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Resumo: este estudo descreve a diversidade citogenética de anfibios anu-
ros com énfase nas familias Hylidae e Leptodactylidae de diferentes locali-
dades do cerrado goiano. Foram analisadas 10 diferentes espécies coletadas
nos municipios de Rio Verde, Bela Vista, Serrandpolis, Barro Alto, Pireno-
polis e Nazdrio. Foram obtidos cariotipos com niimero dipléide variando de
2n=22 a 2n=24. Marcagoes para Regioes Organizadoras de Nucléolo foram
obtidas no cromossomo 8 da espécie Leptodactylus fuscus. A grande varia-
cdo cromossomica pode ser explicada pelo padrdo reprodutivo diversificado
destes animais.

Palavras-chave: Citogenética. Anfibios. Caridtipo. Cerrado. Nucléolo.

tualmente sdo conhecidas 6.638 espécies de anfibios em todo o
A mundo, sendo que 5.858 pertencentes a ordem anura. Os anuros sao

animais cosmopolitas apresentando uma distribui¢do heterogénea
com predominancia nas regides tropicais (POUGH et al., 2002; FROST, 2010).
Estes animais possuem adaptacdes caracteristicas ao grupo como membros
posteriores alongados e as ultimas vértebras fundidas adaptadas para saltos.
Desempenham importante papel ecolégico no controle de populacdes de insetos
e outros invertebrados, principais itens de sua dieta, além de serem um dos
grupos mais sensiveis a variacao do meio ambiente, sendo assim amplamente
utilizados como biomarcadores ambientais (ETEROVICK; SAZIMA, 2004).
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A anurofauna da América do Sul é a mais abundante do mundo, sendo o Brasil o
pais de maior riqueza e a segunda maior diversidade ecoldgica de espécies, com 877
espécies descritas, sendo que, desta quantia, aproximadamente 131 ocorrem no cerrado
brasileiro, correspondendo a pouco mais de 15 % das espécies brasileiras (SBH, 2010;
COLLI et al., 2002). Entretanto, o conhecimento sobre a anurofauna do cerrado ainda é
muito limitado, devido aos poucos estudos relacionados a este grupo de animais, assim
se torna comum a descoberta de novas espécies no bioma Cerrado, ja que a maioria
dos estudos ja conduzidos foram realizados na regido Sudeste do pais (BASTOS et al.,
2003; 2005).

Os anuros da familia Leptodactylidae sdo representados por 99 espécies distribuidas
em 4 géneros (Hydrolaetare, Scythrophrys, Paratelmatobius, e Leptodactylus), sendo o
género Leptodactylus o mais representativo com 88 espécies, representados em geral por
animais de pequeno e médio porte, terrestres, insetivoros, semi-aqudticos e com habitos
noturnos, vivendo associados em serrapilheiras de florestas tropicais imidas, ou proximas
a dgua, com excecdo de algumas espécies que habitam ambientes dridos e cujos modos
reprodutivos sdo bastante diversificados (DE-CARVALHO et al., 2008; FROST, 2010).

A familia Hylidae € atualmente a mais numerosa dentre os anuros, sendo constituida
por aproximadamente 891 espécies (FROST, 2010; SBH, 2010). No Brasil, é representada
por 338 espécies situadas em 27 géneros. Esta familia possui ainda trés subfamilias:
Phyllomedusinae; Pelodryadinae e Hylinae, sendo esta dltima a maior delas, com 636
espécies (FROST, 2010). Os hilideos sdo extremamente varidveis no tamanho (1,7-14
cm de comprimento) e aparéncia externa, porém possuem discos adesivos arredondados
nas pontas dos dedos, presentes na maioria das espécies, que os diferencia das outras
familias (LIMA et al., 20006).

O presente trabalho foi conduzido em areas de cerrado nos municipios de Serra-
népolis, Rio Verde, Bela Vista, Barro Alto, Nazdrio e Pirendpolis. Viérios estudos tém
demonstrado que anuros de diferentes regides podem apresentar grande variabilidade
citogenética, permitindo andlises entre os distintos caridtipos, pela identificagdo das
regides organizadoras de nucléolo e constricdes secunddrias. Assim, a utilizacdo de
ferramentas citogenéticas se torna uma poderosa ferramenta para o entendimento da
evolucdo cromossOmica e para o estabelecimento das relagdes filogenéticas entre as
espécies da anurofauna do cerrado (NUNES, 2006; SOUZA, 2007).

Os objetivos deste estudo foram caracterizar a diversidade de anuros com énfase
nas familias Hylidae e Leptodactylidae, incluindo a anélise comparativa e a presenca
de polimorfismo nas mesmas, em diferentes regides do cerrado goiano.

