

present in the other individuals. This question might be investigated increasing the 

sample size from the same locality, which is also relevant to ascertain the basic 

chromosome number of Leptodactylus sp. (aff. bokermanni). If bearing 2n=24, with 

seven telocentric pairs, the karyotype would be very similar to the Karyotype A of L. 

cf. marmoratus, occurring in the same locality of Santa Branca. Nevertheless some 

clear differences can be pointed out, such as the presence of the subtelocentric pair 
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8, and Ag-NOR site located on the terminal region of the telocentric 11 in 

Leptodactylus sp. (aff. bokermanni). 

The karyotype of L. hylaedactylus is the most discrepant among the analysed 

species, had also been described by Bogart (1974) for specimens from Peru. In L. 

hylaedactylus there are four bi-armed chromosome pairs, but the large metacentric 

pair 1, characteristic of L. cf. marmoratus and Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), is 

missing. On the other hand, in L. hylaedactylus a higher number of telocentric pairs is 

observed with two additional pairs, probably, the large telocentric pairs 5 and 6, since 

their sizes correspond, respectively, to the long and short arms of the metacentric 1 

of L. cf. marmoratus and Leptodactylus sp. (aff. bokermanni). The seven smallest 

telocentric pairs in the Karyotype A of L. cf. marmoratus and in L. hylaedactylus 

seem to be homeologous, including the chromosome pairs bearing Ag-NOR, 

although they were in a different position in the karyograms. All these facts support 

the hypothesis that the karyotypic differentiation among the species of the present 

study is based, predominantly, on centric fusion. High-resolution procedures, like 

replication banding after BrdU treatment or chromosome painting using 

microdissection, might be used to confirm or not the structural rearrangements 

occurred in differentiation of these karyotypes. 

The three species of the present study exhibited practically the same C 

banding pattern. The large pericentromeric C band in the odd chromosome 7 of 

Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) might represent a karyological species-specific 

character. This marker C band, however, is not visualised in the metacentric 7+9, 

suggesting its loss during the fusion process. The base-pair contents of some 

repetitive regions were provided by the fluorochrome staining. This was the case of 

the centromeric heterochromatin of L. cf. marmoratus which is AT-rich. The brilliant 

sites with CMA3 observed in the negative heteropicnotic regions in some of the 

conventionally stained small telocentrics of L. hylaedactylus are an indication that 

GC-rich heterochromatin occurs in these chromosomes, although not C-banded. As 

usually observed the Ag-NOR sites in all three species also showed CMA3 brilliant 

labelling. 

In 1974, Heyer and Diment established a phylogeny based on the diploid 

number and chromosome morphology of 23 species of Leptodactylus, four of them 

are currently to L. andreae, L. hylaedactylus, L. marmoratus, and L. discodactylus. 

According to this phylogeny, 2n=26 and the presence of uni-armed chromosomes in 
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the karyotype, as exhibited by L. andreae and L. hylaedactylus, is the most primitive 

condition, whereas the karyotype with 2n=24, also bearing uni-armed chromosome 

pairs, as shown by L. marmoratus, is derived. The 2n=22 was considered as a 

secondarily derived state, the karyotype with at least one uni-armed chromosome 

pair being more primitive than the karyotype with exclusively bi-armed chromosomes. 

According to Heyer and Diment (1974), the predominant mechanism 

responsible for the karyotype differentiation is the centric fusion, but pericentric 

inversions must also have occurred. Our chromosome data is in accordance with this 

hypothesis, since the large metacentric 1 of L. cf. marmoratus and Leptodactylus sp. 

(aff. bokermanni), as well as the odd metacentric of this latter species are produced 

by centric fusion. On the other hand, pericentric inversions have occurred in 

chromosomes 12 in Karyotype B of L. cf. marmoratus and 8 of Leptodactylus sp. (aff. 

bokermanni), altering their morphology. 

The chromosome constitution of L. hylaedactylus and L. andreae is very close, 

both sharing the same 2n=26 diploid number (BOGART, 1974), without the large 

metacentric pair 1, characteristic of the remainder species of the present study, but 

differing in the FN, which is 34 and 40, respectively. In fact, in L. andreae the number 

of telocentric pairs is six, instead of nine like in L. hylaedactylus, and they correspond 

to the small-sized chromosomes 7-10, and 12-13; the bi-armed chromosome pairs 5, 

6, and 11 might be, therefore, resulted from a pericentric inversion in chromosomes 

originally of the telocentric type. 

Although Bogart (1970) had already described the karyotype of Leptodactylus 

lineatus (as Lithodytes lineatus) with 2n=18, FN=36, all of them of the bi-armed type, 

this information was not considered in the phylogenetic analysis of Heyer and Diment 

(1974). According to their hypothesis this karyotype would correspond to the most 

derived in the group. Despite the very different diploid numbers, the karyotypes of L. 

lineatus with 2n=18 and L. hylaedactylus with 2n=26 are relatively close, presuming 

four centric fusions in an ancestral 2n=26 karyotype, among the small-sized 

chromosomes, and one pericentric inversion in the chromosome 5. 

