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Resumo

Resumo

Até recentemente, a familia Leptodactylidae era considerada polifilética, mas
nenhum dos trabalhos realizados antes de 2006 resolveu essa polifilia. Nesse ano,
quase que simultaneamente, duas grandes revisbes foram publicadas, com base
principalmente em sequenciamento génico e sem considerar dados citogenéticos,
resultando em filogenias que mudaram radicalmente a taxonomia e a sistematica de
muitos grupos de anuros. Leptodactylidae foi uma das familias que passou por
grandes transformagdes, sendo os géneros reduzidos de 57 para apenas quatro. Na
presente Tese, foram analisados os cari6tipos de nove espécies do género
Leptodactylus e 19 representantes de familias relacionadas a Leptodactylidae, cujos
dados sao apresentados em trés partes.

No primeiro capitulo sdo apresentados cariotipos com 2n=20, nos exemplares
de Vitreorana eurygnatha e V. uranoscopa (Centrolenidae); 2n=22, em Adelophryne
baturitensis (Eleutherodactylidae), Brachycephalus ephippium, Ischnocnema
guentheri, |. 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). Sao também descritos o padrao de
Ag-RON e bandamento C para a grande maioria das espécies. Os dados

cromossémicos aqui obtidos, juntamente com os disponiveis na literatura, foram
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avaliados a luz das arvores filogenéticas atuais, tendo sido observada grande
concordancia com as alteracdes propostas.

O segundo capitulo trata dos cari6tipos de trés espécies de Leptodactylus que
pertenciam ao género Adenomera, com 2n=24 em L. cf. marmoratus, 2n=23 em
Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), e 2n=26 em L. hylaedactylus, com diferentes
nameros de cromossomos de um ou dois bracos. Os exemplares de Leptodactylus
cf. marmoratus mostraram uma variagdo com relacdo a 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 tém, adicionalmente, Ag-RON em um
dos cromossomos 8. Em Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) e L. hylaedactylus a
Ag-RON esta localizada nos pares 11 e 7, respectivamente. O padrao de banda C é
predominantemente centromérico, sendo DAPI-positivo apenas nos cromossomos
de L. cf. marmoratus. Por outro lado, sitios brilhantes com CMA; coincidentes com a
Ag-RON séao visualizados nas trés espécies. Os dados obtidos sugerem que a
evolucao cariotipica no género é baseada, principalmente, em fusdes céntricas e
inversdes pericéntricas.

No terceiro capitulo, & descrito, pela primeira vez, o caridtipo de Holoaden
luederwaldti com 2n=18 cromossomos. Um uUnico exemplar da amostra apresentou
2n=3x=27, resultante de uma triploidia natural. Outra variagcdo encontrada se refere
a dois tipos morfolégicos de cromossomos 8, em condicdo heteromorfica, tanto em
macho quanto em fémea, ou homomorfica subtelocéntrica, ndao tendo sido
observado cariétipo com dois cromossomos submetacéntricos. A localizagdo da Ag-
RON é no par 8, na regido intersticial quando o cromossomo € subtelocéntrico e
proximal quando submetacéntrico, confirmada pela técnica de FISH com sonda de
DNAr. A banda C centromérica é brilhante com DAPI, e a que aparece no mesmo
sitio da Ag-RON ¢é fluorescente com CMAgz. A sonda telomérica hibridou na regiao
dos teldmeros de todos os cromossomos, sem evidéncia de marcagao intersticial.
Estudos de novos exemplares de H. luederwaldti seriam interessantes para avaliar a
extensdo da variacdo na morfologia dos cromossomos 8, bem como a frequéncia

com que ocorrem individuos triploides na populagéo.
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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 CMAgz, 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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Introducao Geral

A taxonomia e sistematica da familia Leptodactylidae: um breve
historico de alteracoes e incertezas

A familia Leptodactylidae tem sido, desde o inicio da década de 1970, alvo de
muitas discussdes sobre a taxonomia e, principalmente, sobre a sistematica de suas
espécies. Até o ano de 2006, a familia agrupava 57 géneros 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 Unico impresso
na forma de uma publicacao foi o do ano de 1985, tendo sido os demais ja na forma
online, periodicamente atualizados, até o extenso trabalho realizado em 2006
(FROST et al., 2006). A partir de entdo, Frost retomou a disponibilizagdo dos dados
de taxonomia e sistematica de anuros e anfibios em geral, em 2006, 2008, 2009 e a
mais recente em abril de 2010, permitindo o acesso rapido as alteracoes
introduzidas na classe.

Um dos trabalhos marcantes que trata das questdes de taxonomia e
sistematica de Leptodactylidae foi realizado por Lynch em 1971 que, com base em
algumas sinapomorfias, propbs a criacdo de quatro subfamilias para agrupar os
leptodactilideos, correspondendo a Ceratophryinae, Hylodinae, Leptodactylinae e
Telmatobiinae. Pouco tempo depois, Heyer (1975), ainda com base em caracteres
morfolégicos, acrescentou a subfamilia Grispicinae. Em seguida, Frost (1985)
revalidou a proposta de quatro subfamilias 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
numero de subfamilias, ndo 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 morfologicos e moleculares, porém, nenhuma proposta
mais conclusiva sobre a taxonomia e sistematica da familia foi apresentada. Na
revisdo de Faivovich et al. (2005), feita para a familia Hylidae com base em dados
de sequenciamento de DNA e algumas poucas informacdes citogenéticas, a
subfamilia Hemiphractinae foi retirada de Hylidae e alocada, sem maiores
comentarios, em Leptodactylidae.

A classe Amphibia apresentava, de um modo geral, conflitos na taxonomia e
sistematica, e isso motivou a realizagdo de uma extensa revisdo coordenada por
Frost (FROST et al, 2006) que, principalmente com base em dados de
sequenciamento de genes mitocondriais € nucleares, resultou em uma significativa
mudanca para os anfibios. Dentre as familias que mais passaram por alteracoes
estda Leptodactylidae, de modo que os géneros das seis subfamilias até entao
sugeridas, isto é, Ceratophryinae, Cycloramphinae, Eleutherodactylinae,
Hemiphractinae, Leptodactylinae e Telmatobiinae, foram em sua grande maioria
realocados em novos taxons. Assim, apenas 11 dos 57 géneros 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 géneros foram distribuidos nas familias
Batrachophrynidae, Brachycephalidae, Cycloramphidae, Ceratophryidae e
Thoropidae, bem como em Amphignathodontidae, Cryptobatrachydae e
Hemiphractidae, essas trés ultimas criadas para acomodar as espécies de
Hemiphractinae. A grande maioria das familias mencionadas, com excecao de
Brachycephalidae, constitui novos taxons que foram propostos por Frost et al.
(2006). A analise dos dados moleculares resultou em trés agrupamentos distintos
entre o0s antigos leptodactilideos, sendo dois separados pelas familias
Limnodynastidae e Myobatrachidae, e o terceiro pelas familias Hylidae e
Centrolenidae (Figura 1).
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Mesmo apos o exaustivo trabalho de Frost et al. (2006), em que foi analisado
um grande numero 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 publicacdo com implicacdes taxonémicas no grupo
de dendrobatideos e seus relacionados. Nessa revisdo, Leptodactylidae foi
novamente analisada, tendo sido observado que a familia ainda nao era
monofilética. Dessa forma, os autores apresentaram uma nova proposta para a
sistematica e a taxonomia da familia, reduzindo-a para apenas quatro géneros, pois
somente  Leptodactylus,  Hydrolaetare,  Paratelmatobius e  Scythrophrys
permaneceram como Leptodactylidae. Os demais sete géneros passaram a compor
a nova familia Leiuperidae. E 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 modificacdes, Leptodactylidae deixou de ser considerada a
mais diversificada entre os vertebrados, compreendendo atualmente apenas 97
espécies, pois o entdo género Eleutherodactylus, o0 mais especioso entre o0s
vertebrados, com mais de 800 espécies, deixou de pertencer a familia.
Primeiramente, esse género foi alocado por Frost et al. (2006) na familia
Brachycephalidae e, mais recentemente, de acordo com uma extensa revisdo
realizada por Hedges et al. (2008), os antigos Eleutherodactylus passaram a
constituir, junto com outros géneros, o grupo denominado Terrarana. Foi entao
confirmada a hipotese de polifilia de Eleutherodactylus e suas espécies reagrupadas
em diversos géneros de diferentes familias, 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 leptodactilideos possuem uma ampla distribuicdo geografica
ocupando a regiao sul da América do Norte, toda a América do Sul e algumas ilhas
situadas na regidao do Caribe (FROST, 2010). Em particular, sdo muito abundantes
no Brasil, em especial na Mata Atlantica e Amazénia, de modo que mais de 70
espécies possuem ocorréncia em territério brasileiro, sendo varias delas endémicas
(SBH, 2010). Esse numero, no entanto, é certamente maior, pois existem muitas
espécies ainda ndo descritas. Uma confirmacao disso é a constante descricdo de

7



Introducao Geral

novas espécies no decorrer dos ultimos anos (GIARETTA e COSTA, 2007;
BERNECK et al., 2008; CARAMASCHI et al., 2008; GARCIA et al., 2009).

Além disso, ha espécies fazendo parte dos chamados complexos de espécies, que
necessitam de andlises mais detalhadas.



espécies

20 Telmatobufo venustus
—————_ Caudiverbera caudiverbera
Philoria sphagnicola
Adelotus brevis
Neobatrachus sudelli
Neobatrachus pictus

318

Notaden melanoscaphus
Limnodynastes ornatus
Lechriodus fletcheri
Heleioporus australiacus
Limnodynastes dumerilii
Limnoi dynasl‘es lignarius
Limno dynasl‘es salmini
Limno dynasfes peronif
Limnodynastes depressus
Mixophyes carbinensis
Rheobatrachus silus
Taudactylus acutirostris
Crinia signifera
Crinia nimbus
Paracrinia haswelli
Assa darlingtoni
Geocrinia victoriana
Uperoleia laevigata
FSDpicospfna flammocaerulea
'seudophryne bibroni
Pseudophryne coriacea
Myobalrachus gouldii
etacrinia nichollsi
Arenophryne rofunda
Hemiphracius hefiof

Ischnocnema quixensis
Eleutherodactylus binotatus
Barycholos ternetzi
Brachycephalus ephippium
Eleutheradactylus juipoca

345

Craugastor plivicanorus
Euhyas planirostris
Syrrhophus marnocki
Syrrhophus nitidus

Craugastor bufoniformis
Craugastor auqusti
Craugastor alfredi
Craugastor rhodopis
Craugastor cf. ranoides
Craugastor punctariolus
Stefania evansi

367

349

L Cryplobatrachus sp.
Flectonoifus sp.

366

368)
371

372

I” — Gastrotheca cf. marsupiata
39,3|: Gaslrotheca fissipes

Hylidae

Allophryne ruthveni
Hyalinobatrachium fleischmanni
Centrolene prosoblepon
Cochranella bejaranoi

425 Centrolene geckoideum

424

Pleurodema brachyops
Edalorhina perezi
Physalaemus gracilis
Pseudopaludicola falcipes
Paratelmatobius sp.
Sg{vrhmphrys Sawayae
Adenomera hylaedactyla
Lithodytes lineatus
Leptodactylus fuscus
Lepfodactylus ocellatus
Vanzolinius discodactylus
Telmatobius cf. simonsi
Telmatobius fahuira

441 Telmatobius sp.

440

Batrachyla leptopus
Aie!%gnathus patagonicus
Lepidobatrachus laevis
Ceratophrys cranwelli
Chacophrys Fferroffr X
Crossodactylus schmidli
Megaelosia ?oea‘dﬁ

s Hylodes phyilodes

51 -
Cycloramphus boraceiensis
453
— R%querma darwinii
455 Hylorina sylvatica
Alsodes gargola
Eupsophus calcaratus
Limnomedusa macroglossa
Proceratophrys avelinoi
Qdontophirynus americanus
Qdontophrynus achalensis
Thoropa miliaris
Mannophryne trinitatis
Colostethtis undulatus

461

Allobates femoralis
Ameerega boulengeri
Phobobates silverstonei
Phyllobates lugubris
Minyobates claudiae
Dendrobates auratus

Introdugao Geral

taxonomia antiga

I Leptodactylidae:
Telmatobiinae 1

Limnodynastidae

Rheobatrachidae

Myobatrachidae

Leptod.: Hemiphractinae 1
Leptodactylidae:
Eleutherodaciylinae 1
Brachycephalidae

Leptodactylidae:
Eleutherodactylinae 2

Leptodactylidae:
Hemiphractinae 2

Allophrynidae

Centrolenidae

Leplodactylidae:
Leptodactylinae 1
Leptodactylidae:
Cycloramphinae 1

Leptodactylidae:
Leptodactylinae 2

Leptod.: Telmatobiinae 2

Leptod.: Ceratophryinae 1

Leptodactylidae:
Cycloramphinae 2

Rhinodermatidae

Leptod.: Telmatobiinae 3

Leptod.: Leptodactylinas 3
| Leptod: Ceratophryinae 2

Leptod.: Cycloramphinae 3

Dendrobatidae

taxonomia nova

I Batrachophrynidae

Limnodynastidae

Myobatrachidae

Hemiphractidae

Brachycephalidae

[ Cryptobatrachidae

l Amphignathodontidae

Centrolenidae: Allophryninae

Centrolenidae: Centroleninae

Leptodactylidae

Ceratophryidae
Cycloramphidae; Hylodinae
Cycloramphidae: Cycloramphinae

Thoropidae

Dendrobatidae

Figura 1- Parte modificada da arvore filogenética de maior parcimdnia apresentada em Frost

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

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

Hylidae, ndo mostrada em detalhe nessa figura, e Centrolenidae
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3 Pseudopaludicola falcipes 650

2
12 Pleuraderta brachyops 630
43 Edalorhina perezi 531
Physalaemus gracilis TIES

—— Melanophryniscus klappenbachi 217

19 Cyclorarmphus boraceiensis 890
—__ &b

inoderma darnwini 1115

3 Thoropa miliaris 1186

4 Fl Hylorina sylvatica
—E: Eupsophus calcarafus GIT
< Alsodes gargola 653

B Limnomeadusa macroglossa 651
57 Proceratophrys avelingi 306
47 Odontophrynus achalensls 889

Odaonfophrynus americanus 309

Dendraphryniscus minutus 532

L 49 Afefopus zetek 1034

4 Crassodactylus schmidll 145
75 Megasiosia gosldi 611
137 Hyiodes phyllodas 859
— Hylodes phyliodes 1152

158 )

25

Rhasbo haemalificus 356

Atalopus spurralli 1275
B
—1__ Rhaebo guitatus TJ2
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Leptodactylidae 1

Ceratophryidae

Cycloramphinae
+ Thoropidae

Leptodactylidae 2

Bufonidae

Hylodinae

Dendrobatidae

Figura 2. Parte da arvore filogenética de maior parciménia 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 leptodactilideos, o clado

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

e Cycloramphidae
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Os estudos cromoss6micos em Leptodactylidae e familias relacionadas

A citogenética de vertebrados tem passado por grandes avancgos nos ultimos
anos, principalmente por causa da utilizacdo cada vez mais frequente de técnicas
mais resolutivas e diversificadas de diferenciacdo cromossémica e, como
consequéncia, os estudos de cromossomos deixaram de ser baseados somente na
observacdo de células coradas convencionalmente (SUMNER, 1990; VERMA e
BABBU, 1995). Os primeiros estudos citogenéticos de anfibios, inclusive no Brasil,
apresentavam em sua maioria somente o niumero diploide da espécie, muitas vezes
determinado pela analise de células meiéticas (MORESCALCHI, 1973). Apesar das
limitagbes técnicas, os trabalhos, como o0s realizados inicialmente por
citogeneticistas brasileiros como Becak e seus colaboradores (BECAK et al., 1966;
BECAK, 1968; BECAK et al., 1967; BECAK e BECAK, 1974), identificaram casos
importantes e inquestionaveis de variagbes numéricas e estruturais de autossomos,
presenca de supernumerarios € cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados, tanto pela analise de preparacdes mitéticas quanto meidticas.