MATERIAL E METODOS
Coleta dos Anuros

As coletas foram realizadas em regides de cerrado nos municipios de Serrandpolis,
Rio Verde, Bela Vista, Piren6polis, Barro Alto e Nazario, no periodo de Janeiro de 2007
a Novembro de 2008. Foram coletados um total de 33 hilideos e 12 leptodactylideos
totalizando 45 espécimes (Tabela 1).
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Tabela 1: Espécies e Exemplares de Anuros Analisados no Presente Estudo

Espécies Niimero de exempares cole- Local de Coleta
tados
Familia Leptodactylidae
Leptodactylus Ocellatus 4 Rio Verde/Bela Vista
Leptodactylus fuscus 5 Serranépolis
II:Ieptqcbiactylus l.abyrinthicus Hilidae i Serranépolis Familia
ypsiboas raniceps Rio Verde
Hypsiboas multifasciatus 3 .
Hvosi - Serranépolis
ypsiboas lundii 2 Joe R
Hypsiboas albopunctatus 8 P¥ren(/)pol¥s
Pseudis bolbodactyla 3 P¥ren0pol¥s
Scinax similis 4 Pirendpolis
Scinax constrictus 9 Pirenépolis
Barro Alto/Nazario
Total 45

Para arealizacdo da citogenética foi utilizada a técnica de obten¢ao de cromossomos
a partir do figado, da medula 6ssea e do bagco dos anfibios anuros coletados, devido a
intensa atividade mitética das células nestas estruturas. Na preparacao direta dos 6rgaos,
foi utilizada solu¢do de Fitohemaglutinina M (10%), que foi injetada intraperitonial-
mente, na propor¢ao de 0,1mL/10g de peso do animal durante trés dias consecutivos.

Para a obtencao de cromossomos metafésicos a partir de figado, bago e medula 6ssea,
utilizou-se a metodologia descrita por Baldissera-Jr et al., (1993), com modificagdes.
Esse procedimento foi realizado injetando intraperitonealmente solug@o de colchicina
a 0,1%, na proporcao aproximada de 0,1mL/10g de peso do animal 4 horas antes do
sacrificio. As preparacdes cromossdmicas foram coradas com Giemsa a 8% em solucao
tampao fosfato pH 6,8 por 8 minutos para a caracteriza¢ao do nimero e da morfologia
dos cromossomos, seguindo protocolos de rotina.

Para a coloracgao de regides organizadoras de nucléolo (RONs), seguiu-se a metodo-
logia de Howell e Black (1980), com modificacdes. As laminas foram hidrolisadas em
solug@o de 1M de 4cido cloridrico a 60°C por 7 minutos. Sobre o material das 1aminas,
foi colocada 1 gota de solucdo coloidal reveladora e duas gotas de solug¢do de nitrato
de prata (AgNO3) a 50%. As laminas foram cobertas com uma laminula e incubadas
por 5 minutos em camara umida a 60°C. Apés este tempo, foi realizado a coloragao
com Giemsa a 8%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os Cromossomos dos Leptodactylideos

No estudo citogenético das espécies de anfibios anuros da familia Leptodactylidae,
Leptodactylus fuscus, L. labyrinthicus e L. ocellatus, o nimero cromossdmico encontrado
foi de 2n=22 paratodas as espécies, ndo apresentando nenhuma diferenga numérica entre
eles, apenas diferengas morfoldgicas em seus cariétipos. Foram encontrados cromosso-
mos predominantemente metacéntricos e submetacéntricos sendo observado apenas um
par cromossOmico acrocéntrico nas espécies L. labyrinthicus e L. ocellatus (figura 1).
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Figura 1: Cariétipo De Leptodactylideos em Coloragdo Convencional
Legenda: A- Leptodactylus labyrinthicus (2n =22 e NF = 42); B- Leptodactylus ocellatus (2n =22 e
NF=42). Ambas as espécies apresentado o par 4 acrocéntrico.

Quanto a morfologia cromossdmica as espécies L. labyrinthicus e L. ocellatus apre-
sentou os pares 1, 5, 6, 8, 10 e 11 metacéntricos, os pares 2, 3, 7 ¢ 9 submetacéntricos e
o par 4 acroceéntrico, diferindo dos resultados encontrados por Amaro-Ghilardi (2005)
onde os pares cromossdmicos 4 e 8 foram classificados como submetacéntrico e o par
9 como metacéntrico.

O caridtipo de L. fuscus apresentou os cromossomos 1, 5, 6, 8 e 10 metacéntricos
e?2,3,4,7,9 e 11 submetacéntricos, dados estes que estdao em conformidade com os
dados encontrados por Silva et al., (2000). A presenca das RONs na posi¢ao terminal
do braco curto do cromossomo 8 também confirma os dados obtidos pelo mesmo au-
tor. O bandeamento por impregna¢do com nitrato de prata no par cromossdmico 8, foi
obtido em L. fuscus o que pode caracterizar esta regido como uma regido organizadora
de nucléolo (figura 2).
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Figura 2: Caridtipo em coloragao diferencial por nitrato de prata evidenciando as regides organizadoras

126 de nucléolo no par cromossdmico 8 do Leptodactylus fuscus (2n=22 ¢ NF=44)
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Os Cromossomos dos Hylideos

Os Hylideos analisados apresentaram niimero dipléide variando em 2n =22 a

2n=24. Por coloragdo convencional, a espécies Hypsiboas multifasciatus, Hypsi-
boas raniceps e Hypsiboas lundii apresentaram o nimero dipléide 2n = 24 e nimero
fundamental NF = 48, evidenciando um padrao de conservacao cariotipica no género
(figura 3). Os dados encontrados reforcam aqueles obtidos por King (1990), Gruber
(2006), Sousa (2007) e Carvalho et al. (2009) para as espécies desta familia.