Taking into account the cytogenetic information available in the literature and 

our own data, a karyotype evolution within the former genera Adenomera and 

Lithodytes could be visualised. From an ancestral karyotype with 2n=26 and nine 

telocentric pairs, as exhibited by L. hylaedactylus, two evolutionary lineages could be 

suggested. One of them corresponds to that of the species L. andreae (2n=26) and 
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L. lineatus (2n=18), without the large metacentric 1, and the other, of the species L. 

cf. marmoratus (2n=24) and L. sp. (aff. bokermanni) (2n=23), both bearing this 

marker. 

The species of Leptodactylus with 2n=22 chromosomes, certainly belong to 

the second lineage, also retaining the marker metacentric 1, as well as L. 

silvanimbus with 2n=24 (AMARO-GHILARDI et al., 2004). In order to explain the 

presence of all chromosomes of the bi-armed type, characteristic of the majority of 

the 2n=22 Leptodactylus (HEYER and DIMENT, 1974; SILVA et al., 2000; AMARO-

GHILARDI et al., 2004), it would be necessary to assume one more centric fusion 

and pericentric inversions in a variable number of telocentrics. In fact, in 

Leptodactylus with 2n=22, the karyotypes have in general no telocentrics, but some 

of them, like in L. latinasus, L. “natalensis”, L. wagneri, and L. podicipinus have one 

to four telocentric pairs (BOGART, 1970; SILVA et al., 2000). The metacentric 

morphology of the chromosomes of pair 12 in the Karyotype B of L. cf. marmoratus 

reinforces our suggestion. 

The present analysis on chromosome evolution showed that the species 

belonging to the former Lithodytes and Adenomera are very close. This is supported 

by previous studies carried out by Heyer (1998) and Kokubum and Giaretta (2005), 

using morphological and reproductive characters and by Frost et al. (2006), based 

mainly on molecular data. In the phylogeny proposed by the latter authors, L. lineatus 

and L. hylaedactylus form a sister-taxon that is basal, regarding the group of 

Leptodactylus with 2n=22. Certainly, cytogenetic analysis using high-resolution 

procedures and nuclear or mitochondrial gene sequencing should be extended to 

other species of Leptodactylus, previously recognised as belonging to the genus 

Adenomera, for a better understanding of phylogenetical relationships within the 

genus Leptodactylus. 
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Abstract 

 

The genus Holoaden includes three species described so far and the unique 

cytogenetic data is related to H. bradei, with 2n=18, based on conventional staining. 

In the present paper we report, for the first time, the data on the chromosomes of H. 

luederwaldti, which presented 2n=18 and a case of natural triploidy, with 2n=3x=27. 

In this sample, another karyotypic variation was observed due to the occurrence of 

two types of chromosomes 8, which have submetacentric or subtelocentric 

morphologies. Homomorphic subtelocentric or heteromorphic condition was 

observed among the diploid specimens, whereas the triploid has one submetacentric 

and two subtelocentric 8. In all specimens, the Ag-NOR is located in the 

chromosome 8, at the interstitial long arms when subtelocentric, or in the proximal 

region when submetacentric, confirmed by FISH with HM123 probe. The C banding 

showed centromeric distribution of the heterochromatin, fluorescent after DAPI 

staining, and C-positive band was also observed in the Ag-NOR site, bright with 

CMA3. The FISH using telomeric probe labelled exclusively the telomere regions. 

Although the same 2n=18 chromosomes have been observed in H. luederwaldti and 

H. bradei, some differences in both karyotype can be visualised, mainly as regard to 

the morphology of the last chromosome pairs. 
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Introduction 

 

In the last years, several revisions, mainly based on molecular sequences 

data, have dealt with the systematic and taxonomy of amphibians, as performed by 

Faivovich et al. (2005), Frost et al. (2006), Grant et al. (2006), and Hedges et al. 

(2008). According to the last authors, the genus Holoaden Miranda-Ribeiro, 1920, 

formerly recognised as belonging to Brachycephalidae, was assigned in the new 

family named Strabomantidae, subfamily Holoadeninae. Only two species were 

reported to this genus, Holoaden bradei and Holoaden luederwaldti, both endemic 

from the Atlantic Forest in southeastern Brazil, but recently Pombal Jr et al. (2008) 

described a new species, Holoaden pholeter, from a montane rainforest area, also in 

southeastern Brazil. According to these last authors a superficial examination of one 

specimen from Salesópolis, SP, identified as H. luederwaldti, deposited in the 

MZUSP (Museu de Zoologia da Universidade de São Paulo) might be a new 

undescribed species. At present, the only cytogenetic data obtained for this genus is 

based on conventional staining, and refers to the karyotype of H. bradei with 2n=18 

(LUCCA et al., 1974). As regarding to the 39 remainder species of Holoadeninae, the 

chromosome data are also very scarce and only Barycholos ternetzi with 2n=22 was 

analysed, with conventional and differential staining (CAMPOS et al., 2008; 

SIQUEIRA Jr et al., 2009). 