Sem duvida, a coloragdo convencional fornece informagbes relevantes,
porém, o advento das técnicas de Ag-RON e de bandamento C, possibilitou a
identificacdo de sitios particulares dos cromossomos, correspondentes
respectivamente, as regides organizadoras de nucléolo (nUmero e posicao) e as
regides de heterocromatina (distribuicdo e quantidade). Variacdo tanto no numero
como na localizacdo das Ag-RON tém sido observadas com frequéncia, podendo ser
marcadores populacionais, ou mesmo interespecificos, em varios grupos zoolégicos,
incluindo os anfibios anuros (entre outros, LOURENCO 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 relacao ao padrao de banda C, além de variagdes
interpopulacionais quanto a distribuicdo e quantidade de heterocromatina (ANANIAS
et al., 2007a; CAMPOS et al., 2008), pode-se comprovar a ocorréncia de inversao
pericéntrica, como mostrado em Leptodactylus latrans (na ocasiao Leptodactylus
ocellatus) por Silva et al. (2000a), em que o referido rearranjo foi corroborado pela
posicdo da banda C. A técnica de banda C tem sido importante também na
identificacdo de cromossomos sexuais que sdo homomorficos com coloragéao
convencional, sendo distinguidos apenas pelo padrdo de bandamento C (SCHMID et
al., 2003; BARALE et al., 1990).

11
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Nos ultimos anos, o emprego mais rotineiro de coloracdo com fluorocromos
base-especificos, de incorporacao de 5-bromodeoxiuridina (BrdU) para identificagao
de bandas de replicacdo e de localizacdo de regides especificas pela técnica de
hibridacdo in situ fluorescente (FISH), permitiram a identificacdo de marcadores
citologicos mais elucidativos para o entendimento dos mecanismos de evolucao
cromossdmica e das modificacdes ocorridas nos cariétipos. E importante ressaltar
que tais abordagens tém, além disso, fornecido dados para se conhecer a
organizacao e constituicao molecular de regides cromossémicas particulares e, em
certa extensdo, tém contribuido para a taxonomia e sistematica. De fato, pela
comparacao mais efetiva dos cariétipos, possibilitam o estabelecimento do grau de
proximidade de espécies e as vezes a identificacdo de novas entidades especificas,
seja nos casos de complexos de espécies ou de espécies cripticas.

O uso de fluorocromos base-especificos tem sido importante, pois esses
corantes mostram a natureza molecular de regiées repetitivas, inclusive daquelas
que nao sao necessariamente marcadas pela banda C. Atualmente, séao
empregados diferentes tipos de fluorocromos sendo os mais comuns o DAPI (4°6-
diamidino-2-fenilindol) que ¢é AT especifico e CMAz (cromomicina As);
adicionalmente, para melhorar a intensidade dos sinais ou promover o aparecimento
de um outro padrdo, pode-se realizar uma contra-coloragcdo com corante nao-
fluorescente, como distamicina A e actinomicina D, que sdo respectivamente, AT e
GC-especificos (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 continuos ou descontinuos, usando diferentes tempos de
duracéao. As diferencas dos padrdes de marcacgao, por sua vez, sdo conseguidas por
varios tipos de coloragdo (DUTRILLAUX e COUTURIER, 1981; MIURA, 1995). Com
essa técnica, podem ser diferenciadas bandas eucromaticas dos tipos G ou R, assim
como as regides de heterocromatina que sao de replicacao 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 homdélogos,
principalmente nos casos em que 0s cromossomos estdo 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).

12
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Certamente, o desenvolvimento das técnicas de FISH constitui um dos
maiores avangos dentro da citogenética, ja que diversos tipos de sondas podem ser
utilizadas, como a sonda de DNAr dos tipos 18S, 28S e 5S, DNA teloméricos e de
regides repetitivas em geral, principalmente as presentes nos cromossomos B e as
ligadas na diferenciagdo de cromossomos sexuais. O advento dessa técnica
forneceu uma ampla variedade de marcadores citolégicos, culminando na aplicacao
de FISH com sondas obtidas a partir de fragmentos cromossémicos curtos, bragos
cromossémicos, ou até mesmo cromossomos inteiros, que podem ser obtidas pela
metodologia de microdisseccdo, que consiste na raspagem de apenas um
cromossomo ou parte dele, seguido de amplificacdo e marcacao (WEIMER et al.,
1999).

Uma técnica mais elaborada para obtencdo de cromossomos inteiros
destinados a experimentos de pintura cromossémica € a de citometria de fluxo, e as
sondas obtidas permitem a realizagdo de técnicas mais sofisticadas como o FISH-
multi-color (M-FISH), que consiste na hibridacdo de varios cromossomos
simultaneamente. O uso do M-FISH possibilita a aplicacdo de FISH-cross-species,
ou seja, que o genoma de uma espécie seja hibridado em preparacgdes citoldgicas
de outra. Diversos trabalhos, inclusive realizados por pesquisadores brasileiros, tém
sido efetuados nos ultimos anos, principalmente para a comparacao 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 formacdo de cadeias de
multivalentes em ornitorrinco (GRUTZNER et al., 2004) e de trivalentes em
morcegos com sistema multiplo de cromossomos sexuais (NORONHA, 2006). Mais
recentemente, tem-se observado com mais frequéncia a utilizagcao de FISH em fibras
de DNA (fiber-FISH), de modo que € possivel verificar de maneira precisa a
localizagdo e organizacdo das regides 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
compreensdo dos mecanismos envolvidos nos rearranjos responsaveis pela
diferenciacao dos cari6tipos. Com isso, comparacoes mais efetivas podem ser feitas
e questdes pendentes sobre sistematica de grupos zooldgicos, incluindo os anfibios

anuros, podem, sem duvida, serem elucidadas.
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De acordo com extensos levantamentos de informacdes citogenéticas feitos a
partir da década de 1990 (KING, 1990; KURAMOTO, 1990), pode-se dizer que um
namero relativamente pequeno de espécies de leptodactilideos, cerca de 270 entre
mais de 1100 (AMARO-GHILARDI, 2005), havia sido cariotipado antes das
modificacdes taxondmicas preconizadas por Frost et al. (2006) e Grant et al. (2006).
Apds ambas as revisbes somam-se pouco mais de 40 o numero 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; BECAK, 1968; BECAK et al.,
1970; BRUM-ZORRILLA e SAEZ, 1968; LEON, 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
géneros da familia, isto é, Paratelmatobius e Scythrophrys, possuem apenas quatro
espécies cariotipadas dentro de cada género (LOURENCO et al., 2000; LOURENCO
et al., 2003; LOURENCO et al., 2007). E importante ressaltar que nenhuma das trés
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 publicagcdes mais recentes apresentam informacdes
obtidas com uso de coloracao diferencial, de modo que dados sobre cromossomos
de Leptodactylidae sdo ainda bastante escassos frente a grande diversidade e
ampla distribuicdo do grupo em territério brasileiro.

Na atual familia Leptodactylidae, pode-se observar uma predominancia de
caridtipos com 2n=22, porém, esse numero esta praticamente restrito as espécies de
Leptodactylus, pois todos os exemplares de Paratelmatobius e Scythrophrys
cariotipados até o presente possuem 2n=24. E importante ressaltar que os cariétipos
com 2n=22 de Leptodactylus sdo altamente similares incluindo cromossomos do tipo
metacéntrico e submetacéntrico, com algumas constituicbes variantes nas quais
aparecem cromossomos telocéntricos. Dentro do género Leptodactylus, sao
encontradas também variacdes no numero 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 género Adenomera, e ainda Leptodactylus lineatus com
2n=18 (BOGART, 1970) descrita anteriormente como Lithodytes lineatus.

Mesmo considerando os dados cariotipicos das espécies que pertenciam a
antiga familia Leptodactylidae, o nimero diploide de 2n=22 é, em certa extensao, o
mais encontrado, sendo que determinados grupos mostram adicionalmente uma
grande conservagao cariotipica, com pouca ou nenhuma variagcdo também em
relagdo a morfologia e tamanho dos cromossomos, sendo praticamente todos do
tipo metacéntrico ou submetacéntrico. De fato, pode-se constatar uma alta
similaridade entre caridtipos de Leptodactylus e de outros géneros, como
Physalaemus, Engystomops e Eupemphix, atualmente alocados na familia
Leiuperidae. Por outro lado, na familia Leiuperidae ha géneros que mostram uma
grande variabilidade no numero diploide, como é o caso de Pseudopaludicola com
2n= 16, 18, 20 e 22 (SAEZ e BRUM, 1960; BECAK, 1968; BRUM-ZORRILLA e
SAEZ, 1968; BATISTIC et al., 1969). Outro exemplo é o género Eleutherodactylus,
sensu Frost et al. (2006), que foi considerado um caso extremo de abundancia de
namero de espécies e de variagao cariotipica intragenérica, pois entre mais de 100
espécies cariotipadas dentre as mais de 800 descritas, havia registros de nimeros
diploides de 2n=18, 20, 22, 24, 26, 30, 31, 32, 34 e 36 (revisao em CAMPOS e
KASAHARA, 2006). As variacoes cariotipicas até entdao observadas, tanto no
namero como na morfologia dos cromossomos, tém sido explicadas por rearranjos
diversos como inversdes pericéntricas e fusao/fissao, embora nem sempre se tenha
uma confirmacado por técnicas usuais de bandamento. Tal fato vem reforcar a
proposta de Hedges et al. (2008) de que Eleutherodactylus era completamente
polifilético.

Adicionalmente, ha casos em que a variacdo do nimero de cromossomos é
decorrente de poliploidia, que esta presente em espécies como Ceratophrys aurita
com 2n=8x=104 (BECAK 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,
BECAK 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).

Diferenca cariotipica 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 (LOURENCO et al, 1998; LOURENCO et al, 1999;
LOURENCO et al., 2000) e para representantes do género 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
multiplos de determinagdo do sexo XiXiXoX2: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 familia
Cycloramphidae.

E importante observar que dentre as diversas familias que hoje passaram a
alocar os antigos leptodactilideos, algumas sequer tiveram representantes
cariotipados; no caso de outras, apenas uma unica espécie ou um sé género foi
analisado do ponto de vista citogenético. E, portanto, imprescindivel que novos
estudos cromossémicos, preferencialmente com bandamentos, sejam realizados nas
espécies dos atuais Leptodactylidae e de familias relacionadas, pois assim sendo,
mais elementos elucidativos podem ser obtidos para a compreensdao dos
mecanismos de evolug¢édo que conduzem a diferenciacdo dos cariétipos. Sem duavida,
a citogenética pode ser uma importante ferramenta para auxiliar nas questdes de

taxonomia e sistematica que ainda existem nesses anuros.
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Objetivos

Os antigos leptodactilideos eram numericamente os mais abundantes entre
0s anuros, especialmente no Brasil, sendo endémicas muitas das espécies. Apesar
da diversidade, poucos representantes foram estudados citogeneticamente,
mostrando um cariétipo em geral conservado, pelo menos com coloragao
convencional. Nos ultimos anos, ocorreram drasticas modificagdes na taxonomia e
sistemadtica, algumas delas ainda nao completamente esclarecidas, como resultado
de revisbes baseadas principalmente em sequenciamento de genes, com nenhuma
contribuicdo de dados cromossGmicos. Desenvolvemos, entdo, o presente trabalho
de citogenética, no qual foram estudadas ndo sO espécies dos atuais
Leptodactylidae como também de familias a ela relacionadas, com a finalidade de
aumentar o conhecimento sobre seus cromossomos, principalmente com coloragao
diferencial e também avaliar em que medida a citogenética poderia contribuir para o
esclarecimento de questdes que os trabalhos de revisdo de taxonomia e sistematica

deixaram abertas.

No presente trabalho, sdo apresentados:

- 0s caridtipos 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 coloragdo convencional, Ag-
RON e banda C, na maioria dos casos;

- 0s cari6tipos de Leptodactylus marmoratus, Leptodactylus hylaedactylus e
Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) (Leptodactylidae) que, até a primeira revisao de
2006, pertenciam ao género Adenomera, analisados com técnicas de coloracao
convencional, Ag-RON, banda C, fluorocromos base-especificos e FISH com sonda
de DNAr;

- 0 cari6tipo inédito de Holoaden Iuederwaldti (Strabomantidae), com
descricao de um caso de triploidia natural, analisado com coloracdo convencional,
Ag-RON, banda C, fluorocromos base-especificos e FISH com sondas de DNAr e

DNA telomérico.
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Na presente tese, foram analisados exemplares pertencentes a 28 espécies,
distribuidas em 13 géneros e oito familias (Tabela 1). Os animais amostrados foram
por nés coletados em diferentes periodos da elaboracao do trabalho (Licenca IBAMA
No. 14434-1 e 18681-1. Anexo) e por outros colaboradores. A identificacdo dos
espécimes foi feita pelo Prof. Dr. Célio F. B. Haddad, do Departamento de Zoologia,
Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP. Ap6s o sacrificio, os exemplares
foram fixados em formol 10%, conservados em alcool 70% e depositados na
Colecao de Anfibios (CFBH) do Departamento de Zoologia desse Instituto, com os
seus respectivos niumeros de tombo. Em algumas espécies, devido ao pequeno
tamanho dos exemplares, nao foi possivel a determinacao do sexo.

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

quantidade amostrada, sexo e numero de tombo na Colecdo de Anfibios do Departamento de

Zoologia
Espécie Local de coleta Qu:ggg‘a)de Numero CFBH
Adelophryne baturitensis Vigosa do Ceara, CE 4? 25852, 54-55, 61
Brachycephalus ephippium Sao José do Barreiro, SP 5F, 17 22562-67
llha 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 M A815
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Gastrotheca microdiscus Pilar do Sul, SP 1M 11541
Holoaden luederwaldti Campos do Jordao, SP 2F, 5M 19550-56
Vitreorana eurygnatha Pocos de Calda, MG 1M A934
Vitreorana uranoscopa Sao 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
Leptodactylus hylaedactylus Amapa, AP 2F, 2M 17155-58
Macapa, AP 5F, 3M, 1J 17146-54
Porto Velho, RO 2F 17159-60
Leptodactylus marmoratus Salesdpolis, SP 1J 13650
Santa Branca, SP 19F, 5M 11511-12
11514-25
11532-37
Sao Luiz do Paraitinga, SP 1M, 1J A499, A370
llha de Alcatrazes, SP 4F, 1M, 1J 17137-43
Ubatuba, SP 1M 13651
Leptodactylus latrans Camanducaia, MG 2M AB677, A681
Ilha do Bananal, GO 1J 25872
Leptodactylus mystaceus Macapa, 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 Sao 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 Petropolis, RJ 1M 10173
Zachaenus parvulus Petropolis 1M 10175
F=fémea M=macho J=jovem ?=sexo nao identificado
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Métodos e Técnicas

Basicamente, as preparacbes citoldgicas para o estudo de cromossomos
mitoéticos e meibdticos dos anuros foram obtidas seguindo-se Schmid (1978) e
Baldissera Jr et al. (1993). Esses procedimentos, assim como as demais técnicas
citogenéticas de coloracdo e de marcacao cromossdmica, constam da apostila de
autoria de S. Kasahara (nédo publicada) adotada no Laboratério de Citogenética de
Anuros do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro,

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

Obtencao das preparacoes citolégicas a partir de epitélio intestinal,
segundo Schmid (1978)

O animal é tratado previamente com colchicina 1% na proporgéo 0,1mL/10g
do animal, por um periodo de 4 horas. Decorrido esse tempo, o exemplar é
anestesiado com lidocaina 5% em creme, o animal o intestino inteiro é retirado e
aberto longitudinalmente, sendo entdo colocado em solucdo hipotdnica de KCI
0,075M e mantido por 45 minutos em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo,
dois procedimentos podem ser seguidos: (a) o intestino inteiro € colocado em uma
placa de Petri com fixador Carnoy (3 partes de metanol para 1 parte de acido
acético) recém preparado e gelado, e raspado com a ajuda de uma espatula e a
suspensao, centrifugada passando pelo menos por dois banhos de fixador antes da
preparacao das laminas; (b) o intestino inteiro € armazenado em tubo criogénico
contendo fixador e nesse caso, um pequeno pedaco do intestino é raspado em

fixador fresco, no momento da preparacao da lamina. Eventualmente, também foram
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retirados testiculos e amostras de outros tecidos ou érgaos e preparados de acordo
com a metodologia descrita a seguir.

Obtencao das preparacoes citologicas a partir de baco, figado, medula
ossea e testiculo, segundo Baldissera Jr et al. (1993)

Preparagdes citologicas foram também obtidas de medula 6ssea, figado e
testiculos. Nesse caso, o exemplar é previamente tratado com fitohemaglutinina, na
proporcao aproximada de 0,1mL/10g de peso do animal, por cerca de 24 a 48 horas,
e aproximadamente 12 horas antes do sacrificio, é injetada solugdo de colchicina
0,01%, na mesma propor¢cdao da fitohemaglutinina. O animal é anestesiado com
lidocaina 5%, dissecado, sdo retiradas as tibias e os fémures, sendo o canal 6sseo
lavado sucessivamente com KCI 0,075M para remover toda a medula, e biépsias de
figado e os testiculos sdo dissociadas com injecdes de solucdo hipotonica. As
suspensoes celulares sao incubadas a 37°C por 45 minutos e decorrido esse tempo,
sao feitos trés pré-fixacdes por cinco minutos cada com cerca de seis gotas de
fixador Carnoy. A suspensao é centrifugada por nove minutos a 1000 rpm, o
sobrenadante descartado e sdo feitos dois novos banhos de fixador. As suspensdes
sdo mantidas em geladeira por cerca de 24 horas, e antes da confec¢ao de laminas,
ou sao transferidas para tubos criogénicos e armazenadas em freezer -20°C por um

periodo mais longo.