Dentro da familia Hylidae, apenas a espécie Hypsiboas albopunctatus apresentou
nimero dipldide 2n = 22 e o nimero fundamental NF = 44 (figura 3), resultado este
similar ao nimero dipléide apresentado pelos estudos citogenéticos de Becak (1968)
e Gruber (2006).
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Figura 3: Cariétipo De Hylideos em Coloracdo Convencional
Legenda: A- Hypsiboas multifasciatus (2n=24 e NF=48); B- Hypsiboas raniceps (2n =24 e NF = 48);
C- Hypsiboas lundii (2n =24 e NF = 48); D- Hypsiboas albopunctatus (2n =22 e NF = 42).

A espécie Pseudis bolbodactyla apresentou numero dipldide 2n = 24 e NF=46 evi-
denciado pelo par acrocéntrico 4 (figura 4). O nimero dipléide encontrado foi 0 mesmo
obtido por Busin et al., (2008) para as espécies do género Pseudis (Pseudis paradoxa
paradoxa, P. platensis, P. bolbodactyla, P. fusca e P. tocantins).

O cari6tipo de Scinax similis apresentou 24 cromossomos com nimero fundamental
NF = 48, sendo o par 1 metacéntrico e o restante dos pares submetacéntricos (figura
5A). O cariétipo encontrado para Scinax similis foi descrito por Lemes et al. (2004) e
de acordo com estes autores o cariétipo desta espécie € praticamente indistinguivel de
outras espécies pertencentes ao grupo de Scinax ruber.
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Figura 4: Cari6tipo de Pseudis bolbodactyla (2n=24 e NF=46) em coloracdo convencional.

Quanto a coloracao convencional a espécie Scinax constrictus, apresentou caritipo
2n =22 e NF =44, sendo os pares 1, 8,9, 10 e 11 metacéntricos e o restante dos pares
submetaceéntricos (figura 5B). A espécie Scinax constrictus tem seu caridtipo descrito
no trabalho de Sousa (2007), com 2n=22 confirmando, quanto ao nimero, os resulta-
dos encontrados nesse estudo, porém quanto a posicao dos centromeros os resultados
discordam dos encontrados por Sousa (2007), uma vez que o autor descreveu como
metacéntricos os pares 4 € 7, e como submetacéntricos os pares 8, 9 e 10.
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Figura 5: Cariétipo Do género Scinax em Coloragdo Convencional
Legenda: A- Scinax similis (2n =24 e NF = 48); B- Scinax constrictus (2n =22 e NF = 44).

A Familia Hylidae em geral apresenta uma alta variacdo cariotipica, como pode
ser observado nos resultados encontrados nesse trabalho. Esta variacdo esta presente
em ambos os géneros, Scinax e Hypsiboas, sendo visualizadas apenas com coloragdo
convencional uma vez que a origem das diferencas € o polimorfismo numéricas entre
os taxons. O fato que pode explicar a grande heterogeneidade nos anfibios em geral,
estd relacionado com a reproducao, que acontece de forma muito frequente, fazendo
com que a troca genética seja maior.
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CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram uma variabilidade numérica
nos cariétipos de tdxons de um mesmo género, corroborando a idéia de que existe um
padrdo diversificado no modo reprodutivo deste grupo de animais.

Faz-se necessdrio, para uma maior elucidacdo quanto a taxonomia dos anuros, a
utilizacdo de outras técnicas que permitam uma andlise mais detalhada de seus cari-
otipos, como a coloragdo por DAPI, Bandeamento C e fluorescéncia em hibridizacdo
“in situ” “Fish”, ja que a técnica de coloracdo convencional e diferencial por nitrato de
prata ndo permitem a andlise detalhada do cari6tipo do animal.

CYTOGENETICS COMPARATIVE Hylidae and Leptodactylidae FAMILIES OF
SAVANNAH Goias

Abstract: this study describes the cytogenetic diversity of anuran amphibians with em-
phasis on families Hylidae and Leptodactylidae from different localities of the Cerrado
in Goids. We analyzed 10 different species collected in the cities of Rio Verde, Bela
Vista, Serrandpolis, Barro Alto, Pirendpolis and Nazdrio. Karyotypes were obtained
with diploid number ranging from 2n = 22 to 2n = 24. Markings for Nucleolar Or-
ganizer Regions were obtained on chromosome 8 of the Leptodactylus fuscus species.
The major chromosomal variation can be explained by different reproductive pattern
of these animals.

Keywords: Cytogenetics. Amphibians. Karyotype. Cerrado. Nucleolus.
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