Polyploidy has been previously reported in lower vertebrates, including anuran 

species belonging to different families with distinct levels of ploidy (BEÇAK et al., 

1966; BOGART, 1967; BOGART and WASSERMAN, 1972; TYMOWSKA, 1991; 

KASAHARA and HADDAD, 1996; SCHMID et al., 2003; VIEIRA et al., 2006; among 
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others). Nevertheless, with regard to triploidy, few cases in Amphibia are described 

so far, like that resulted from natural hybridisation between the diploid Phyllomedusa 

distincta and the tetraploid Phyllomedusa tetraploidea (BATISTIC, 1989; HADDAD et 

al., 1994; KASAHARA et al., 2007). 

In the current paper, we presented, for the first time, chromosomal data of H. 

luederwaldti based on standard Giemsa staining, Ag-NOR, C banding, base-specific 

fluorochrome staining and FISH techniques. The karyotypic variation related to 

heteromorphism observed in the chromosomes pair 8 and the occurrence of natural 

triploidy are discussed. 
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Material and Methods 

 

We carried out cytogenetic analyses in five males and two females of 

Holoaden luederwaldti collected in the Atlantic Forest, municipality of Campos do 

Jordão, SP, altitude ca. 1600 m (22o44’20’’S 45o35’27’’). All the voucher specimens 

were deposited in the Coleção de Anfíbios, Departamento de Zoologia (CFBH), 

Instituto de Biociências, UNESP, Rio Claro, São Paulo, Brazil. 

Chromosome spreads were obtained from direct cytological preparations from 

bone marrow, liver, and testes, according to Baldissera Jr et al. (1993), or from 

intestinal epithelium, following Schmid (1978), with adaptations. Conventional 

staining was performed with Giemsa diluted in phosphate-buffered saline, pH 6.8. 

Ag-NOR and C-banding techniques were obtained according to the procedures of 

Howell and Black (1980) and Sumner (1972), respectively. Fluorochrome staining 

using AT-specific 4´,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and GC-specific 

chromomicyn A3 (CMA3), followed the method described by Christian et al. (1998). 

Fluorescent in situ hybridisation (FISH) was performed according to Viegas-

Péquignot (1992), using the rDNA probe HM123 (MEUNIER-ROTIVAL et al. 1979); 

and following to Pinkel (1986), with some adaptations, using a telomeric probe 

obtained by PCR using the primers TLF (TTAGGG)5 and TLR (CCCTAA)5. The bi-

armed chromosomes were classified as metacentric, submetacentric, and 

subtelocentric, and the uni-armed as telocentric according to the nomenclature 

suggested by Green and Sessions (1991, 2007). 
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Results 

All specimens of H. luederwaldti, except one, showed 2n=18 chromosomes 

and FN=34 (Fig 1a and 1b). The karyotype is formed by seven large and medium-

sized pairs and two pairs of small size, with gradual size variation from 2 to 7 and 8 

and 9. Pairs 1 and 9 are metacentric, pairs 2-4 and 7, submetacentric, pair 5 

subtelocentric, and pair 6 telocentric. The chromosomes 8 are found with two distinct 

morphologies, both of the subtelocentric type in three diploid species, whereas in the 

remainder three specimens, the pair 8 is heteromorphic with 

subtelocentric/submetacentric combination. Meiotic cells showed nine bivalents in 

diplotene/metaphase I and nine chromosomes in metaphase II (Fig 2a and 2b). 

One male in the sample exhibited 2n=3x=27 karyotype (Fig 3), in which the 

chromosome morphologies are the same to that found in diploid specimens. In the 

triploid, the chromosomes 8 are two subtelocentrics and one submetacentric. 

Cytological preparations from testes showed some not identified meiotic phases, 

besides spermatids and spermatozoa (Fig 4). 

Prominent secondary constriction was visualised in the submetacentric 8, at 

the proximal long arms. In the subtelocentric type it was generally lacking, but a 

subtle secondary constriction could be noticed in some metaphases at interstitial long 

arms. In all specimens of H. luederwaldti, Ag-NOR was located on chromosomes 8, 

in the site coincident to the secondary constriction. In the subtelocentric 8, the Ag-

NOR is tiny, smaller than that observed in the submetacentric (Fig 5a, 5b, and 5c). 