Confeccao das laminas

As laminas sdo imersas em alcool absoluto comercial e secas com um pano
macio. Sao, entao, colocadas sobre um suporte em banho-maria a 60°C, de modo
que a agua figue bem proxima da lamina. Apds alguns segundos uma ou duas gotas
da suspensdo desejada sdo pingadas e as laminas rapidamente secas ao ar. Antes
de aplicar as técnicas de coloracao, as laminas séo envelhecidas por pelo menos 24

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

Coloracao convencional pelo Giemsa

A lamina é submetida a uma hidrélise em HCI 1N por cinco minutos a 60°C, e
apos lavagem com agua destilada, corada por sete minutos com solucéo de Giemsa
em tampéao de sodio e fosfato, pH 6,8 (1ImL de solucao comercial de corante em
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30mL de tampao). Uma nova lavagem ¢€ feita e a lamina é posta para secar a

temperatura ambiente.

Marcacao das regioes organizadoras de nucléolo pelo nitrato de prata
(Ag-RON), segundo Howell e Black (1980)

A lamina é hidrolisada por trés minutos em HCI 1N a 60°C, e em seguida,
lavada com agua destilada e seca ao ar. Sobre a lamina sdo entdo pingadas uma
gota de solucao coloidal reveladora (gelatina a 2% com &acido férmico) e duas gotas
de solucao de nitrato de prata a 50%. A lamina € coberta com laminula e incubada
em banho-maria a 60°C por cerca de dois minutos em uma placa de Petri
umedecida. Apds lavagem com agua destilada, é feita uma coloracdo rapida de
cerca de 30 segundos com solucdo de Giemsa, a mesma utilizada para coloracao
convencional. Pode-se empregar a técnica de Ag-RON de maneira sequencial em
laminas previamente analisadas com colocaragao convencional e nesse caso, o0 6leo
de imersao € retirado com lavagens sucessivas em alcool absoluto, e apds
reidratacdo da lamina por cerca de 10 minutos e submetida ao procedimento acima,

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

Marcacao de regides heterocromaticas (banda C), segundo Sumner
(1972)

E feita uma hidrélise da Iamina por 45 minutos em HCI 0,2N em temperatura
ambiente. ApGs lavagem em agua destilada, é incubada por um tempo variavel de
20 a 40 segundos em solugdo de hidroxido de bario octahidratado a 5% a
temperatura de 60°C. A lamina é passada rapidamente em HCI 1N a 60°C, lavada e
incubada por 45 minutos em 2xSSC, também a 60°C. Em seguida, a lamina é
corada por 15 minutos com solucao de Giemsa, a mesma usada para coloracao

convencional.

Coloracao por fluorocromos AT e GC-especificos com uso de
Distamicina (A), segundo Schweizer (1980)

Sao colocados sobre a lamina 120uL de DA, que é coberta com laminula e
incubada no escuro por 15 minutos. Em seguida, a laminula é retirada com jatos de
agua corrente durante um minuto, a lamina é incubada em tampao Mcllvaine por

cinco minutos, sobre ela, sem seca-la, sdo colocados 120uL de Cromomicina As
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(CMA3) e coberta com laminula, e incubada por 60 minutos no escuro. A laminula é
retirada com jatos de agua corrente e a lamina novamente incubada em tampao
Mcllvaine por cinco minutos. Decorrido esse tempo, é imersa em solucdo de
Distamicina A (DA), preparada com 100uL de solugéo estoque (0,2ug/mL) e 50mL
de tampéao Mcllvaine, por 15 minutos. A lamina €, entdo, lavada com jatos de agua
corrente por um minuto e incubadas em tampao Mcllvaine por cinco minutos. Em
seguida, a lamina é cuidadosamente seca com papel absorvente e montada com
laminula, usando 50uL de sacarose 50% ou glicerol. A lamina é guardada no escuro
por um tempo variavel de um a trés meses antes da observagdo ao microscédpio de

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

Coloracao por fluorocromos AT e GC-especificos sem uso de
contracorante, segundo Christian et al. (1998)

A lamina é incubada em solucdo de formamida a 70% diluida em 2xSSC,
aquecida a 70°C, por cerca de 2 minutos. Sdo dados dois banhos em 2xSSC a
temperatura ambiente por 2 minutos cada e, em seguida, a lamina é passada em
série alcoodlica gelada (70%, 90% e 100%), por 2 minutos cada. Depois de bem
seca, sdo colocados sobre ela 80uL de CMA; (20pg/mL em CloMg a 32mM). O
material € coberto com laminula e deve permanecer em camara escura na geladeira
por cerca de 30 minutos. Em seguida, a lamina é passada por trés banhos de 1x
PBS a temperatura ambiente por 2 minutos cada e, sem que seca-las
completamente, montar a laminula com 50uL de DAPI + antifading (80uL de DAPI a
2uL/mL dissolvido em 1mL de antifading). Aguardar no minimo 10 minutos, retirar o
excesso de liquido com papel filtro e observar em microscépio de fluorescéncia com
os filtros adequados.

Hibridacao in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNAr
Preparacao da sonda HM123 de Meunier-Rotival et al. (1979)
A sonda HM123 de Xenopus laevis foi marcada por nicktranslation utilizando
o kit BioNick™ Labelling System da Invitrogen, seguindo as instrugdes do fabricante.
Em tubo criogénico, no gelo, sdo colocados 5uL de dNTPmix 10x, 10uL de
sonda (100ng/mL), 5uL de mix de enzima 10x, e 25uL de agua ultra-pura. A solugao
€ centrifugada a 15000rpm por 5 segundos e incubada a 16°C por 40 minutos.

Decorrido o tempo de incubacédo, sdo colocados 5uL de stop-buffer, 5uL de acetato
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de sbédio 3M e 100uL de etanol absoluto gelado. O tubo com a solugcdo é
armazenado em freezer -20°C por 3 horas, e depois centrifugado a 15000rpm por 15
minutos. O sobrenadante € descartado e adicionado 50uL de etanol 70% gelado,
seguido de centrifugacéao a 15000rpm por 5 minutos. O sobrenadante € novamente
descartado e, apds secar completamente a sonda, sdo acrescentados 20uL de agua

ultra-pura

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

Sobre a lamina é colocado 150uL de RNase (100ug/mL) e depois de coberta
com laminula, é incubada a 37°C por 1h. Decorrido esse tempos sdo dados trés
banhos de 3 minutos cada em solucao de 2xSSC. A lamina é, entdo, desidratada em
série alcodlica a 50%, 75% e a 100%, por 3 minutos cada, e seca em temperatura
ambiente. Desnaturar a lamina em solucédo de formamida 70% a 70°C por 2 minutos,
e lavar em 2xSSC gelado por 2 minutos, seguida de desidratacdo em serie alcodlica
por 2 minutos cada. Sem secar completamente a lamina, é colocado 10ul de sonda
por area de hibridagdo, que deve ser coberta com laminula. A lamina é incubada
overnight a 37°C, em um recipiente forrado com papel toalha umedecido com
solucdo de formamida utilizada para desnaturacdo. Em seguida, sdo dados dois
banhos em formamida 50% a 37°C por dois minutos cada, e apés, dois banhos em
2xSSC a 37°C por 2 minutos cada. Sao dados dois banhos em PBT por 5 minutos
cada, e em seguida, é acrescentado na lamina 100uL de anti-biotina e coberta com
laminula. A lamina é incubada em placa umedecida com PBS ou PBT a 37°C por 45
minutos. Decorrido esse tempo, a lamina é lavada em dois banhos de PBT por 5
minutos cada. E entdo colocado sobre a lamina 100pL de anti-goat IgG-FITC,
coberta com laminula e incubada em placa umedecida com PBS ou PBT a 37°C por
45 minutos no escuro. Apds a incubacéao, as laminulas sdo coradas por 10 minutos
em solucdo preparada com 100uL de DAPI (0,2mg/mL) em 80mL de agua destilada,
e em seguida montadas com 30uL de antifading.

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

Preparacao da sonda telomérica (TTAGGG)n

Os procedimento de obtencdo e marcacdo da sonda telomérica foram
baseados em uma reacdo de PCR de marcacao utilizando 2,5uL de tampéo da
polimerase, 0,7uL de MgCl 2M, 2uL de dATP, 2uL de dCTP, 2uL de dGTP, 1uL de
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dTTP, 1uL de 16-dUTP-biotina ou 11-dUTP-digoxigenina, 2uL de primer TLF
(TTAGGG)s, 2uL de primer TLR (CCCTAA)s e 8,5uL de agua ultra pura. A PCR de

marcacao ocorreu com o seguinte ciclo:

Temperatura | Tempo | Repeticoes
95°C 5 min 1
95°C 40 seg 29
50°C 40 seg 29
68°C 2 min 29
68°C 5 min 1
12°C forever

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

A lamina é incubada em solucéo de formamida a 70% em 2xSSC pH7, a 70°C
por um tempo variavel entre 2 e 5 minutos, dependendo do tempo de
envelhecimentoe, em seguida, é desidratada em série alcodlica gelada 70%, 90% e
100% por 2 minutos cada, e seca ao ar. Em um tubo criogénico sdo misturados 6L
da sonda com 24pL do mix de hibridacao, preparado com 10,5uL de formamida, 6uL
de sulfato dextrano a 50%, 3uL de 20xSSC e 4,5uL de agua. A solucao assim obtida
€ aquecida a 90°C por 10 minutos e transferida imediatamente para um recipiente
com gelo. Sobre a lamina, sdo colocados 30uL da e depois de coberta com laminula,
€ incubada a 37°C por 18 horas. ApGs esse tempo, a laminula é retirada e sdo dados
dois banhos com formamida a 15% em 0,75xSSC a 43°C por 2 minutos cada,
seguido de dois banhos com 2xSSC, também a 43°C, por 2 minutos cada, e,
finalmente, mais trés banhos com 2xSSC misturado com 0,1% de triton a 43°C por 2
minutos cada. E acrescentado 50uL de tampao de bloqueio (leite em p6 desnatado a
5% em 2xSSC e 1% de triton) na I&mina e essa é incubada por 5 minutos em
temperatura ambiente. Apds a lavagem com 2xSSC, 6uL do anticorpo FITC diluido
em 24uL do tampao de bloqueio sdo colocados na lamina por 30 minutos a 37°C.
Depois de lavagem em 2xSSC a 43°C por 2 minutos, sao feitos dois banhos em
2xSSC com 0,1% triton a 43°C por 2 minutos cada. Em seguida, 6uL do anticorpo

Anti-Avidina FITC na diluicado 1:100 da solugao comercial sdo colocados sobre a

26



Métodos e Técnicas

lamina, a qual é incubada por 30 minutos a 37°C. Finalmente, é feita uma lavagem
em 2xSSC a 43°C por 2 minutos e duas em 2xSSC com 0,1% de triton a 43°C por
dois minutos cada.

Quando a sonda é marcada com Digoxigenina, apenas um anticorpo é
utilizado. Nesse caso, 30uL de anti-digoxigenina sao colocados sobre o material € a
lamina é incubada a 37°C por 30 minutos.

Para a visualizagdo no microscopio, a lamina é corada com DAPI (100uL de
DAPI na concentracdo de 2mg/mL em 80mL de agua destilada) por 10 minutos e
montada com laminula usando 25uL de antifading.

27



Analise cromossOmica

Analise cromossOmica

As preparagdes cromossodmicas submetidas aos diferentes procedimentos de
coloragao e de marcacao cromossémica foram analisadas ao microscépio de luz e
as melhores metafases ou fases meibticas posteriormente fotografadas ao
fotomicroscopio Zeiss, sob um aumento de 1000x, utilizando-se filme preto e branco
Copex HDP 13, da Agfa, o qual é revelado com Dektol diluido 1:4 a 25°C por 6
minutos. O processo de interrupcao foi feito com acido acético 28%, diluido na
proporcado de 1:19 em agua destilada, e a fixagdo, com fixador endurecedor 1:1 por
cerca de 15 minutos. Quando coradas com fluorocromos, as metéfases foram
observadas e fotografadas sob luz ultravioleta em microscépio de fluorescéncia
Leica DMLB com filtros adequados, sob um aumento de 1000x, utilizando-se filme
preto e branco T-Max da Kodak. Para a revelagao desse, € utilizado D76 ou Microdol
puro, a 20°C, durante 9 minutos sob agitacdo, a interrupcao feita com acido acético
28%, diluido na proporcao de 1:19 em &gua destilada, e a fixagdo, com fixador
endurecedor a 20°C por 15 minutos. As cépias do material fotografado foram obtidas
no ampliador fotografico e feitas em papel Kodabrome I, RC, F-3, da Kodak ou em
papel llford Multigrade 1V-RC de Luxe.

Para a documentacao fotografica do material citologico foi utilizada também a
captura digital de imagens, com luz comum ou de fluorescéncia, no fotomicroscépio
Olympus BX51 acoplado a uma camera digital Olympus modelo D71. As imagens
foram capturadas e processadas no programa DPControler.

As montagens dos cariogramas foram feitas a partir de impressao das fotos
obtidas de negativos, copiadas em papel ou digitalizados, bem como por meio de
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programas de edicdo de imagens quando obtidas por captura. O emparelhamento
dos pares foi feito por inspecédo visual e em ordem decrescente de tamanho,
adotando-se a nomenclatura proposta por Green and Sessions (1991, 2007) de
cromossomos metacéntrico, submetacéntrico ou subtelocéntrico para os elementos
de dois bragos, e de telocéntrico, 0s que apresentavam somente um braco.
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Capitulo I

Constituicao cariotipica em seis espécies de Leptodactylus (Leptodactylidae) e
em 18 representantes das familias Brachycephalidae, Centrolenidae,
Cycloramphidae, Eleutherodactylidae, Hemiphractidae e Leiuperidae

(Amphibia, Anura)
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Capitulo I

Resumo

Considerando as grandes mudancas ocorridas em Leptodactylidae apo6s as
revisbes de filogenia, realizadas principalmente com base em sequenciamento
génico, apresentamos os dados citogenéticos de seis espécies de Leptodactylus e
18 representantes de familias relacionadas a Leptodactylidae, totalizando 12
cariétipos inéditos. Foram encontrados trés numeros 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 padrdado de Ag-RON e de distribuicdio da banda C foi
determinado para a grande maioria dos representantes, sendo espécie-especifico
em varios casos. Os caribtipos das espécies aqui amostradas, juntamente com os
disponiveis na literatura, indicam a formagdo de agrupamentos com constituicdes
cariotipicas semelhantes, o0s quais coincidem com os clados das arvores
filogenéticas aceitas atualmente. Portanto, os dados cromossémicos obtidos no
presente trabalho dao suporte as reestruturacdoes propostas para a taxonomia e
sistematica da antiga familia Leptodactylidae.
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Introducao

As grandes revisdes de taxonomia e sistematica realizadas nos ultimos cinco
anos promoveram substanciais mudangas 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 familias que foram criadas
ou revalidadas. Uma familia que passou por uma grande reestruturagdo foi
Leptodactylidae que, até o ano de 2006, compreendia 57 géneros e, apds a revisao
de Frost et al. (2006), foi reduzida para 11, passando, logo em seguida, com Grant et
al. (2006), para apenas quatro, isto €, Leptodactylus, Hydrolaetare, Paratelmatobius
e Scythrophrys. A grande maioria das revisdes foi baseada principalmente em dados
de sequenciamento de genes mitocondriais e nucleares, sem levar em conta
nenhuma informagéo citogenética. Apenas no trabalho de Faivovich et al. (2005)
foram considerados alguns poucos dados citogenéticos.