The FISH technique with the rDNA probe confirm this region as a true NOR sites in 

both chromosomes types (Fig 5d). 
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The C banding showed heterochromatin distribution predominantly at the 

centromeric region; the Ag-NOR site was C-positive banded (Fig 6). After DAPI 

staining the centromere of all chromosomes showed bright fluorescence (Fig 7a) and 

after CMA3, only the site of the Ag-NOR was labelled, in both morphological types of 

the chromosome 8 (Fig 7b and 7c). The FISH using telomeric probe labelled 

exclusively the telomeric regions (Fig 8a and b). 
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Figure 1. Standard stained karyotype of Holoaden luederwaldti, male with 

2n=2x=18. Pair 8 is homomorphic with two subtelocentric chromosomes (a). Inset: 

heteromorphic pair 8 from female with submetacentric and subtelocentric 

chromosomes (b). Secondary constriction is noticed at proximal long arms of 

submetacentric 8 
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Figure 2. Standard staining meiotic cells of Holoaden luederwaldti, male with 

2n=2x=18. (a) diplotene/metaphase I with 9 bivalents, and (b) metaphase II with 9 

chromosomes 
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Figure 3. Standard stained karyotype of Holoaden luederwaldti, male with 

2n=3x=27. One chromosome 8 is submetacentric and two, subtelocentrics. 

Secondary constriction is noticed at proximal long arms of submetacentric 8 
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Figure 4. Standard stained testicular cells of the triploid Holoaden 

luederwaldti, male with 2n=3x=27. (a) to (d) atypical meiotic phases and (e) and (f) 

spermatozoa 
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Figure 5. Chromosomes 8 of Holoaden luederwaldti: (a), (b), and (c) silver 

impregnation; (d) FISH with an rDNA probe. Note that the submetacentric 8 showed 

large Ag-NOR (a, c) and fluorescent hybridisation signal (d), whereas the labellings in 

the subtelocentric are tiny (a, b, c, and d) 
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Figure 6. C banded metaphase of Holoaden luederwaldti with 2n=2x=18. Note 

the heteromorphic pair 8 showing C banding in both chromosomes at the same site 

of Ag-NOR 
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Figure 7. Metaphases of Holoaden luederwaldti with fluorochrome staining: (a) 

DAPI showing centromeric bright region. (b) and (c) CMA3 with fluorescent Ag-NOR 

site in the diploid and triploid specimens, respectively 
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Figure 8. Metaphases of Holoaden luederwaldti with 2n=2x=18 after FISH with 

telomeric probe: (a) homomorphic pair 8 (arrows); (b) heteromorphic pair 8 (arrows) 
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Discussion 

 

Contrarily to that observed in the majority of the anurans, in general exhibiting 

very conservative karyotypes, the small sample of H. luederwaldti analysed here 

showed karyotypic variations. One of them involved the chromosomes of pair 8, 

which have two distinct morphologies, most probably ascribed to a structural 

rearrangement, like a pericentric inversion. This heteromorphism is not related to the 

occurrence of cytologically differentiated sex-chromosomes, because it was 

observed in both sexes. The two chromosome types also differ as regard to their 

length, the submetacentric being longer than the subtelocentric one, probably due to 

the extent of the nucleolar organiser regions, which was confirmed by the sizes of the 

secondary constriction, Ag-NOR and rDNA fluorescent labelling. As expected, 

telomeric probe hybridizised in the telomere, with no vestige of interstitial bands that 

could suggest the occurrence of pericentric inversion in one of the chromosomes 8. 

Holoaden luederwaldti and H. bradei (LUCCA et al., 1974) share the same 

2n=18 diploid number, and very similar karyotypes, although in this latter species all 

the chromosomes have been described as metacentric type, differently to that 

observed in H. luederwaldti. Part of the differences seems to be due to nomenclature 

adopted, as well as in the ordering of the chromosomes pairs in the karyograms, but 

small differences in the arm ratio of some chromosome pairs are not ruled out. 

Nevertheless, some discrepancies may be pointed out in the karyotypes of both 

species. One of them concerns to the pair 6, which is undoubtedly telocentric in H. 

luederwaldti and of bi-armed type in H. bradei; this morphological difference 

ascribed, most probably, to a pericentric inversion. Another relevant difference 
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between both karyotypes is the size of the pairs 8 and 9, which are clearly smaller 

then pair 7 in H. luederwaldti, whereas in H. bradei this distinct demarcation is not 

observed.  

Chromosome marker bearing secondary constriction was not described in H. 

bradei, but in the karyogram presented by Lucca et al. (1974) possibly a secondary 

constriction is seem at interstitial long arms of the one homologues of the pair 9. In 

this case, this pair would be homeologous to those of the pair 8 of H. luederwaldti.  

Certainly, analyses of more specimens of H. luederwaldti are necessary in 

order to better evaluate the variability with regard to the morphology of the pair 8, 

since the combination submetacentric/submetacentric was not observed in the 

present sample, as result of crossings between individuals bearing heteromorphic 

pair. Furthermore, the BrdU treatment for replication banding patterns would be 

useful to confirm the pericentric inversion as mechanism of the chromosome 

rearrangement. This technique also would be of relevance to verify if the 

morphological difference between the chromosomes 6 of H. luederwaldti and H. 

bradei is, in fact, due to pericentric inversion. Nevertheless, karyotype comparisons 

could not be carried out because H. bradei has not been found in the nature since 

1976, and for that reason it was included as a critically endangered species in the 

“Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameaçada de Extinção”. 

As usually observed in anurans, in H. luederwaldti the Ag-NOR was in a single 

chromosome pair, with a marked difference in the labelling sizes, when the 

chromosomes 8 presented distinct morphologies. Heteromorphism in the Ag-NOR 

sizes is a common feature of this marker, and have been explained by differential 

gene activity or amount of the repetitive rDNA sequences. In the case of H. 

luederwaldti this latter alternative was confirmed, since after FISH technique with the 

HM123 probe, the fluorescent signal was greater in the chromosome bearing large 

Ag-NOR. An intriguing fact is the large NOR always be found in submetacentrics 8, 

whereas the small one is associated to the subtelocentric type. This finding seems 

not to be fortuitous, although our sample is not very large. In this case, the difference 

in the amount of rDNA might be result of the chromosome rearrangement, which 

altered their morphologies. At first sight, the NOR is not included in the inverted 

segment, since it is located at the same site in the long arms of both chromosome 

types. To increase the sample of the karyotyped specimens is necessary, in order to 

evaluate the possibility of the variation in the NOR size be independent or not of the 
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chromosomal rearrangement, since the loss or gain of repetitive sequences may also 

occur by other mechanisms. 

Holoaden luederwaldti has relatively few amount of heterochromatin, 

exhibiting slightly stained C-bands, predominantly in the centromeric region of all 

chromosomes. This heterochromatin is clearly AT-rich, because it appeared with 

brilliant fluorescence after DAPI staining. With CMA3 only the site of the NOR 

appeared with fluorescent labelling due to their GC-richness. 

The subfamily Holoadenine comprises 45 species distributed in six genera, 

one of them Holoaden (FROST, 2010). Nevertheless, only Barycholos ternetzi was 

hitherto karyotyped so far, showing 2n=22 and FN=38 (CAMPOS et al., 2008, 

SIQUEIRA Jr et al., 2009). Despite of H. luederwaldti has a smaller diploid number 

than B. ternetzi, it is important to noticed that the first five chromosome pairs of these 

two species are morphologically very similar, probable homeologous. The marked 

karyotype difference is ascribed to the remaining four pairs of H. luederwaldti and the 

six in B. ternetzi, so that, with exception of the pair 9 of both species, all other 

chromosomes have discrepant morphologies. Most probably, structural 

rearrangement like chromosome fusions might be responsible for the reduction of the 

2n in H. luederwaldti, while inversions would have changed the morphologies of 

some chromosome pairs. The pair 11 of B. ternetzi, which includes Ag-NOR bearing 

chromosomes, might be homeologous of the chromosomes pair 8 of H. luederwaldti 

assuming the possibility of a pericentric inversion, altering the rDNA site. Certainly, 

cytogenetic data of other representatives of Holoadeninae provide a better 

comprehension of the chromosome evolution in this group. It is also important to 

determine the karyotype constitution of the new species H. pholeter (POMBAL JR et 

al., 2008), as well as, of a presumptive unknown species collected in Salesópolis, 

SP, according to these last authors and identified as H. luederwaldti by Heyer et al. 

(1990). 

In our sample of seven individuals, one of the male showed polyploidy, with 

2n=3x=27 chromosomes. Several mechanisms are responsible for the origin of a 

triploid individual, such as the fusion of a diploid female gamete with normal haploid 

spermatozoa. Non-reduced oocytes may be formed, among others mechanisms, by 

meiotic non-disjunction, by retention of the secondary polar body, occurring 

spontaneously or under diverse factors, such as shock of temperature. The triploidy 

in the specimen of H. luederwaldti might be originated by one of these mechanisms, 
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similarly to what has been reported in fishes collected in the same geographical 

region of the animals of our sample. According to Garcia et al. (2003), the origin of 

the triploidy in the fish Rhamdia sp. was explained by drastic temperature decrease, 

due to hailstorm, very frequent in that locality. The triploidy in H. luederwaldti could 

also be a resulte of natural hybridisation between specimens with diploid and 

tetraploid constitution. For this reason, analyses of more specimens of H. 

luederwaldti are indicated in order to verify the occurrence of other triploid individuals 

in the same locality or, eventually, specimens with tetraploid karyotype.  
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Considerações Finais 

 