A antiga familia Leptodactylidae foi considerada nao-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
ja havia sido constatada por Lynch (1971), com base em caracteres morfologicos e,
mais tarde, por outros autores que alegaram nao 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 taxonémico foi proposto, a ndo ser algumas modificagcbes na divisdo das
subfamilias.
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Segundo levantamentos realizados por King (1990), Kuramoto, (1990),
Amaro-Ghilardi (2005) e Campos e Kasahara (2006), o numero de espécies de
Leptodactylidae cariotipadas correspondia a mais de 270 entre as cerca de 1100
espécies conhecidas. Na presente data, apdés as revisdes de 2006, totalizam
aproximadamente 40, distribuidas em quase todos os géneros, com excecado de
Hydrolaetare, ainda sem nenhuma espécie cariotipada. Os atuais leptodactilideos
possuem uma ampla distribuicdo geografica e, em particular, com abundancia no
Brasil, incluindo muitos casos de endemismo (FROST, 2010). Mesmo com
ocorréncia em quase todo o territério brasileiro, sdo relativamente escassos os
estudos citogenéticos realizados em representantes da nossa fauna, sendo a
maioria dos trabalhos da década de 1970 e baseados apenas em coloragcao
convencional (BECAK, 1968; BECAK et al., 1970; BOGART, 1970; DENARO, 1972,
entre outros). Mais recentemente foram realizados trabalhos com varias técnicas de
coloragao diferencial (KASAHARA et al., 1998; SILVA et al., 2000a; SILVA et al.,,
2004; LOURENCO et al., 2000; LOURENCO et al., 2003; LOURENCO 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 excecao de B. ephippium, V. eurygnatha e V. uranoscopa,
estava incluida na familia Leptodactylidae. A espécie B. ephippium, foi amostrada
por ter relacdo com alguns representantes que pertenciam a Leptodactylidae,
enquanto V. eurygnatha e V. uranoscopa pertencem a familia Centrolenidae, que foi
considerada por diversos autores como proxima dos leptodactilideos. Tais analises
foram baseadas em coloragao convencional, marcacao de Ag-RON e bandamento
C, com a finalidade de aumentar o conhecimento sobre as constituicdes cariotipicas
e 0s possiveis mecanismos envolvidos na sua diferenciagdo, bem como para avaliar
em que medida os dados citogenéticos dao suporte as alteracdes propostas pelas

revisdes de taxonomia e sistematica.
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Material e Métodos

Andlises citogenéticas foram feitas em 24 espécies de 12 géneros de sete
familias (Tabela 1), totalizando 86 exemplares provenientes de diversas localidades
do Brasil (Tabela 1 do item Material). Todos os exemplares amostrados estao
depositados na Colecdo de Anfibios CFBH do Departamento de Zoologia do Instituto
de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP.

As preparagcées cromossdmicas foram obtidas a partir de medula 6ssea,
figado, baco e testiculos, de acordo com Baldissera Jr et al. (1993), ou de epitélio
intestinal, segundo Schmid (1978), com pequenas adaptacées em ambos 0s casos.
A coloragdo convencional foi realizada com Giemsa diluido em tampao de sédio-
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 bracos
foram classificados por inspecdo visual como metacéntrico, submetacéntrico ou
subtelocéntrico, e os de um sé brago, como telocéntrico, seguindo a nomenclatura
de Green e Sessions (1991, 2007).
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Resultados

Os resultados obtidos sdo apresentados de forma sumarizada na Tabela 1 e
descritos a seguir.

Familia 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 € um metacéntrico grande;
0s pares 2 a 7 sao grandes e médios, apresentando uma diminuicdo gradativa de
tamanho, com os pares 2, 3 e 7 submetacéntricos, o par 4 subtelocéntrico e os pares
5 e 6 metacéntricos; os demais pares sdo pequenos e tém morfologia de dificil
definicao, sendo do tipo metacéntrico ou submetacéntrico. Leptodactylus podicipinus
apresenta também 2n=22, mas NF=36 (Figura 2b), devido a morfologia telocéntrica
dos pares 7,9, 10 e 11, sendo os demais equivalentes em tamanho e morfologia aos
cromossomos das outras espécies. A Ag-RON esta localizada nos bracos curtos dos
cromossomos 8, na regido terminal em L. fuscus e L. latrans (Figura 1c) e intersticial
em L. furnarius e L. podicipinus (Figuras 1a, 2b), enquanto em L. mystaceus esta na
regiao intersticial dos bragos curtos do mesmo par (Figura 2a); em L. syphax a
marcagcao estd inequivocamente na regido intersticial dos bragos curtos dos
cromossomos 3 (Figura 2a). ConstricAo secundaria evidente foi observada no
mesmo sitio da Ag-RON em metéfases de L. mystaceus, L. podicipinus e L. syphax,
nao tendo sido visualizada em nenhum cromossomo das demais espécies. A banda
C marca predominantemente na regiao centromérica (Figuras 11, 12), no entanto, as

regides terminais de alguns cromossomos aparecem mais coradas, como em L.
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syphax. Bandas intersticiais sdo visualizadas em sitios coincidentes com a Ag-RON
em todas as espécies e nos bragos curtos dos cromossomos 3 e 6 de L. latrans, nos
bragos longos dos cromossomos 3 e 4 e bragos curtos dos cromossomos 8 e 9 de L.
syphax que parece também mostrar bandas pericentroméricas, principalmente nos

pares1,4e7.

Familia Brachycephalidae

As espécies B. ephippium, I. guentheri, I. manezinho e I. parva apresentam
2n=22 e NF= 44 (Figuras 3, 4). O par 1 € um metacéntrico grande; os pares 2 a 6
grandes e médios, com diminuicdo gradativa de tamanho; os demais pares, de 7 a
11 sdo pequenos. As trés espécies de Ischnocnema apresentam pares 1 e 6
metacéntricos; pares 2, 3, 4, 5 e 7 submetacéntricos; e pares 8, 9, 10 e 11 de dificil
definicdo morfoldgica, sendo metacéntricos ou submetacéntricos. Brachycephalus
ephippium mostra um cariétipo equivalente ao das espécies de Ischnocnema, exceto
o par 7 que é, indubitavelmente, subtelocéntrico e do par 5 que é metacéntrico. Em |.
guentheri e I. manezinho, a Ag-RON esta localizada intersticialmente nos bracos
longos dos cromossomos 6 (Figuras 4a, 4b), em I. parva a marcacao esta na regiao
terminal dos bracos curtos dos cromossomos 6 (Figura 4c), enquanto que em B.
ephippium é visualizada na regiao proximal dos bracos longos dos cromossomos 8
(Figura 3). Nos caridtipos de . guentheri e I. manezinho, ha uma evidente constricdo
secundaria, em sitio coincidente com a Ag-RON; em [ parva, a constricao
secundaria foi observada nos bragos curtos dos cromossomos 3 em sitio que nao foi
impregnado pela prata. O padrdo de bandamento C foi determinado em quase todas
as espécies, com excecao de . manezinho, e se caracteriza por fortes e grandes
blocos na regido centromérica-pericentromérica dos cromossomos (Figura 13).
Adicionalmente, em B. ephippium sao visualizadas marcac¢des bem sutis nos bracos
longos dos cromossomos 7 e 9.

Familia Centrolenidae

As espécies V. eurygnatha e V. uranoscopa apresentam 2n=20 e NF=40
(Figura 5), sendo observada uma diminuicdo gradativa de tamanho dos pares
grandes e médios 1 ao 8; os pares 9 e 10 sao nitidamente pequenos. Os pares 1, 5,
6 e 9 sdao do tipo metacéntrico, enquanto os pares 2, 3, 4, 7, 8 e 10,
submetacéntricos. A Ag-RON de V. eurygnatha esta na regiao intersticial dos bragcos

47



Capitulo I

curtos dos cromossomos 6 (Figura 5a) e, em V. uranoscopa, na regiao proximal dos
bragos curtos dos cromossomos 2 (Figura 5b). Uma evidente constricdo secundaria
coincidente com o sitio da Ag-RON pode ser visualizada em V. eurygnatha. A
heterocromatina C-positiva nas duas espécies é observada na regiao centromérica
de todos os cromossomos e nos sitios coincidentes com a Ag-RON (Figura 14).
Adicionalmente, em V. uranoscopa é visualizada uma banda C intersticial nos bragos

longos dos cromossomos 7.

Familia 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 metacéntrico grande; sdo grandes e médios, com
diminuicdo 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,
sdao pequenos e com morfologia de dificil classificacdo. Em O. americanus os
cromossomos 1, 5, 6 e 7 sao metacéntricos e os pares 2, 3 e 4, submetacéntricos,
enquanto os demais pares sao do tipo metacéntrico ou submetacéntrico. Nas outras
cinco espécies os cromossomos 1 e 5 sdo metacéntricos, 2, 3 e 4, submetacéntricos
e os pares de 6 a 13 sdo do tipo metacéntrico ou submetacéntrico, exceto em C.
boraceiensis no qual o par 6 é, sem duvida, telocéntrico. A Ag-RON esta na regiao
intersticial dos bracos curtos do par 3 em O. americanus (Figura 6a), € no par 6 das
outras espécies, exceto C. ryakonastes na qual o padrao nao foi obtido, sendo na
regiao proximal dos bracos longos em C. boraceiensis e T. miliaris (Figura 6b, 7b),
na regiao intersticial dos bracos longos em C. brasiliensis (Figura 6¢) e na regiao
terminal dos bragos longos em Z parvulus (Figura 7c). Constricao secundaria
evidente é visualizada na mesma posicdo da Ag-RON em O. americanus, C.
boraceiensis e C. brasiliensis. A marcacao da banda C em O. americanus é bem
sutil (Figura 15a), sendo localizada na regiao centromérica de alguns cromossomos,
intersticialmente nos cromossomos 3, no mesmo sitio da Ag-RON, e nos bracos
longos dos cromossomos 9. Cycloramphus boraceiensis e C. brasiliensis mostram
padrdao centromérico de banda C (Figuras 15b, 16a), sendo as marcacbes mais
evidentes na segunda espécie a qual, além disso, tem banda C na. Banda C
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coincidente com o sitio da Ag-RON néo foi visualizada somente em C. brasiliensis.
Em T. miliaris as bandas C sao também centroméricas (Figura 16b), e as regides
terminais da maioria dos pares cromossémicos aparecem marcadas por essa
técnica. Além disso, bandas intersticiais sdo visualizadas nos bracos curtos e longos
dos pares 1, 3 e 5, nos bracos curtos do par 2 e nos bracos longos dos pares 4 e 6,
sendo esse ultimo o portador da Ag-RON.

Familia Eleutherodactylidae

A espécie A. baturitensis tem 2n=22 e NF= 44 (Figura 8). O par 1 é um
metacéntrico grande; os pares 2 a 8 sao grandes e médios com variacao gradativa
de tamanho, e os demais, pequenos. Os pares 1 e 6 sdo metacéntricos, 0 2, 3, 8 e
11, submetacéntricos, enquanto os pares 4, 5, 7, 9 e 10 sdo subtelocéntricos. A Ag-
RON esta na regiao intersticial dos bracos longos do par 4 (Figura 8). Apesar de as
metafases disponiveis pelo bandamento C estarem incompletas, péde-se notar que
na espécie ocorre pouca heterocromatina centromérica e que o sitio da Ag-RON
mostra-se C-positivo.

Familia 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 € um metacéntrico grande; os pares 2 a 5 sdao grandes e médios, com
variacao gradativa de tamanho, e os demais pares 6 a 13, pequenos. No cariétipo de
Fectonotus sp., os pares 2, 3, 4 sdo submetacéntricos e os pares 5, 8, 11, 12 e 13,
telocéntricos, os pares 6, 7, 9 e 10 sdo do tipo metacéntrico ou submetacéntrico. Em
G. microdiscus os pares 2 a 5 sdo submetacéntricos, os pares 6 a 12 sao
metacéntricos ou submetacéntricos, enquanto o par 13 ¢é, inequivocamente,
telocéntrico. A Ag-RON em G. microdiscus esta na regiao terminal dos telocéntricos
13 (Figura 9b), ndo tendo sido localizada em Fectonotus sp. O padrao de banda C
foi obtido apenas para G. microdiscus e se caracteriza por marcagbes centroméricas
em todos os cromossomos e pericentromérica nos pares 3, 4, 10 e 11; os
cromossomos 2 e 3 tém marcagdes na regidao terminal dos bracos longos e apenas o

par 5 possui marcagao intersticial, também nos bracos longos (Figura 17).
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Familia 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 trés espécies o
cromossomo 1 é um metacéntrico grande, os pares 2 a 7 sdo grandes e médios com
variacdo gradativa de tamanho, e os pares 8 a 11, pequenos. Em P. barrioi e P.
cuvieri os pares 5 e 6 sdo metacéntricos e 2, 3, 4, e 7, submetacéntricos; enquanto
em P. moreirae os pares 2 a 7 sdo submetacéntricos. Os demais pares 8 a 11 sado
metacéntricos ou submetacéntricos em todas as trés espécies, com excec¢ao do par
11 de P. moreirae que é telocéntrico. A Ag-RON esta na regiao terminal dos bragos
longos do par 11 em P. barrioi (Figura 10a), na regiao intersticial dos bracos longos
do par 8 em P. cuvieri (Figura 10b) e na regido intersticial dos bragos curtos do par 6
em P. moreirae (Figura 10c). Em todas as espécies foram observadas uma evidente
constricao secundaria no mesmo sitio da Ag-RON. A heterocromatina C-positiva
esta na regido centromérica de todos os cromossomos das trés espécies (Figura
18). Em P. barrioi sdo observadas bandas pericentroméricas nos bracos curtos dos
cromossomos 3 e bracos longos dos cromossomos 7, além de banda C na regiao
coincidente com a Ag-RON. Em P. cuvieri, bandas intersticiais sdo visualizadas nos
bragos curtos dos cromossomos 2 e 8, sendo nesse Ultimo coincidente com o sitio
da Ag-RON. Em P. moreirae, bandas intersticiais sdo observadas apenas nos bracos
longos dos cromossomos 5 e, muito sutilmente, portanto nem sempre visivel, na

regiao da Ag-RON, ou seja, nos bracos curtos do par 6.
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Tabela 1. Morfologia dos cromossomos, nimero diploide/niamero fundamental de bragos e

posicéo da Ag-RON nas espécies analisadas

Fa}m ilia Ag-
Gengr.o par 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 2n/NF RON
Espécie
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 | 8qgp
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 | WSM | M/SM | M/SM | M/SM | M/SM | M/SM | M/SM | M/SM | 26/52 6qi
ryakonastes M| SM|SM|SM | M | MSM | M/SM | M/SM | W/SM | M/SM | M/SM | M/SM | WsSM | 26/52
Thoropa
miliaris M|SM|[SM|SM| M | WSM | SM | M/SM | M/SM | M/SM | M/SM | M/SM | W/SM | 26/52 | 6qp
Zachaenus
parvulus M|SM|SM|SM| M | WSM | W/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 | MSM | M/SM T M/SM | M/SM T T T 26/42
Gastrotheca
microdiscus M| SM|SM|SM | SM | WSM | WSM | 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 =metacéntrico

SM =submetacéntrico

ST =subtelocéntrico

T =telocéntrico

M/SM=metacéntrico ou submetacéntrico

Capitulo I

pi=regiao intersticial dos bragos curtos
pt= regiao terminal dos bragos curtos
pp= regido proximal dos bragos curtos
gp= regiao proximal dos bragos longos
gi= regido intersticial dos bragos longos
qt= regido terminal dos bragos longos
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Figura 1. Caridtipos apds coloracdo convencional com 2n=22 de (a)
Leptodactylus furnarius, (b) Leptodactylus fuscus e (c) Leptodactylus latrans. Em

detalhes sdo mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15um
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Figura 2. Caribtipos apds coloracdo convencional com 2n=22 de (a)
Leptodactylus mystaceus, (b) Leptodactylus podicipinus e (c) Leptodactylus syphax.
Em detalhes sdo mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15um
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Figura 3. Cariétipo apds coloragcdo convencional com 2n=22 de
Brachycephalus ephippium. Em detalhe é mostrado o par portador da Ag-RON.
Barra=15um

55



Capitulo I

Figura 4. Caridtipos apds coloracdo convencional com 2n=22 de (a)
Ischnocnema guentheri, (b) Ischnocnema manezinho e (c) Ischnocnema parva. Em

detalhes sdo mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15um
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Figura 5. Caribtipos apds coloracdo convencional com 2n=20 de (a)
Vitreorana eurygnatha, (b) Vitreorana uranoscopa. Em detalhes sdo mostrados os

pares portadores da Ag-RON. Barra=15um
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Figura 6. Cariétipos apds coloracdo convencional com 2n=22 de (a)
Odontophrynus americanus, com 2n=26 de (b) Cycloramphus boraceiensis e (c)
Cycloramphus brasiliensis. Em detalhes sao mostrados os pares portadores da Ag-
RON. Barra=15um
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Figura 7. Caridtipos apds coloracdo convencional com 2n=26 de (a)
Cycloramphus ryakonastes, (b) Thoropa miliaris e (c) Zachaenus parvulus. Em

detalhe sdo mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15um
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Figura 8. Cari6tipos ap6s coloragcédo convencional com 2n=22 de Adelophryne
baturitensis. Em detalhe é mostrado o par portador da Ag-RON. Barra=15um