Há várias décadas que a família Leptodactylidae tem sido alvo de inúmeros 

questionamentos sobre a sua taxonomia e sistemática, tem sido a monofilia testada 

sob diversos aspectos desde o início dos anos 1970. Nas dezenas de trabalhos 

publicados sobre o assunto, Leptodactylidae sempre se mostrava polifilética, mas 

nenhum grande arranjo foi introduzido para as espécies, a não ser divisões entre 

subfamílias ou grupo de espécies. Após o ano de 2006, graças aos avanços na 

tecnologia de sequenciamento de genes, grandes revisões foram realizadas e 

resultaram em mudanças significativas na taxonomia e sistemática dos anfíbios em 

geral. Leptodactylidae, em particular, passou por uma drástica redução no número 

de gêneros, de modo que apenas quatro dos 57 descritos até então, permaneceram 

na família. É importante ressaltar que nenhuma dessas revisões levou em conta 

dados citogenéticos. Mesmo considerando os representantes que pertenciam à 

antiga família Leptodactylidae, o número de espécies cariotipadas é relativamente 

pequeno, isto é, cerca de 270 entre mais de 1000 descritas. Além disso, a grande 

maioria dos estudos foi baseada apenas em informações obtidas com coloração 

convencional ou até mesmo em análises de células meióticas, em que somente o 

número de cromossomos foi determinado. 

Nesse contexto, analisamos os cariótipos de 28 espécies, 14 delas pela 

primeira vez, pertencentes a 13 gêneros alocados em oito diferentes famílias, sendo 

elas Brachycephalidae, Centrolenidae, Cycloramphidae, Eleutherodactylidae, 

Hemiphractidae, Leiuperidae, Leptodactylidae e Strabomantidae. Com exceção de 

duas espécies de centrolenídeos e Brachycephalus ephippium, todas as demais 
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estavam incluídas em Leptodactylidae antes das revisões ocorridas em 2006 e 2008. 

Foram encontrados em nossa amostra números diploides de 2n=18 para Holoaden 

luederwaldti; 2n=20 para Vitreorana eurygnatha e V. uranoscopa; 2n=22 para 

Adelophryne baturitensis, Brachycephalus ephippium, Ischnocnema guentheri, I. 

manezinho, I. parva, Leptodactylus furnarius, L. fuscus, L. latrans, L. mystaceus, L. 

podicipinus, L. syphax, Odontophrynus americanus, Physalaemus barrioi, P. cuvieri 

e P. moreirae; 2n=23 para Leptodactylus sp. (aff. bokermanni); 2n=24 para L. 

marmoratus; e 2n=26 em Cycloramphus boraceiensis, C. brasiliensis, C. 

ryakonastes, Flectonotus sp., Gastrotheca microdiscus, L. hylaedactylus, Thoropa 

miliaris e Zachaenus parvulus. 

Quando os dados cromossômicos aqui obtidos, juntamente com os 

disponíveis na literatura, são sobrepostos às árvores filogenéticas aceitas 

atualmente, é possível observar sobreposição entre as relações de proximidade 

estabelecidas a partir de análises moleculares e citogenéticas. Sem dúvida, as 

informações sobre o cariótipo podem corroborar ou refutar filogenias realizadas com 

base em estudos de sequenciamento de genes, de morfologia ou de outros 

caracteres. No caso das alterações ocorridas na composição da antiga família 

Leptodactylidae os dados cromossômicos corroboram as sugestões propostas, 

fortalecendo a redistribuição da maioria de suas espécies em outras famílias. 

Algumas das mudanças ocorridas em Leptodactylidae necessitam ainda de 

revisões, como é o caso da sinonimização de Adenomera, Lithodytes e Vanzolinius 

à Leptodactylus. Os dois primeiros gêneros são muito relacionados entre si também 

do ponto de vista cromossômico, mas apresentam algumas particularidades 

cariotípicas, como 2n discrepantes, que os diferenciam cariologicamente dos demais 

representantes do gênero. Entre as espécies pertencentes ao antigo gênero 

Adenomera que foram analisadas na presente Tese, algumas variações foram 

observadas, como um caso de fusão entre dois cromossomos telocêntricos em um 

único macho amostrado de Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), bem como alteração 

na morfologia do par 12 e diferenças no número e localização de Ag-RON entre 

populações de L. cf. marmoratus. Tais fatos mostram a necessidade de cariotipar 

novos exemplares de Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) para verificar se a fusão 

ocorrida no exemplar amostrada é um fato fortuito ou se está presente em outros 

representantes. Além disso, é interessante a coleta de novos exemplares para que 

seja feita uma identificação mais precisa da espécie com base em um maior número 
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de representantes e, se for o caso de uma espécie nova, descrevê-la. Quanto a L. 

cf. marmoratus, a análise de diferentes populações pode, sem dúvida, auxiliar nas 

questões de taxonomia da espécie, que tem sido considerada por vários 

herpetologistas como um complexo de espécies. O uso de técnicas mais precisas, 

como FISH com sonda de DNAr, pode ajudar na verificação da ocorrência de RON 

múltiplas e de variação interpopulacional no número e localização de sítios 

portadores de RON. Indubitavelmente, a citogenética comparativa pode ser uma 

importante ferramenta na busca de relações de filogenia entre as espécies que 

foram sinomizadas à Leptodactylus e aquelas que já estavam alocadas no gênero. 

Seria interessante incluir nessas análises exemplares de L. discodactylus, 

antigamente Vanzolinius discodactylus, ainda que a espécie, aparentemente, não 

apresente problemas de taxonomia. 

Em Holoaden luederwaldti (Strabomantidae), além de uma variação na 

morfologia do par 8 e no tamanho e posição do sitio portador de RON, foi descrito 

um caso de triploidia natural, evento relativamente incomum em anuros. Tal 

indivíduo triploide deve ter sido formado pela junção de gameta não reduzido, 

provavelmente o da fêmea. É relevante considerar que a região de coleta de H. 

luederwaldti da nossa amostra é passível de tempestades com rápida queda de 

temperatura, o que pode levar a não eliminação do corpúsculo polar, como já 

sugerido para alguns casos de peixes naturalmente triploides. O aumento do número 

de representantes cariotipados da espécie pode indicar a extensão da ocorrência 

das variações encontradas nos cromossomos 8 e no padrão de RON e, também, o 

quão frequente é a formação de triploides na população. 

É, portanto, altamente interessante que estudos citogenéticos sejam 

realizados em novos exemplares das famílias aqui amostradas, assim como, na 

medida do possível, sejam utilizadas técnicas mais refinadas, incluindo as de 

citogenética molecular, principalmente a de hibridação in situ fluorescente (FISH) 

com uso de sondas marcadoras de regiões específicas dos cromossomos. A 

obtenção de sondas de cromossomos inteiros para FISH cross-species seria muito 

relevante para auxiliar no entendimento dos mecanismos responsáveis pela 

diferenciação cariotípica entre esses anuros e para estabelecer relações cariotípicas 

mais efetivas entre as espécies. 
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Karyotypic analyses on three species of the Leptodactylus from Brazil showed 2n�24 in L. cf. marmoratus, 2n�23 in

Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), and 2n�26 in L. hylaedactylus, with distinct numbers of bi and uni-armed

chromosomes. Leptodactylus cf. marmoratus presented a variation as regard to the morphology of pair 12. All specimens

of L. cf. marmoratus had Ag-NOR in pair 6, confirmed by FISH, but the sample from one of the localities presented

additional Ag-NOR, in one of the chromosomes 8. In Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) and L. hylaedactylus the

chromosome pairs bearing Ag-NOR are 11 and 7, respectively. The C banding patterns are predominantly centromeric, but

only in L. marmoratus this heterochromatin appeared very brilliant with DAPI. On the other hand, bright labelling was

noticed with CMA3 in the three species, on the Ag-NOR site. The data obtained here are in accordance with the proposed

phylogeny to the genus, and the chromosomal analyses in these Leptodactylus showed that the karyotype evolution was

based mainly in centric fusion and pericentric inversion.
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The species previously identified as belonging to the

genus Adenomerawere allocated in Leptodactylus after

the revision of FROST et al. (2006), but the relation-

ships of both genera have long been a target of many

discussions. Firstly, the species A. marmorata was

renamed L. marmoratus by HEYER (1973), due to its

geographic distribution and several morphological

characteristics shared with some Leptodactylus, as

size, shape, texture and colour pattern. Soon after,

HEYER (1974) carried out an extensive revision on the

relationships within the subfamily Leptodactylinae,

using primitive and derived states for 50 morphologi-

cal characters. The study showed that the relationships

in the marmoratus group were better explained by

placing the species in a distinct genus, so the name

Adenomera was revalidated. Several other papers have

dealt with this question using distinct parameters

(HEYER 1975, 1977, 1998; HEYER and MAXSON

1982; ANGULO et al. 2003; KOKUBUM and GIARETTA

2005), and in all of them the genera Adenomera and

Leptodactylus were accepted, although their separa-

tion was not very clear. HEYER (1998) and KOKUBUM

and GIARETTA (2005) presented evidence that Adeno-

mera renders Leptodactylus paraphyletic, and that the

genus Lithodytes was the sister-taxon of Adenomera.

The revision of FROST et al. (2006), based predo-

minantly on molecular data, introduced great changes

in all the Amphibia class, and according to it, the

number of genera in the family Leptodactylidae, was

reduced from 57 to 11, and soon after, to four, by

GRANT et al. (2006). Leptodactylus, the most speciose

of them with 85 species, includes currently the former

Leptodactylus and the representatives of Adenomera,

Lithodytes and Vanzolinius (FROST 2008). Some of the

remainder genera were distributed into other families,

some of them already recognised and others revali-

dated or created. Nevertheless, many questions about

the new taxonomy still exist.

Leptodactylus marmoratus is a species-complex and

the correct identification of the specimens probably is

hindered by the very similar morphology (ANGULO

et al. 2003). In fact, KWET (2006) suggested that

populations of L. marmoratus from southern Brazil

belong to, at least, four distinct species, so that these

specimens must be treated as L. cf. marmoratus.