60



Capitulo I

Figura 9. Caribtipos apds coloracdo convencional com 2n=26 de (a)
Flectonotus sp. e (b) Gastrotheca microdiscus. Em detalhe é mostrado o par

portador da Ag-RON. Barra=15um
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Figura 10. Cari6tipos apds coloragdo convencional com 2n=22 de (a)
Physalaemus barrioi, (b) Physalaemus cuvieri e (c) Physalaemus moreirae. Em

detalhes sdo mostrados os pares portadores da Ag-RON. Barra=15um
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Figura 11. Cariétipos apdés banda C de (a) Leptodactylus furnarius, (b)
Leptodactylus fuscus e (c) Leptodactylus latrans. Barra=15um
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Figura 12. Caribtipos apos banda C de (a) Leptodactylus mystaceus, (b)
Leptodactylus podicipinus e (c) Leptodactylus syphax. Barra=15um
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Figura 13. Cariétipos apdés banda C de (a) Brachycephalus ephippium, (b)
Ischnocnema guentheri e (c) Ischnocnema parva. Barra=15um
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Figura 14. Caribtipos apbés banda C de (a) Vitreorana eurygnatha e (b)
Vitreorana uranoscopa. Barra=15um
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Figura 15. Cari6tipos ap6s banda C de (a) Odontophynus americanus e (b)
Cycloramphus boraceiensis. Barra=15um
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Figura 16. Caridtipos apds banda C de (a) Cycloramphus brasiliensis e (b)
Thoropa miliaris. Barra=15um
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Figura 17. Cariétipo apés banda C de Gastrotheca microdiscus. Barra=15um
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Figura 18. Caridtipos apds banda C de (a) Physalaemus barrioi, (b)
Physalaemus cuvieri e (c) Physalaemus moreirae. Barra=15um
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Discussao

No presente trabalho, foram analisados seis representantes do género
Leptodactylus (Leptodactylidae) e 18 espécies que, com excecao de B. ephippium,
V. eurygnatha e V. uranoscopa, estavam alocadas em Leptodactylidae e atualmente
pertencem a outras familias, sendo elas Brachycephalidae, Cycloramphidae,
Eleutherodactylidae, Hemiphractidae e Leiuperidae. A espécie B. ephippium, assim
como outros 11 representantes do género, sempre esteve alocada na familia
Brachycephalidae, enquanto V. eurygnatha e V. uranoscopa, na familia
Centrolenidae, que tem sido considerada como grupo-irmao dos atuais
Leptodactylidae e Leiuperidae (FROST et al., 2006; GRANT et al., 2006; FROST,
2010). O numero 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 trés numeros diploides sao relativamente conservados dentro
de cada uma das familias amostradas, tendo sido notada discrepancia apenas em
Cycloramphidae, uma vez que O. americanus apresenta 2n=22, enquanto as demais
espécies possuem 2n=26. Com frequéncia os anfibios possuem, além de numero
diploide coincidente, morfologia cromossémica muito semelhante entre os
representantes de um grupo de espécies, género ou familia, quando observados
pela coloragcao convencional; contudo, diferencas sutis nas proporcoes de bracos de
certos cromossomos nado podem ser totalmente afastadas em alguns casos. A
conservacao cariotipica é bastante evidente em determinados grupos taxondémicos,
de modo que o mesmo caridtipo modal é encontrado para todas as espécies do

género e sao, além disso, indistinguiveis até mesmo com o uso de algumas técnicas
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de coloracao diferencial. Um exemplo dessa condicédo é o de algumas espécies dos
bufonideos do género Rhinella, que compartiham o mesmo 2n=22 com
cromossomos morfologicamente idénticos e, além disso, igual localizacdo de Ag-
RON e de distribuicao da heterocromatina C-positiva (BECAK, 1968; KASAHARA et
al., 1996; BALDISSERA et al., 1999; AZEVEDO et al., 2003; AMARO-GHILARDI et
al., 2008).

Da familia 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 ultima espécie sao inéditos. Os outros quatro representantes ja
tiveram seus cromossomos estudados por Becak (1968), Brum-Zorilla e Saez
(1968), Becak 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 diferenga cariotipica
marcante foi encontrada entre os achados de nossas amostras, assim como em
relacdo as descricoes das espécies anteriormente analisadas na literatura, embora
algumas divergéncias com relagdo a nomenclatura dos pares cromossémicos
possam existir devido aos distintos parametros de classificacdo adotados. Os
caridtipos com 2n=22 e NF=44 sdo praticamente indistinguiveis entre si pela
coloragao convencional e, no caso de algumas delas, também pelo padréo de Ag-
RON e banda C. O NF de L. podicipinus é menor devido a ocorréncia de quatro
pares telocéntricos, que se supde diferirem dos correspondentes cromossomos
homedlogos de dois bragcos por rearranjo do tipo inversdo pericéntrica (HEYER e
DIMENT, 1974; SILVA et al., 2000a). E importante enfatizar que no trabalho de
Denaro (1972) o par 11 é tratado como submetacéntrico, mas na figura apresentada
pela autora, o referido par é claramente telocéntrico, ndo diferindo, portanto, dos
resultados da presente amostra.

Além de L. podicipinus, cari6tipos contendo cromossomos telocéntricos sao
descritos para outras trés espécies, sendo elas L. latinasus, L. natalensis e L.
wagneri, que tém 2n=22 e até quatro pares de um braco s6 (BRUM-ZORRILLA e
SAEZ, 1968; BOGART, 1970; 1974; HEYER e DIMENT, 1974; SILVA et al., 2000a).
Apl6s a sinonimizagdo de Adenomera com Leptodactylus proposta por Frost et al.
(2006), a relacao de espécies do género com pares telocéntricos passou a incluir L.
andreae com 2n=26 e seis pares telocéntricos, L. hylaedactylus com 2n=26 e nove

pares telocéntricos, L. marmoratus com 2n=24 e sete pares telocéntricos e
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Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) com 2n=23 e sete pares telocéntricos, nao
considerando a fusdo heteromérfica entre um cromossomo 7 e um 9 observado no
unico exemplar analisado (BOGART, 1970; 1973; 1974; CAMPQOS et al., 2009).

Segundo Heyer e Diment (1974), caridétipos com numero alto de
cromossomos e com pares telocéntricos, como é o caso de L. hylaedactylus, indicam
uma condicdo mais ancestral dentro de Leptodactylus, de modo que a evolugao
cariotipica no género se deve por redugcdo do numero de cromossomos devida
principalmente a mecanismos de fusdo, porém, nao se descartando outros
rearranjos como as inversées. Com os dados citogenéticos acumulados, é possivel
indicar que as espécies pertencentes aos antigos géneros Adenomera e Lithodytes
estdo na linhagem ancestral dos Leptodactylus com 2n=22 (comentarios em
CAMPOS et al.,, 2009, na presente Tese). Com essas consideragdes, podemos
observar alguns estagios da evolucao cariotipica dentro de Leptodactylus: o cariétipo
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, o0s caridtipos de L. latinasus, L. natalensis, L. podicipinus e L.
wagneri, seriam mais basais do que todos os demais caridtipos com 2n=22 sem
cromossomos telocéntricos. Quanto a L. lineatus, é possivel que a espécie seja
basal, embora apresente um cariétipo com caracteristicas derivadas, ou seja, baixo
2n e auséncia de pares telocéntricos. Com relagdo ao cariétipo de L. silvanimbus
com 2n=24, sem nenhum cromossomo telocéntrico, poderia, segundo Amaro-
Ghilardi et al. (2006), ter surgido de um ancestral com 2n=22, a partir de fissao
céntrica seguida de inversdo, ou representar um cariotipo ancestral das espécies
com 2n=22, presumindo a ocorréncia de inversao pericéntrica seguida de fusao
céntrica.

Com excecéao de L. syphax, as demais espécies analisadas mostram Ag-RON
nos cromossomos 8, porém, em diferentes posicdes, confirmando dados obtidos
anteriormente para a maioria dos Leptodactylus ja cariotipados (SILVA et al., 2000a;
AMARO-GHILARDI et al., 2004; SILVA et al., 2004; AMARO-GHILARDI et al., 2006;
SILVA et al., 2006). E importante ressaltar que determinar se a localizagdo da Ag-
RON é no braco curto ou no braco longo € de certa forma subjetiva, pois o
cromossomo tem a morfologia metacéntrica, porém ha uma inequivoca diferenca na
posicdo da marcagao, que pode ser intersticial, proximal ou terminal. A localizacéao
da Ag-RON nos bracgos curtos dos cromossomos 3 em L. syphax é inédita para o
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género, pois nenhuma outra espécie cariotipada tem marcacao nesse sitio. Outras
excecoes sao L. petersi, cuja Ag-RON esta nos bragos longos dos cromossomos 4 e
L. mystacinus que apresenta trés distintos padroes interpopulacionais de Ag-RON,
correspondendo a marcacao no brago curto do par 4, no braco curto do par 8, ou
ambas no mesmo individuo (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 cariétipos entre
espécies ou mesmo entre populacoes.

As espécies de Leptodactylus do presente trabalho mostram banda C
centroméricas com algumas poucas bandas intersticiais, muitas vezes de dificil
caracterizagdo, sendo a mais comum aquela associada a Ag-RON. Tal padrao 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 marcacdes intersticiais,
como é o caso de L. latrans. Silva et al. (2000a) observaram distintos padrdes em
duas populagdes dessa espécie, sugerindo uma possivel diferenciacdo cariotipica
em um complexo de espécies de regiao de altitude e ao nivel do mar, enquanto que
Amaro-Ghilardi et al. (2004) descreveram polimorfismos de banda C em quatro
populacbées da mesma espécie. Leptodactylus latrans do presente trabalho tem
bandas intersticiais nos bracos curtos dos cromossomos 3 e 6, também visualizadas
na populacdo de Guaratuba, PR (SILVA et al., 2000a). Leptodactylus syphax foi a
Unica espécie que mostrou um padrdao de bandamento C com bandas intersticiais
mais evidentes, além de ter marcada a regiao terminal da maioria dos cromossomos.

Da familia Brachycephalidae sédo inéditos os dados de I. manezinho, ja que as
demais espécies foram anteriormente cariotipadas, isto €, B. ephippium por
Duelmann e Trueb (1994) e Ananias et al. (2006), enquanto . guentheri e I. parva,
por Becak (1968), Brum-Zorrilla e Saez (1968), Becak e Becak (1974), Siqueira Jr et
al. (2004) e, mais recentemente, por Campos et al. (2008). As trés espécies de
Ischnocnema mostraram cariétipos muito semelhantes entre si e nao diferem em
relacdo aos descritos na literatura. Brachycephalus ephippium também possui
cariétipo equivalente aos apresentados na literatura e, embora tenha o mesmo
2n=22 e NF=44 como nas trés espécies de Ischnocnema, possui um cariotipo
facilmente distinguivel, pela presenca inequivoca dos pares subtelocéntricos 4 e 7,
assim como do par metacéntrico 5, todos eles correspondentes a pares do tipo
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submetacéntrico em [ guentheri, |. manezinho e I. parva. Certamente, estudos
citogenéticos em outras espécies de Brachycephalus seriam muito Uteis para que
uma comparacao mais efetiva entre os cariotipos dos dois géneros possa ser feita,
buscando dados adicionais que corroborem a colocagdo de Ischnocnema e
Brachycephalus na mesma familia (Brachycephalidae), o que foi feito com base
principalmente em caracteres moleculares (FROST et al., 2006; HEDGES et al.,
2008).

Na espécie B. ephippium o padrdo de Ag-RON é correspondente ao
apresentado por Ananias et al. (2006), sendo as marcacdes observadas na regiao
intersticial dos bracos longos do par 8. As Ag-RON de [. guentheri e |. manezinho
estdo na posicao intersticial dos bragos longos dos cromossomos 6, ndo diferindo do
descrito para a primeira espécie por Siqueira Jr et al. (2004) e Campos et al. (2008).
Com relacéo a /. parva da nossa amostra, a Ag-RON na regiao terminal dos bracos
curtos dos cromossomos 6, € diferente do descrito por esses mesmos autores, que
relatam marcacdo semelhante & observada em /. guentheri E, sem divida,
interessante aumentar a amostra de /. parva de Biritiba Mirim, SP, para verificar se a
Ag-RON pode ser considerada um marcador para essa populacdo. Em nossa
amostra de [|. parva é possivel observar uma evidente constricdo secundaria nos
bragos curtos dos cromossomos 3, ndo descrita para nenhuma espécie de
Ischnocnema. Tal regido, que deve ser de sequéncia repetitiva, ndo foi marcada pelo
bandamento C e nem pela técnica de Ag-RON, ainda que nao se possa afastar
completamente a hipétese de que corresponda a uma regido de DNAr.

O bandamento C é bastante similar em B. ephippium, I. guentheri e I. parva
com fortes e grandes blocos visualizados na regido centromérica e pericentromérica
de todos os cromossomos, coincidindo com o padréao para elas descrito na literatura
(SIQUEIRA JR et al., 2004; ANANIAS et al., 2006; CAMPOS et al., 2008). Quanto a
B. ephippium, é possivel notar marcagoes discretas na regidao intersticial dos bragos
longos dos cromossomos 7 e 9, nao relatadas por Ananias et al. (2006), cuja
amostra apresenta marcacao C-positiva no mesmo sitio da Ag-RON, nao observada
em nossos exemplares. Essas diferencas podem ser decorrentes de artefatos
técnicos, ou mesmo uma variagédo populacional.

Apenas oito representantes descritos de Ischnocnema foram cariotipados até
0 momento, isto é, além das trés espécies analisadas no presente trabalho, sao
conhecidas as constituicbes cromossémicas de [ holti (LUCCA et al., 1974) e I.
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lactea (LUCCA e JIM, 1974) com 2n=20, /. juipoca (CAMPOS et al.,, 2008;
SIQUEIRA JR, 2008) com 2n=22, I. paulodutrai (SIQUEIRA JR, 2008) e . ramagii
(NAPOLI et al., 2009) com 2n=30. Em Campos et al. (2008) é descrito o cariétipo
para um unico individuo de uma espécie nao identificada de Eleutherodactylus, cujos
cromossomos sao idénticos aos de /. juipoca. Sendo assim, é possivel que esse
representante pertenca também a Ischnocnema, cujas espécies estavam alocadas
em Eleutherodactylus, correspondendo tal exemplar a mais uma espécie cariotipada
no género.

E possivel notar que as espécies de Ischnocnema mostram cariétipos
relativamente pouco conservados, ja que em uma amostra tdo pequena foram
encontrados 2n=20, 2n=22 e 2n=30, nem sempre com constituicdes idénticas entre
os cariétipos com o mesmo numero diploide. Os cariétipos com 2n=20 ou 2n=22
podem ser caracterizados pela presenca ou auséncia de cromossomos
telocéntricos, enquanto aqueles com 2n=30 sao diferenciados pelo par 5 que é o
Gnico cromossomo de dois bracos em uma delas. E importante ressaltar que as
espécies de Ischnocnema que mostram cariétipos semelhantes entre si estao
alocadas em um mesmo grupo de espécies, estando aquelas com 2n=20 no grupo
de I. lactea, enquanto I. guentheri e |. manezinho estdo no grupo de I. guentheri, e |.
parva no grupo de /. parva. Segundo Hedges et al. (2008), esses dois ultimos grupos
sao altamente relacionados, sugestao reforcada pelos dados cariotipicos idénticos
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 variagdo na
posicdo da Ag-RON. Com relacdo a /. juipoca, que também mostra 2n=22, tem
cariétipo mais discrepante e esta alocado no grupo de /. verrucosa, ndo associado a
nenhum dos outros dois agrupamentos citados. As duas espécies de Ischnocnema
com 2n=30, |. paulodutrai e |. ramagii, estdo alocadas no grupo de [ ramagii.
Andlises citogenéticas em outros representantes dos agrupamentos propostos por
Hedges et al. (2008) serdao importantes para verificar se, de fato, os cari6tipos sédo
de certa forma conservados dentro dos grupos, assim como para se avaliar em que
medida a localizacdo da Ag-RON pode ou nao contribuir para a caracterizacao dos
diferentes agrupamentos.