Relatively few species of Leptodactylus have hitherto

been karyotyped and almost all of them are char-

acterised by 2n�22 chromosomes (revisions in KING

1990; KURAMOTO 1990; AMARO-GHILARDI 2005).

The exceptions are L. andreae and L. hylaedactylus

with 2n�26, L. marmoratus and L. silvanimbus with

Hereditas 146: 104�111 (2009)
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ambiental de empreendimentos. O material biológico coletado deverá ser utilizado para atividades científicas ou didáticas no âmbito do ensino superior.

4
A autorização para envio ao exterior de material biológico não consignado deverá ser requerida por meio do endereço eletrônico www.ibama.gov.br (Serviços on-line -
Licença para importação ou exportação de flora e fauna - CITES e não CITES). Em caso de material consignado, consulte  www.ibama.gov.br/sisbio - menu
Exportação.

5
O titular de licença ou autorização e os membros da sua equipe deverão optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possível,
ao grupo taxonômico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforço de coleta ou captura que não comprometa a viabilidade
de populações do grupo taxonômico de interesse em condição in situ.

6
Este documento não dispensa o cumprimento da legislação que dispõe sobre acesso a componente do patrimônio genético existente no território nacional, na
plataforma continental e na zona econômica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimônio genético, para fins de pesquisa científica,
bioprospecção e desenvolvimento tecnológico.

7
Em caso de pesquisa em Unidade de Conservação Federal, o pesquisador titular deverá contactar a administração dessa unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS
das expedições, as condições para realização das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

8
As atividades contempladas nesta autorização NÃO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangência nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameaçadas de extinção, sobreexplotadas ou ameaçadas de sobreexplotação.

Equipe
# Nome Função CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 Simone Lilian Gruber Doutoranda 213.065.498-33 268467250 SSP-SP Brasileira
2 Célio Fernando Batista Haddad Colaborador 064.348.668-28 10.946.838 SSP/SP-SP Brasileira
3 Hideki Narimatsu Iniciação Científica 255.419.248-04 272674497 ssp-SP Brasileira
4 Thiago Gazoni Mestrando 321.565.288-96 32794800-0 SSP-SP Brasileira

Locais onde as atividades de campo serão executadas
# Município UF Descrição do local Tipo

1 SP Estado de SÃ£o Paulo Fora de UC
2 MG Estado de Minas Gerais Fora de UC
3 RJ Estado do Rio de Janeiro Fora de UC

Atividades X Táxons
# Atividade Táxons

1 Captura de animais silvestres in situ
Bufonidae, Centrolenidae, Brachycephalidae, Ranidae, Microhylidae, Leptodactylidae,
Leiopelmatidae, Hylidae

2 Coleta/transporte de amostras biológicas in situ
Ranidae, Bufonidae, Centrolenidae, Hylidae, Leiopelmatidae, Leptodactylidae, Microhylidae,
Brachycephalidae

3 Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ
Brachycephalidae (*Qtde: 10), Bufonidae (*Qtde: 10), Centrolenidae (*Qtde: 10), Hylidae (*Qtde:
10), Leiopelmatidae (*Qtde: 10), Leptodactylidae (*Qtde: 10), Ranidae (*Qtde: 10), Microhylidae
(*Qtde: 10)

4
Manutenção temporária (até 24 meses) de vertebrados silvestres
em cativeiro

Ranidae, Microhylidae, Brachycephalidae, Bufonidae, Centrolenidae, Hylidae, Leiopelmatidae,
Leptodactylidae

SISBIOEste documento (Autorização para atividades com finalidade científica) foi expedido com base na Instrução Normativa Ibama nº154/2007. Através do

código de autenticação abaixo, qualquer cidadão poderá verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da página do
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5 Observação e gravação de imagem ou som
Ranidae, Bufonidae, Centrolenidae, Hylidae, Leiopelmatidae, Leptodactylidae, Microhylidae,
Brachycephalidae

* Qtde. de indivíduos por espécie/localidade/unidade de conservação, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos
1 Método de captura/coleta (Anfíbios) Bioacústica, Armadilha de queda “pit fall“, Captura manual

Destino do material biológico coletado
# Nome local destino Tipo Destino

1 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA coleção
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Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biológico
De acordo com a Instrução Normativa Ibama nº154/2007, a coleta imprevista de material biológico ou de substrato não
contemplado na autorização ou na licença permanente deverá ser anotada na mesma, em campo específico, por
ocasião da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatório de atividades. O transporte do
material biológico ou do substrato deverá ser acompanhado da autorização ou da licença permanente com a devida
anotação. O material biológico coletado de forma imprevista,  deverá ser destinado à instituição científica e, depositado,
preferencialmente, em coleção biológica científica registrada no Cadastro Nacional de Coleções Biológicas (CCBIO).

Nivel Táxon* Qtde. Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nível taxonômico mais específico possível.
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