Os dados aqui apresentados para as espécies de V. eurygnatha e V.
uranoscopa sao inéditos e constituem o menor numero diploide da amostra, sendo

2n=20 e NF=40 em ambas, que possuem caribtipos praticamente idénticos com
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coloragéao convencional. No entanto, com o uso da técnica de coloracao pela prata
os cariétipos podem ser facilmente diferenciados, uma vez que a Ag-RON se
mostrou um bom marcador, pois estd localizada nos bracos curtos dos
cromossomos 6 em V. eurygnatha e nos bragos curtos dos cromossomos 2 em V.
uranoscopa. Com relacdo ao bandamento C, as marcagdes observadas para as
duas espécies sdo muito semelhantes, existindo uma sutil marcacao intersticial nos
bragos longos dos cromossomos 7 de V. uranoscopa nao observada em V.
eurygnatha. Poucas espécies de centrolenideos foram cariotipadas até o momento e
todas elas mostram numero diploide de 2n=20, estabelecidos pela andlise de células
meibticas, o que impossibilita a determinacdo da morfologia dos cromossomos
(DUELLMAN e COLE, 1965; DUELLMAN, 1967).

Nos ultimos anos diversos trabalhos tém testado a monofilia da familia
Centrolenidae sob pontos de vista morfoldégico, comportamental e molecular
(CISNEROS-HEREDIA e McDIARMID, 2006; FROST et al. 2006; CISNEROS-
HEREDIA e McDIARMID, 2007), tendo sido propostas algumas alteracdes ao nivel
genérico. Esses ultimos autores criaram um novo género denominado Nymphargus
e, além disso, sugeriram que as espécies entdo conhecidas como
Hyalinobatrachium eurygnathum, Hyalonobatrachium uranoscopum e
Hyalinobatrachium parvulum nao deveriam pertencer ao género Hyalinobatrachium.
Logo em seguida, com base em dados de sequenciamento de genes mitocondriais e
nucleares, Guayasamin et al. (2008) verificaram que as trés espécies tornavam, de
fato, o género Hyalinobatrachium nao monofilético e, mais recentemente,
Guayasamin et al. (2009) propuseram a criagcdo de um novo género denominado
Vitreorana, no qual foram alocadas H. eurygnathum, H. uranoscopum e H. parvulum,
juntamente com cinco outros representantes.

Entre as seis espécies da familia Cycloramphidae aqui analisadas, O.
americanus € a Unica que apresenta um cari6tipo 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 numero de cromossomos de O.
americanus, C. boraceiensis, T. miliaris e Z. parvulus nao diferem daqueles descritos
na literatura (revisdo em KING, 1990; KURAMOTO, 1990; AMARO-GHILARDI,
2005). E 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 hibridacao entre elas, € possivel encontrar os intermediarios
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triploides (2n=3x=36), como mencionado nas revisdes acima citadas. O cari6tipo
observado na nossa amostra de O. americanus corresponde ao descrito para
populacdes diploides analisadas por Becak et al. (1970), Bogart e Wasserman
(1972), Barrio e Pistol de Rubel (1972), Becak e Becgak (1974), Batistic et al. (1973),
Ruiz e Becak (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 cariétipo muito
semelhante entre si, sendo a Unica discrepancia a presenca inequivoca do par 6
telocéntrico em C. boraceiensis, que nas demais corresponde a um cromossomo de
dois bragos. Tal diferenca na morfologia é, muito provavelmente, decorrente de
rearranjos cromossdmicos como a inversao pericéntrica. Entre os representantes de
Cycloramphus cariotipados, apenas C. dubius (BECAK et al.,, 1970) mostra
cromossomos 6 telocéntricos, como em C. boraceiensis, o que faz com essas duas
espécies apresentem NF=50 e ndo 52, como nas demais. Amaro-Ghilardi (2005)
apresenta os cariétipos de Cycloramphus acangatam e Cycloramphus
eleutherodactylus, ambas com 2n=26 e NF=52, com cari6tipos morfologicamente
idénticos aos de C. brasiliensis, C. ryakonastes, T. miliaris e Z. parvulus.

Com relacdo a Ag-RON, a marcagédo ocorre nos cromossomos 3 de O.
americanus e nos cromossomos 6 das demais cinco espécies, ainda que em
posicdes diferentes. E importante ressaltar que o padrio de Ag-RON ndo foi
estabelecido para C. ryakonastes da nossa amostra, mas R. Noleto e colaboradores
(em preparacao) localizaram esse marcador na regido intersticial dos bragos 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 regiao marcada € proximal nos bracos curtos dos
cromossomos 1, a semelhanca de Hylodes asper e Hylodes phyllodes, ambas com
2n=26 (AMARO-GHILARDI, 2005) e que pertenciam a mesma subfamilia
Cycloramphinae antes da reestruturacao taxonémica feita por Frost et al. (2006). Em
anuros, variacao tanto no nimero como na posicao das Ag-RON, tem sido explicada
por diversos mecanismos, sendo 0s mais comuns as transposi¢cdes de elementos
genéticos moveis e amplificacdo de cistrons ribossémicos, seguidas ou néao de erros
de reinsercdo do DNAr e até mesmo por rearranjos grosseiros, como inversao
pericéntrica e translocacoes reciprocas (WILEY et al., 1989; KING, 1990; FOOTE et

78



Capitulo I

al., 1991; SCHMID et al., 1995; KAISER, 1996; LOURENCO 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 centrdbmeros mais corados, ou por falta de
regides C-positivas ou por artefatos técnicos. Apesar disso, bandas intersticiais
foram visualizadas nos bragos curtos do par 3, em sitio coincidente com a Ag-RON,
e nos bracos longos do par 9. Bandamento C em O. americanus foi descrito para
uma populagao tetraploide por Schmid et al. (1985), com ocorréncia de bandas
intersticiais nos cromossomos 3, 4 e 11. Cycloramphus boraceiensis, a semelhanca
do descrito por Silva et al. (2001) e Amaro-Ghilardi (2005), apresentou também
pouca marcacao de banda C, sendo exclusivamente centromérica e associada a
regiao da Ag-RON. Ja C. brasiliensis, com fortes bandas nas regiées centroméricas-
pericentroméricas de todos os pares, mostra um forte bloco claramente
pericentromérico nos bracos longos dos cromossomos 3. A espécie T. miliaris, por
sua vez, mostrou um padrdao de banda C mais discrepante para o grupo, pois
diversas bandas intersticiais foram observadas em, pelo menos, todos os
cromossomos grande e médios. E interessante aumentar a amostra de bandamento
C de T. miliaris para verificar se o padrdao aqui apresentado foi favorecido pela
ocorréncia de cromossomos com condensacao mais distendida, como descrito em /.
juipoca em Campos et al. (2008), ou se, de fato, ha varios blocos C-positivos
espelhados pelos cromossomos da espécie.

Na revisdo de Frost et al. (2006), o género Thoropa foi alocado na entao
criada familia 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 géneros Cycloramphus e
Zachaenus, propondo que sejam sinonimizados e, além disso, a autora propde que
Thoropa seja considerada grupo-irmao para o clado Cycloramphus+Zachaenus. Os
dados citogenéticos até agora obtidos dao suporte a essas propostas, pois 0S
cariétipos dos trés géneros parecem ser altamente conservados nao sé quanto ao
numero e morfologia cromossémica, assim como em relacdo a localizagdo da Ag-
RON nos cromossomos 6. Maxon et al. (1981) ja 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 géneros como

monofiléticos. Tais consideragdes ja haviam sido comentadas anteriormente nos
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trabalhos de Lynch (1971), que alocou Cycloramphus e Zachaenus na subfamilia
Telmatobiinae, tribo Grypiscini, e, logo em seguida, por Heyer (1975), que os
associou a Thoropa e a outros seis géneros, formando o grupo dos gripiscineos.

A espécie Adelophryne baturitensis da familia Eleutherodactylidae com 2n=22
e NF= 44, foi cariotipada pela primeira vez no presente trabalho. Em todas as
metafases analisadas pelo Giemsa, foram aplicadas sequencialmente a técnica de
Ag-RON, que mostrou marcacdo na regido intersticial dos bragos longos dos
Cromossomos 4.

O género Adelophryne esta alocado em Phyzelaphryninae que, juntamente
com Eleutherodactylinae, constitui a familia Eleutherodactylidae (FROST, 2010). E
importante ressaltar que nenhuma espécie da primeira subfamilia foi cariotipada,
enquanto que da segunda, alguns representantes possuem o mesmo numero
diploide de Adelophryne baturitensis (ver revisao em CAMPOS e KASAHARA,
2006). Sem duvida, estudos cromossémicos mais detalhados e em maior numero de
representantes da familia seriam de grande importancia para se conhecer a
diversificacao cariotipica dentro de Eleutherodactylidae, assim como para se ter
elementos mais elucidativos que possam auxiliar na compreensado dos diferentes
numeros diploides observados, fato ainda caracteristico dessa familia (CAMPOS e
KASAHARA, 2006).

Embora A. baturitensis seja, conforme sugestdo de Silvano e Borges-Najosa
(1994), considerada como ameacada no Livro Vermelho da Fauna Brasileira
Ameacada de Extincao, alguns trabalhos em preparagcédo, como o de D. Loebmann e
colaboradores (comunicacdao pessoal), sugerem a retirada da espécie dessa
categoria, uma vez que grande quantidade de exemplares pode ser facilmente
encontrada em campo.

Apesar do mesmo numero diploide de 2n=26, os Hemiphractidae Flectonotus
sp. e G. microdiscus mostram diferentes NF, sendo 42 e 50, respectivamente. Isso
ocorre devido a presenca de cinco pares telocéntricos na primeira espécie, enquanto
a segunda tem somente um, tornando os cari6tipos facilmente distinguiveis entre si
pela coloracdo convencional. Dados citogenéticos para ambas as espécies sdo aqui
descritos pela primeira vez, ndo tendo sido possivel determinar o padrao de Ag-RON
e da banda C para Flectonotus sp. Desse género 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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constituicdes cariotipicas bastante diferentes da observada para Flectonotus sp. De
fato, os cariétipos dessas duas espécies além de ter 2n=28, sdo compostos de
pequenos cromossomos telocéntricos, diferindo dos demais padrées encontrados
para a familia Hemiphractidae. Técnicas de Ag-RON e de banda C foram aplicadas
apenas para F. pygmaeus, sendo o sitio marcado pela prata observado na regiao
terminal do par 2 (SCHMID et al., 1988). Quanto ao padrao de bandamento C, ha
grandes blocos heterocromaticos em todos os cromossomos de modo que, segundo
esses autores, cada par de homodlogos pode ser identificado pelas bandas C
visualizadas.

Do género Gastrotheca, algumas espécies ja foram analisadas
citogeneticamente, sendo que todas elas mostram 2n=26 cromossomos. A
citogénetica do género pode ser caracterizada pela presenca de cromossomos
sexuais citologicamente diferenciados do tipo XX:XY ou pela presenca 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
unico macho, ndo foi notada evidéncia de cromossomos sexuais diferenciados
citologicamente, nem pela coloragdo convencional, nem pela técnica de banda C. O
namero de cromossomos de um sé braco é bastante util na distincao dos cariétipos
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 ndo possuem nenhum par
telocéntrico. Com relacao a Ag-RON o exemplar de G. microdiscus mostra marcacao
em localizagdo bem discrepante, localizada no pequeno telocéntrico 13, enquanto
nas demais espécies é visualizada nos cromossomos 6. Em certa extensao, G.
microdiscus apresenta um padrao de distribuicdo da heterocromatina semelhante ao
das demais espécies, com blocos bem corados na regido centromérica e
pericentromérica de varios cromossomos, porém com marcagdes de menor
intensidade. Estudos citogenéticos que incluam andalises da natureza dessa
heterocromatina seriam de grande importancia para se conhecer as relagdes entre
essas bandas, ndao s6 nas espécies de Gastrotheca como também em Flectonotus.
Adicionalmente, uso de sondas obtidas a partir de regiées repetitivas associadas a
diferenciacao dos cromossomos sexuais poderia revelar se tais sequéncias também

estdo presentes no genoma de G. microdiscus.
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Da familia Leiuperidae foram analisadas trés 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 a presenc¢a do
par 11 telocéntrico. Os dados sao inéditos para P. barrioi e P. moreirae, enquanto P.
cuvieri foi analisado por Becak (1970), Silva et al. (1999) e Quinderé et al. (2009),
nao havendo diferengas cariotipicas em relacdo ao observado em nossa amostra.
De um modo geral, os caribtipos das trés espécies de Physalaemus se mostram
bastante conservados com coloragdo convencional, sendo a variagcdo mais
significativa a presencga do par 11 telocéntrico em P. moreirae. Com base em seus
resultados e em cariogramas disponiveis na literatura, Silva et al. (2000b)
propuseram duas férmulas cariotipicas muito semelhantes para 0 género
Physalaemus, com diferenca no par 11 que pode ser de um ou dois bracos,
alteracao essa que deve ser decorrente de uma inversao pericéntrica.

A técnica de Ag-RON permite a diferenciacdo dos cariétipos das trés espécies
aqui analisadas, uma vez que em cada um deles a marcacao se encontra em pares
diferentes, sendo o 11 em P. barrioi, 0 8 em P. cuvieri € o par 6 em P. moreirae. O
padrao de Ag-RON nas espécies de Physalaemus tem, em certa extensao, se
mostrado variavel em numero, localizacdo e em posicdo (SILVA et al.,, 1999;
AMARAL et al., 2000; SILVA et al., 2000b; QUINDERE et al., 2009). No entanto, na
maioria dos exemplares cariotipados o par 8 é quase sempre marcado, mesmo nos
casos em que padrdes multiplos foram descritos (SILVA et al., 1999; QUINDERE et
al., 2009). Esses dois trabalhos descrevem uma extensa variacao populacional de
Ag-RON em exemplares de P. cuvieri coletados no Brasil e na Argentina, embora
quase sempre mostrando padrdo com marcacoées nos cromossomos 8 ou 11. Nas
trés espécies de Physalaemus analisadas por Amaral et al. (2000) a localizacdo da
Ag-RON foi descrita como sendo nos cromossomos 9, mas ao observar a figura, o
cromossomo poderia ser o 8 como descrita aqui € nos demais trabalhos da
literatura. Ag-RON uanica no par 11, a semelhanca de P. barrioi, foi descrita para
Physalaemus spiniger, além de algumas populacées de P. cuvieri (SILVA et al.,
2000b). Com relacao as marcacdes no par 6 em P. moreirae, pode-se dizer que
essa localizagéo € inédita para o género.

Pouca heterocromatina foi observada nas espécies analisadas, de modo que,
além das marcacdes centroméricas e no sitio coincidente com as Ag-RON, apenas
bandas pericentroméricas nos bracos curtos dos cromossomos 3 e bracos longos
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dos cromossomos 7 foram visualizadas em P. barrioi, assim como bandas
intersticiais nos bracos curtos dos cromossomos 2 de P. cuvieri € nos bragos 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 regido centromérica de
todos os cromossomos e nos bracos 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
namero de representantes amostrados, corresponde a menos de 10% do total
descrito para a ordem. As conclusées obtidas foram precursoras de extensas
alteracdes na taxonomia que geraram polémicas, resultando inclusive na publicagéao
de um texto (WIENS, 2007) com criticas ao trabalho. As propostas apresentadas por
Frost et al. (2006) sédo, no entanto, seguidas pela grande maioria dos pesquisadores
e, a partir delas, outros trabalhos tém tratado de questbes de taxonomia e
sistematica de anuros com base, principalmente em caracteres moleculares,
destacando-se as revisdes de Grant et al. (2006) e Hedges et al. (2008).

Apés as analises de Frost et al. (2006), as espécies que estavam incluidas na
entao polifilética familia Leptodactylidae foram redistribuidas em trés agrupamentos
intercalados por outras familias (Figura 1 do item Introdugédo Geral). Ao confrontar o
nuamero diploide, por nds encontrados juntamente com os disponiveis na literatura
para representantes desses agrupamentos (KING, 1990; KURAMOTO, 1990;
AMARO-GHILARDI, 2005), € possivel notar que 0 numero de cromossomos parece
ser conservado dentro das diferentes familias. Pode-se dizer que os cari6tipos com
2n=22 e 2n=26 sao predominantes para o0s representantes da antiga familia
Leptodactylidae, ainda que sejam encontrados numeros 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 género Eleutherodactylus, que
atualmente estdo espalhadas nas familias Craugastoridae e Eleutherodactylidae
(FROST, 2010), e em Pseudopaludicola, alocado em Leiuperidae, cujos demais
géneros possuem todos 2n=22.

O primeiro dos agrupamentos correspondia a familia Batracophrynidae que
incluia apenas dois géneros, ou seja, Caudiverbera e Telmatobufo (FROST et al.,

2006). Atualmente, essa familia foi suprimida, j@ que a Uunica espécie de
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Caudiverbera, C. caudiverbera, foi sinonimizada com Calyptocephalella gayi, género
pertencente a familia Calyptocephalellidae, que passou a incluir também
Telmatobufo (FROST, 2010). Dessa familia 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 trés representantes descritos de Telmatobufo, isto &, T. australis, T.
bullock e T. venustus, todas com 2n=26 (FORMAS e ESPINOZA, 1975; FORMAS e
CUEVAS, 2000), sendo os cariétipos constituidos por cromossomos de dois bracos
praticamente indistinguiveis nos dois géneros. De acordo com comentarios em Frost
(2010), ambos séo considerados muito relacionados, ndo sé do ponto de vista
citogenético, como também sob varios outros aspectos, incluindo os de morfologia
interna ou externa e os moleculares. Os dados de sequenciamento génico de Frost
et al. (2006) indicam que as espécies ora alocadas em Calyptocephalellidae estao
distantes dos atuais leptodactilideos, assim como, em certa extensédo, é mostrado
pelas informacdes citogenéticas. As duas Unicas espécies de Leptodactylidae com
2n=26 (L. andreae e L. hylaedactylus) apresentam cariotipos muito divergentes dos
observados em Calyptocephalellidae, por incluir varios cromossomos telocéntricos.

E interessante notar que as espécies dos antigos leptodactilideos analisadas
na arvore de maxima parciménia de Frost et al. (2006), formam duas grandes
ramificacdes, sendo que na primeira delas, estdo Calyptocephalella e Telmatobufo,
com 2n=26, em uma posicao mais basal em relacao as demais espécies que, salvo
algumas excecgdes, possuem 2n=24 cromossomos (KING, 1990; KURAMOTO,
1990), provavelmente derivado de um ancestral com 2n=26. A outra ramificacdo
inclui a atual familia Leptodactylidae e, entre outras, aquelas que passaram a alocar
as espécies ndao mais consideradas como leptodactilideos, formando os dois outros
agrupamentos.

No segundo agrupamento sado encontradas as familias Hemiphractidae,
Brachycephalidae, Craugastoridae, Eleutherodactylidae e Strabomantidae, sendo a
primeira delas a Unica que tem mostrado, majoritariamente, nimero diploide alto
com 2n=26, 2n=28 e 2n=30. O numero 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 constituicdo cariotipica, de certa forma, diferente

daquelas observadas em espécies de Calyptocephalellidae. Nos cari6tipos de
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hemifractideos podem ser observadas variagbes como presenga de cromossomos
telocéntricos, de cromossomos sexuais diferenciados citologicamente, e de
distribuicdo da heterocromatina. De fato, as bandas C em Hemiphractidae
correspondem a grandes blocos localizados nas regides centroméricas e
pericentroméricas e, além disso, casos com marcacdes nas regides terminais de
todos os cromossomos. Dos cinco géneros atualmente alocados nessa familia,
apenas Hemiphractus nao 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, ndo ter relacbes de proximidade com os
atuais leptodactilideos, o que corrobora a inclusdao dos géneros Cryptobatrachus,
Flectonotus, Gastrotheca, Hemiphractus e Stefania em uma familia a parte de
Leptodactylidae, como proposto por Frost et al. (2006). E importante enfatizar que
tais géneros compunham uma subfamilia de Hylidae, a Hemiphractinae, que foi
alocada por Faivovich et al. (2005) em Leptodactylidae, sem maiores comentarios
sobre as relagdes entre elas. De fato, os cinco géneros alocados em Hemiphractidae
parecem nao estar mesmo relacionados aos atuais leptodactilideos.

Ainda dentro do segundo agrupamento, encontramos as espécies de antigos
leptodactilideos que pertenciam anteriormente a subfamilia Eleutherodactylinae e
que, apdés a revisdo de Frost et al. (2006), passaram a fazer parte de
Brachycephalidae junto com o género Brachycephalus que ja pertencia a essa
familia. Mais recentemente, Hedges et al. (2008) realizaram, com base em dados
morfolégicos e moleculares, uma andlise mais detalhada em Brachycephalidae e a
maioria de suas espécies foram redistribuidas nas novas familias Craugastoridae,
Eleutherodactylidae e Strabomantidae, sendo que muitos dos seus representantes
passaram também por mudancgas ao nivel genérico. Os géneros Brachycephalus e
Ischnocnema que permaneceram dentro da familia Brachycephalidae incluem
espécies com cariétipos com 2n=22 (a maioria) e com 2n=20 e 2n=30, porém, 0s
primeiros diferem, na maioria das vezes, na morfologia de alguns pares de
cromossomos, assim como nos padroes de banda C e Ag-RON, como foi também
observado no presente trabalho. Tais cariétipos diferem dos encontrados nos
leptodactilideos do género Leptodactylus com 2n=22 pela presenca e posi¢cdao de
cromossomos telocéntricos e subtelocéntricos. Sem duvida, é interessante cariotipar

outras espécies de Brachycephalus para que se possa conhecer o cari6tipo de
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outros representantes do género, assim como de Ischnocnema, para se avaliar a
extensao da variabilidade cariotipica.

Nas espécies de Brachycephalidae (sensu FROST et al., 2006) que estédo
atualmente nas familias Craugastoridae, Eleutherodactylidae e Strabomantidae de
Hedges et al. (2008), os numeros diploides encontrados mostram uma excepcional
variagdo, com cariétipos portadores de 18 a 36 cromossomos (revisao em KING,
1990; KURAMOTO, 1990; CAMPOS e KASAHARA, 2006). Os de numeros mais
altos sao constituidos, majoritariamente ou em sua totalidade, por cromossomos de
um sé braco. Embora existam nessas familias representantes com 2n=22, &
interessante notar que as constituicbes cariotipicas incluem, via de regra,
cromossomos telocéntricos e, principalmente subtelocéntricos, como é o caso do
eleuterodactilideo A. baturitensis da nossa amostra, cujo cariétipo tem cinco pares
com essa ultima morfologia; a localizacao da Ag-RON é, em geral, em cromossomos
diferentes do observado nos leptodactilideos com 2n=22, nos quais 0 par marcador
€ frequentemente o oitavo. De fato, a Ag-RON € no par 1 em Haddadus binotatus
(CAMPQOS et al., 2008), no par 11 em Barycholos ternetzi (CAMPOS et al, 2008), e
nos subtelocéntricos 4 de A. baturitensis (presente trabalho). Ainda ha muito a se
conhecer sobre as constituicbes cariotipicas das espécies pertencentes as familias
Brachycephalidae, Craugastoridae, Eleutherodactylidae e Strabomantidae, sendo
indispensavel o estudo citogenético de maior nimero possivel de representantes de
todos 0s seus géneros. Tais dados poderiam auxiliar na compreensao das relagdes
filogenéticas, mas, sobretudo, para se estabelecer os mecanismos de diferenciacéo
envolvidos nesses caribdtipos tao divergentes.

O terceiro agrupamento € o que compreende a maioria dos representantes
que pertenciam aos antigos leptodactilideos que, apos as revisdes de Frost et al.
(2006) e de Grant et al. (2006), foram distribuidos em cinco familias, ou seja,
Ceratophryidae, Cycloramphidae, Hylodidae, Leiuperidae e Leptodactylidae. Dentro
dessas familias encontramos um grande numero de géneros, cujas espécies
possuem uma ampla distribuicdo na regido Neotropical, tendo sido ja cariotipadas
um grande numero delas. Os dados cromossdmicos disponiveis até a presente data,
alguns deles descritos pela primeira vez no presente trabalho, mostram que as
espécies apresentam, predominantemente, cariétipos com 2n=22 e 2n=26, incluindo
alguns poucos casos com 2n=18 e 2n=24, todos eles em leptodactilideos. De certa
forma, pode-se dizer que os dados acumulados para as espécies que compdéem o
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terceiro agrupamento estdo de acordo com as relacées propostas nas arvores
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 géneros Leptodactylus e
Physalaemus. Apés a revisdo de Grant et al. (2006), essa familia foi subdividida em
Leptodactylidae e Leiuperidae, com quatro e sete géneros, respectivamente. Dois
dos géneros da primeira familia, isto €, Paratelmatobius e Scythrophrys, possuem
cariétipos altamente similares com 2n=24 indicando a grande proximidade de ambos
também do ponto de vista citogenético, 0 que corrobora a proposta de proximidade
sugerida por Lynch (1971) e a localizagdo dos dois géneros nas arvores de Frost et
al. (2006) e Grant et al. (2006). Leptodactylus tem mostrado, na maioria das vezes,
espécies com 2n=22 cromossomos, com excecao de L. silvanimbus (2n=24), das
espécies que pertenciam aos antigos géneros Adenomera (2n=24 e 2n=26) e
Lithodytes (2n=18). E importante ressaltar que, até 0 momento, nenhuma espécie de
Hydrolaetare foi cariotipada, o que seria altamente indicado, pois o género, mesmo
nao tendo sido amostrado nos trabalhos de revisdo de 2006, foi alocado na familia
Leptodactylidae por Frost et al. (2006), seguindo comentarios de Heyer (1970), que
aproximou 0 género as espécies de Leptodactylus. Além disso, os primeiros autores
sugerem que tal alocagao seja cuidadosamente reavaliada.

Na familia Leiuperidae, ha dados citogenéticos para representantes de todos
0s géneros propostos e, majoritariamente, é observado 2n=22 cromossomos. O
género Pseudopaludicola é uma excecao a essa conservacao de numero diploide,
pois apresenta espécies com 2n=16, 18, 20 ou 22.

Apesar das espécies de Leptodactylidae e Leiuperidae terem sido
consideradas da mesma familia por Frost et al. (2006) e a maioria delas apresentar
2n=22, na revisao de Grant et al. (2006) ha um claro distanciamento entre as duas
familias. De fato, podemos observar na arvore proposta por esses ultimos autores
que Leptodactylidae estd separado de Leiuperidae por duas familias, a
Ceratophryidae e a Cycloramphidae. Do ponto de vista citogenético, ndo parece ser
muito claro nem a proximidade nem o distanciamento dos representantes das duas
familias, pois ha casos em que os cari6tipos sao equivalentes e casos com
diferencas marcantes, como a presenca de um cromossomo 11 telocéntrico. Silva et

al. (2000b) sugerem duas férmulas cariotipicas para espécies de Physalaemus,
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Engystomops e Eupemphyx levando em conta se os cromossomos 11 sdo de um ou
dois bragcos. Quanto ao padrdao de Ag-RON, é quase sempre observado nos
cromossomos 8 de Leptodactylus, e em espécies de Leiuperidae tem se mostrado
variavel quanto a sua localizacao, ainda que boa parte dos representantes possuam
marcacao no par 11. Tal fato sugere que a Ag-RON nao pode ser considerada um
bom marcador para espécies dessas familias.

Um ponto a ser comentado € a inclusdo de todas as espécies de Adenomera,
Lithodytes e Vanzolinius em Leptodactylus, decorrente da sinonimizacao desses trés
géneros por Frost et al. (2006). Esse assunto tem sido muito discutido ao longo das
ultimas décadas (revisao em CAMPOS et al., 2009). A discrepancia observada nos
cariétipos dessas espécies, excetuando Leptodactylus discodactylus (antigamente
Vanzolinius discodactylus), esta de acordo com a separacdo observada entre elas
nas arvores apresentadas em 2006. E importante enfatizar que, Frost et al. (2006)
sinonimizaram as espécies pertencentes aos géneros Adenomera e Lithodytes e as
colocaram como subgénero de Leptodactylus, sendo que logo em seguida Grant et
al. (2006) desconsideraram a denominagado Leptodactylus (Lithodytes) sugerida
pelos primeiros autores. Com relacdo a espécie L. discodactylus, é bastante
aceitadvel que permaneca no género Leptodactylus, ndao s6 pelas relagdes de
parentescos (ver comentarios em FROST et al., 2006; FROST, 2010), mas também
pela constituicdo cariotipica. Considerando essas colocacdes, seria muito Util
realizar analises citogenéticas com técnicas mais resolutivas, para auxiliar nos
questionamentos sobre a sinonimizagao das espécies que pertenciam a Adenomera
e Lithodytes a Leptodactylus. De qualquer modo, esses representantes sao
altamente relacionados sob varios caracteres e, se de fato pertencem ao mesmo
género, seria interessante a revalidacdo da denominacdo de “grupo de L.
marmoratus”, sugerido por Heyer (1973), para se acomodar as 11 espécies que
pertenciam a Adenomera e a Unica espécie do género Lithodytes (L. lineatus).

Quanto a Centrolenidae, analises com diversas abordagens tém mostrado
diferentes relagdes entre essa familia e outros anuros (ver comentarios em
GUAYASAMIN et al., 2009), tendo sido também considerada por Frost et al. (2006)
como grupo-irmao de Leptodactylidae (sensu FROST et al., 2006) e, em seguida,
indicada por Grant et al. (2006) como grupo-irmao de diversas familias, incluindo as
que comportam espécies que pertenceram a Leptodactylidae. Apenas alguns
representantes de centrolenideos foram cariotipados até o momento, sendo eles
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pertencentes aos géneros 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 centrolenideos mostram discrepancia nao s6 no numero diploide em
relacdo a maioria dos leptodactilideos, antigos e atuais, nos quais predominam
2n=22 e 2n=26, mas também em ralacdo a constituicdo cariotipica. De fato,
diferengas podem ser observadas no par 1, que nao é de tamanho visivelmente
maior que o segundo par, como visualizado em todos os outros cariétipos, e na
marcante queda de tamanho entre os pares 8 e 9, tornando os dois Ultimos pares
nitidamente pequenos. As relagdes filogenéticas entre Centrolenidae e os demais
anuros, nao estdo ainda bem delimitadas, seria, entdo, de grande importancia
ampliar as andlises citogenéticas desse grupo, para a busca de elementos que
corroborem com essa questao.

Ainda dentro desse terceiro agrupamento encontramos as familias
Ceratophryidae, Cycloramphidae e Hylodidae, cujos representantes mostram em sua
grande maioria 2n=26. Em Ceratophryidae, somente um dos sete géneros, o
Batrachophrynus, nao possui representantes cariotipados e apenas algumas
espécies de Telmatobius e Ceratophrys sao as excecdes dos caridtipos com 2n=26
(revisao em KING, 1990; KURAMOTO, 1990; AMARO-GHILARDI, 2005). Em
Cycloramphidae é também possivel dizer que o numero diploide de 2n=26 é o
principal na familia, havendo poucas excecdes, 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 QOdontophrynus (revisao em KING, 1990;
KURAMOTO, 1990; AMARO-GHILARDI, 2005). E importante comentar que ha
casos de poliploidia em Odontophrynus, mas sempre com um cariétipo basico de
2n=2x=22. Alguns Cycloramphidae possuem cariétipos equivalentes e, além da
semelhanca na constituicdo cariotipica, ha em alguns casos concordancia na
localizagdo das AgQ-RON, como nas espécies de Cycloramphus (exceto C.
acangatan), Thoropa e Zachaenus (SILVA et al, 2001; AMARO-GHILARDI, 2005;
presente amostra). Apds o trabalho de Grant et al. (2006), as espécies de Thoropa
foram transferidas de Thoropidae, que foi suprimida, para Cycloramphidae, cuja
proximidade ja havia sido sugerida por autores como Heyer e Maxon (1983) e
Verdade (2005). Como se pode observar, os dados citogenéticos também estao de
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acordo com essa alteragcao, considerando a grande similaridade entre os cariétipos
das espécies dos géneros Thoropa, Cycloramphus e Zachaenus.

A familia Cycloramphidae esta dividia em duas subfamilias, a Alsodinae e a
Cycloramphinae. E interessante notar que Cycloramphus e Zachaenus estio
alocados em Cycloramphinae e Thoropa em Alsodinae, mas devido a semelhanca
cariotipica aqui observada e as relacoes de proximidades sugeridas por Heyer e
Maxon (1983) e Verdade (2005), seria importante analisar novos exemplares desses
géneros, ndo s6 sob o ponto de vista citogenético, para avaliar a possibilidade da
alocacao de Thoropa em uma mesma subfamilia junto a Cycloramphus e
Zachaenus. Na subfamilia Alsodinae estdo alocadas espécies de Macrogenioglottus,
Odontophrynus e Proceratophrys, cujos cariétipos tém mostrado sempre 2n=22, o
que, de acordo com as propostas de Bogart (1973), corresponde a um cariétipo mais
derivado entre as espécies que pertenciam aos leptodactilideos. E interessante notar
que na arvore de Frost et al. (2006), as espécies de Odontophrynus e
Proceratophrys sdo as que ocupam uma posicdo mais derivada na familia, em
concordancia com os dados citogenéticos. Nessas analises de sequenciamento
molecular ndo foram incluidos exemplares de Macrogenioglottus, o que seria
interessante para verificar se 0 género também ficaria associado aos outros dois que
possuem o mesmo 2n=22. Na familia Hylodidae representantes dos trés géneros ja
foram cariotipados, sendo que Hylodes e Crossodactylus apresentam 2n=26 em
quase todas as espécies, enquanto Megaelosia possui uma variacdo na constituicao
cariotipica, incluindo numeros diploides de 28, 30 e 32. Sem duvida, a retirada dos
géneros atualmente alocados em Hylodidae, Ceratophryidae e Cycloramphidae da
antiga familia Leptodactylidae esta de acordo também sob o ponto de vista
citogenético, pois seus caridtipos possuem constituicoes bastante diferentes dos
observados nos Leptodactylidae, em geral com 2n=22 e 24.

Levando-se em conta todas essas consideracdes, € possivel notar que,
também do ponto de vista citogenético, a antiga familia Leptodactylidae nao era, de
fato, monofilética. A drastica reducao ocorrida nessa familia durante os Gltimos anos,
que passou a comportar apenas quatro dos 57 géneros originalmente propostos,
parece ter resolvido uma série de questionamentos sobre a monofilia dos
leptodactilideos em relagdo a varios caracteres, inclusive os citogenéticos. No
entanto, algumas pendéncias ainda existem em alguns grupos, como é o caso dos

Leptodactylus que incluem espécies dos antigos géneros Adenomera e Lithodytes,
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com 2n=18, 24 e 26. Sem duvida, novos estudos que incluam técnicas citogenéticas
mais resolutivas devem ser realizados para que se possam buscar elementos
elucidativos que ajudem na compreensdo dos mecanismos envolvidos na
diferenciacdo dos cariétipos das espécies ora discutidas. E também de grande
importancia, expandir a amostragem da constituicdo cariotipica ao maior numero
possivel de espécies, e incluir os dados cromossémicos nos estudos que buscam
esclarecer as duvidas que existem sobre a taxonomia e sistematica 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 CMA; 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 llha dos Alcatrazes, municipality of Sdo Sebastidao, about 35km from
the coast of state of S&o Paulo. All the voucher specimens were deposited in the
Colecdo de Anfibios (CFBH) of the Departamento de Zoologia, Instituto de
Biociéncias, UNESP, Rio Claro, Sdo 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
As; (CMA;3), 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 llha 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 Il cells. The male of Leptodactylus sp. (aff. bokermanni)
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showed 10 bivalents and one trivalent in diplotene/metaphase | (Fig. 3a-b). No cells
in metaphase Il 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 llha 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
Salesépolis (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 CMAs/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- Amapa, AP; 2- Macapa, AP; 3-
Porto Velho, RO; 4- Santa Branca, SP; 5- Sdo Luiz do Paraitinga, SP; 6-
Salesépolis, SP; 7- Ubatuba, SP; 8- llha dos Alcatrazes, SP. Leptodactylus cf.
marmoratus was collected in 4, 5, 6, 7, and 8, Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) in

4, and L. hylaedactylusin 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 | of Leptodactylus sp. (aff. bokermanni),
showing one trivalent and ten bivalents (a) and partial Diplotene/Metaphase | 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 llha dos Alcatrazes (b),
Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) from Santa Branca (c), and L. hylaedactylus from

Macapa (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

CMA; (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 Sdo 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 Kkaryotype, 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 Sdo 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 CMA; 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 CMA; 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
CMA;. The FISH using telomeric probe labelled exclusively the telomere regions.
Although the same 2n=18 chromosomes have been observed in H. luederwaldlti 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 Salesépolis, SP, identified as H. luederwaldti, deposited in the
MZUSP (Museu de Zoologia da Universidade de Sao 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 (BECAK et al.,
1966; BOGART, 1967; BOGART and WASSERMAN, 1972; TYMOWSKA, 1991;
KASAHARA and HADDAD, 1996; SCHMID et al., 2003; VIEIRA et al., 2006; among

130



Capitulo IIT

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.
luederwaldlti 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 Iluederwaldti collected in the Atlantic Forest, municipality of Campos do
Jordao, SP, altitude ca. 1600 m (22°44'20"S 45°35'27"). All the voucher specimens
were deposited in the Colegdo de Anfibios, Departamento de Zoologia (CFBH),
Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, Sao 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 A; (CMAg), 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)s and TLR (CCCTAA)s. 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 | and nine chromosomes in metaphase Il (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 CMAs3, 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 Iluederwaldti, 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 | with 9 bivalents, and (b) metaphase Il with 9

chromosomes
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Figure 3. Standard stained karyotype of Holoaden Iluederwaldti, 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, ¢, 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

140



Capitulo IIT

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 Ameacada de Extingdo”.

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.
luederwaldli 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 Iuederwaldti 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 CMA; 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. luederwaldlti 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 Salesépolis,
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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Consideracoes Finais

Ha véarias décadas que a familia Leptodactylidae tem sido alvo de inUmeros
guestionamentos sobre a sua taxonomia e sistematica, tem sido a monofilia testada
sob diversos aspectos desde o inicio 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 ndo ser divisdes entre
subfamilias ou grupo de espécies. Apés 0 ano de 2006, gracas aos avangos na
tecnologia de sequenciamento de genes, grandes revisbes foram realizadas e
resultaram em mudancas significativas na taxonomia e sistematica dos anfibios em
geral. Leptodactylidae, em particular, passou por uma drastica reducao no nimero
de géneros, de modo que apenas quatro dos 57 descritos até entdo, permaneceram
na familia. E importante ressaltar que nenhuma dessas revisdes levou em conta
dados citogenéticos. Mesmo considerando os representantes que pertenciam a
antiga familia Leptodactylidae, o nUmero 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 informacbes obtidas com coloragao
convencional ou até mesmo em analises de células meibticas, em que somente o
numero de cromossomos foi determinado.

Nesse contexto, analisamos os cariétipos de 28 espécies, 14 delas pela
primeira vez, pertencentes a 13 géneros alocados em oito diferentes familias, sendo
elas Brachycephalidae, Centrolenidae, Cycloramphidae, Eleutherodactylidae,
Hemiphractidae, Leiuperidae, Leptodactylidae e Strabomantidae. Com exce¢ao de

duas espécies de centrolenideos e Brachycephalus ephippium, todas as demais
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estavam incluidas em Leptodactylidae antes das revisdes ocorridas em 2006 e 2008.
Foram encontrados em nossa amostra niumeros 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 cromossOmicos aqui obtidos, juntamente com o0s
disponiveis na literatura, sdo sobrepostos as arvores filogenéticas aceitas
atualmente, é possivel observar sobreposicdo entre as relagdes de proximidade
estabelecidas a partir de analises moleculares e citogenéticas. Sem duvida, as
informacgdes sobre o cari6tipo podem corroborar ou refutar filogenias realizadas com
base em estudos de sequenciamento de genes, de morfologia ou de outros
caracteres. No caso das alteragées ocorridas na composicdo da antiga familia
Leptodactylidae os dados cromossdmicos corroboram as sugestdes propostas,
fortalecendo a redistribuicdo da maioria de suas espécies em outras familias.

Algumas das mudangas ocorridas em Leptodactylidae necessitam ainda de
revisdes, como € o caso da sinonimizacdo de Adenomera, Lithodytes e Vanzolinius
a Leptodactylus. Os dois primeiros géneros sdo muito relacionados entre si também
do ponto de vista cromossdmico, mas apresentam algumas particularidades
cariotipicas, como 2n discrepantes, que os diferenciam cariologicamente dos demais
representantes do género. Entre as espécies pertencentes ao antigo género
Adenomera que foram analisadas na presente Tese, algumas variagdes foram
observadas, como um caso de fusédo entre dois cromossomos telocéntricos em um
unico macho amostrado de Leptodactylus sp. (aff. bokermanni), bem como alteracéo
na morfologia do par 12 e diferengas no nimero e localizacdo de Ag-RON entre
populacdes de L. cf. marmoratus. Tais fatos mostram a necessidade de cariotipar
novos exemplares de Leptodactylus sp. (aff. bokermanni) para verificar se a fusao
ocorrida no exemplar amostrada é um fato fortuito ou se esta presente em outros
representantes. Além disso, é interessante a coleta de novos exemplares para que

seja feita uma identificacdo mais precisa da espécie com base em um maior nimero
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de representantes e, se for o caso de uma espécie nova, descrevé-la. Quanto a L.
cf. marmoratus, a analise de diferentes populacées pode, sem duvida, auxiliar nas
questbes de taxonomia da espécie, que tem sido considerada por varios
herpetologistas como um complexo de espécies. O uso de técnicas mais precisas,
como FISH com sonda de DNAr, pode ajudar na verificacdo da ocorréncia de RON
multiplas e de variacdo interpopulacional no numero e localizagdo de sitios
portadores de RON. Indubitavelmente, a citogenética comparativa pode ser uma
importante ferramenta na busca de relagdes de filogenia entre as espécies que
foram sinomizadas a Leptodactylus e aquelas que ja estavam alocadas no género.
Seria interessante incluir nessas andlises exemplares de L. discodactylus,
antigamente Vanzolinius discodactylus, ainda que a espécie, aparentemente, nao
apresente problemas de taxonomia.

Em Holoaden Iuederwaldti (Strabomantidae), além de uma variacdo na
morfologia do par 8 e no tamanho e posicao do sitio portador de RON, foi descrito
um caso de triploidia natural, evento relativamente incomum em anuros. Tal
individuo triploide deve ter sido formado pela juncdo de gameta ndo reduzido,
provavelmente o da fémea. E relevante considerar que a regido de coleta de H.
luederwaldti da nossa amostra é passivel de tempestades com rapida queda de
temperatura, o que pode levar a nado eliminagdo do corpusculo polar, como ja
sugerido para alguns casos de peixes naturalmente triploides. O aumento do nimero
de representantes cariotipados da espécie pode indicar a extensdo da ocorréncia
das variagdes encontradas nos cromossomos 8 e no padrdo de RON e, também, o
quao frequente € a formacgao de triploides na populagao.

E, portanto, altamente interessante que estudos citogenéticos sejam
realizados em novos exemplares das familias aqui amostradas, assim como, na
medida do possivel, sejam utilizadas técnicas mais refinadas, incluindo as de
citogenética molecular, principalmente a de hibridacao in situ fluorescente (FISH)
com uso de sondas marcadoras de regides especificas dos cromossomos. A
obtencdo de sondas de cromossomos inteiros para FISH cross-species seria muito
relevante para auxiliar no entendimento dos mecanismos responsaveis pela
diferenciacao cariotipica entre esses anuros e para estabelecer relagdes cariotipicas

mais efetivas entre as espécies.
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Chromosome evolution in three Brazilian Leptodactylus species
(Anura, Leptodactylidae), with phylogenetic considerations
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Campos, J. R. C., Ananias, F., Brasileiro, C. A., Yamamoto, M., Haddad, C. F. B. and Kasahara, S. 2009. Chromosome
evolution in three Brazilian Leptodactylus species (Anura, Leptodactylidae), with phylogenetic considerations. — Hereditas
0146: 104-111. Lund, Sweden. eISSN 1601-5223. Received September 29, 2008. Accepted December 22, 2008

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 CMA; 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.

Jodo Reinaldo Cruz Campos, Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Av. 244, 1515, 13506-900,

Rio Claro, SP, Brasil. E-mail: aoreinaldo@yahoo.com.br

The species previously identified as belonging to the
genus Adenomera were 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 Kok uBuM
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; KuramoTto 1990; AMARO-GHILARDI 2005).
The exceptions are L. andreae and L. hylaedactylus
with 2n =26, L. marmoratus and L. silvanimbus with

DOI: 10.1111/.1601-5223.2009.02100.x
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A participacéo do(a) pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizagéo depende de autorizagéo expedida pelo Ministério de Ciéncia e
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Esta autorizac¢éo n&o exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
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O titular de licenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
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6 legislagdo vigente.

7 Em caso de pesquisa em Unidade de Conservacéo Federal, o pesquisador titular devera contactar a administracdo dessa unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS
das expedicdes, as condi¢des para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
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espécies ameacadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameacgadas de sobreexplotagéo.

Equipe

# Nome Func¢ao CPF Doc. Identidade Nacionalidade

1 | Thiago Gazoni Iniciagéo Cientifica 321.565.288-96 32794800-0 SSP-SP Brasileira

2 [ Glaucilene Ferreira Catroli Mestranda 302.336.698-50 322351297 SSP-SP Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF | Descricéo do local Tipo
1 | SALESOPOLIS SP Represa de Ponte Nova Fora de UC
2 | SANTA BRANCA SP Fazenda Tabodo Fora de UC

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

i i * - i * - i * . i
1 [ Coletastransporte de espécimes da fauna silvestre in situ ?ﬁgtrggylllg?e (*Qtde: 10), Leptodactylidae ("Qtde: 10), Hylidae (*Qtde: 10), Brachycephalidae
2 | Observacéo e gravagdo de imagem ou som Microhylidae, Leptodactylidae, Hylidae, Brachycephalidae

* Qtde. de individuos por espécie/localidade/unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

[1 TMétodo de captura/coleta (Anfibios) [ Armadilha de queda “pit fall*, Captura manual, BioacUstica

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

[ [UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA [colecdo

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. . Através
do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).
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Anexo pararegistrar Coletas Imprevistas de Material Bioldgico

De acordo com a Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. , a coleta imprevista de material biologico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta ser comunicada ao Ibama por meio do relatério de atividades. O transporte do material
biolodgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacéo ou da licenga permanente com a devida anotacgéo.
O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicdo cientifica, preferencialmente
depositado em cole¢éo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢8es Bioldgicas (CCBIO).

Nivel Taxon* Qtde. Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel.
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Observacoes, ressalvas e condicionantes

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 [materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizac¢éo n&o exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

Esta autorizagdo ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagdo de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizacéo para envio ao exterior de material biol6gico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigcos on-line -
4 | Licenga para importacéo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e nédo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.ibama.gov.br/sisbio - menu
Exportacéo.

O titular de licenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populag8es do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico.

Em caso de pesquisa em Unidade de Conservacéo Federal, o pesquisador titular devera contactar a administragéo dessa unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS

! das expedigdes, as condi¢bes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

8 As atividades contempladas nesta autorizagcdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacgadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotagdo.

Equipe

# Nome Funcéo 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 Iniciagdo Cientifica 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 serdo executadas

# Municipio UF [ Descricao do local Tipo

1 SP Estado de SA£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 Taxons

# Atividade Taxons

Bufonidae, Centrolenidae, Brachycephalidae, Ranidae, Microhylidae, Leptodactylidae,

1 | Captura de animais silvestres in situ Leiopelmatidae, Hylidae

Ranidae, Bufonidae, Centrolenidae, Hylidae, Leiopelmatidae, Leptodactylidae, Microhylidae,

2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Brachycephalidae

Brachycephalidae (*Qtde: 10), Bufonidae (*Qtde: 10), Centrolenidae (*Qtde: 10), Hylidae (*Qtde:

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ 10), Leiopelmatidae (*Qtde: 10), Leptodactylidae (*Qtde: 10), Ranidae (*Qtde: 10), Microhylidae
(*Qtde: 10)
4 Manutencéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres | Ranidae, Microhylidae, Brachycephalidae, Bufonidae, Centrolenidae, Hylidae, Leiopelmatidae,
em cativeiro Leptodactylidae

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢gdo Normativa Ibama n°154/2007. Através do
codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).
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Ranidae, Bufonidae, Centrolenidae, Hylidae, Leiopelmatidae, Leptodactylidae, Microhylidae,

| 5 | Observacéo e gravagdo de imagem ou som Brachycephalidae

* Qtde. de individuos por espécie/localidade/unidade de conservacéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

[1 TMétodo de captura/coleta (Anfibios) | Bioacustica, Armadilha de queda “pit fall, Captura manual

Destino do material biol6gico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

[ [UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA [colecdo

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢gdo Normativa Ibama n°154/2007. Através do
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Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 18681-1 | Data da Emissao: 03/02/2009 16:03 Data de Validade: 03/02/2010

Dados do titular

Registro no Ibama: 2372266 | Nome: Jodo Reinaldo da Cruz de Campos | CPF: 268.775.638-59

Titulo do Projeto: “Mecanismos de variagdo cromossomica no género Leptodactylus e em familias relacionadas a Lepdodactylidae (Amphibia, Anura)*

Nome da Instituigdo : UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA | CNPJ: 48.031.918/0018-72

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa lbama n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nédo
contemplado na autorizac@o ou na licenca permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biol6gico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em cole¢éo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢6es Bioldgicas (CCBIO).

Nivel Taxon* Qtde. Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondémico mais especifico possivel.
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