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VI CONGRESSO BRASILEIRO DE
HERPETOLOGIA - VI CBH

Conforme anunciado anteriormente,
o VI Congresso Brasileiro de Herpetolo-
gia serd realizado na cidade de Salvador,
Bahia, entre os dias 22 e 26 do préximo
més de julho. A programacio contard com
seis conferéncias, oito simpdsios, oito mi-
nicursos, workshops, leilio de obras rela-
cionadas a herpetologia, e o tradicional
concurso de vocalizacio, dentre outras

atividades. As normas para a submissio
de trabalhos na forma de posteres ou co-
munica¢des orais estdo disponiveis para
consulta. Importante: o prazo final para
a submissio de trabalhos se encerra no dia
7 de abril! O terceiro periodo de inscri¢cdes
se encerra no dia 31 de maio e a SBH ofere-
ce descontos aos s6cios quites com a anui-
dade de 2013. A programacio completa,
normas para envio de resumos e informa-
¢des sobre as inscri¢des estdo disponiveis
no site http://www.cbh13.com.br.
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Participacdo confirmada

— Miguel Vences - Technische Universi-
tat Braunschweig (Alemanha)

— Anthony Herrel - Museum National
d’Histoire Naturelle (Franca)

— Luis Cesar Schiesari — Universidade de
Sao Paulo (Brasil)

— Ulisses Caramaschi — Museu Nacional
— Universidade Federal do Rio de Ja-
neiro (Brasil)

— Miguel Trefaut Urbano Rodrigues —
Universidade de S3o Paulo (Brasil)

PUBLICADA CARTA NA REVISTA
NATURE SOBRE ABLACZ\O DE DEDOS
E ARTELHOS

Como continuidade a carta enviada
ao ICMBio, pela SBH, sobre a posi¢io da
comunidade herpetolégica brasileira a
respeito da possibilidade de proibi¢io da
técnica de ablacio de dedos e artelhos
no Brasil (ver o numero anterior da
Herpetologia Brasileira), foi publicada na
revista Nature de 17 de janeiro de 2013
uma carta externando a preocupacdo
de cientistas brasileiros, incluindo o
Presidente da SBH, sobre esse assunto.
Tal iniciativa partiu dos alunos associados
ao laboratério do Dr. Ricardo J. Sawaya,
da UNIFESP, Diadema, e representou uma
excelente oportunidade de alertar um
publico enormemente mais amplo sobre
a questao.

Leptodactylus mystacinus, Pirenépolis, GO (Foto: J. P.
Pombal Jr.).



XXIV CONGRESSO INTERNACIONAL
DE BIACUSTICA

Como ja divulgado no numero anterior
da Herpetologia Brasileira, o evento ocor-
rerd entre 8 e 13 de setembro de 2013, na
Pousada Pirineus em Pirenépolis, Goias.
O programa inclui palestras, mesas-re-
dondas, apresentacdes de trabalhos (pos-
ters e orais), workshops e mini-cursos. A
submissio de resumos se encerrard em
15 de abril de 2013. Maiores informag¢ées
no site do evento: www.ibacbrazil.com/
Home.html

XI CONGRESSO DE ECOLOGIA DO
BRASIL

O evento ocorrera entre 15 e 19 de se-
tembro de 2012, em Porto Seguro, Bahia.
A data para a submissio dos resumos é
30 de abril de 2013. Os autores poderdo
submeter trabalhos nas seguintes 4reas:

Comportamento Animal, Ecologia de In-
teragdes, Ecologia de Comunidade, Eco-
logia de Ecossistemas, Biologia da Con-
servacdo, Ecologia da Sustentabilidade,
Educacio Ambiental, Ecologia da Paisa-
gem, Ecologia Evolutiva, Ecologia Tedrica,
Ecologia Humana, Ecologia Urbana e Di-
reito Ambiental. Maiores informac¢des no
site do evento: www.xceb.com.br/

2013 JOINT MEETING OF
ICHTHYOLOGISTS AND
HERPETOLOGISTS

Este evento inclui as principais so-
ciedades de herpetologia e ictiologia dos
Estados Unidos (American Elasmobranch
Society, Society for the Study of Amphi-
bians and Reptiles Herpetologists’ Lea-
gue, e American Society of Ichthyologists
and Herpetologists ) e este ano comemo-
rard o centésimo aniversirio da Copeia.
O evento ocorrerd entre 10 e 15 de Julho

de 2013 em Albuquerque, Novo México,
Estados Unidos. A submissio de resumos
encerrarad em 30 de margo de 2013. Maio-
res informag¢des no site do evento: www.
dce.k-state.edu/conf/jointmeeting/Co-
peia XXX

CONCEA ABRE CONSULTA PUBLICA
SOBRE EUTANASIA

Em 5 de marc¢o de 2013 foi publicado
edital que instituiu a Consulta Publica re-
ferente as “Diretrizes da Pratica de Euta-
nasia do CONCEA”. Tais diretrizes fazem
referéncia as pesquisas com vertebrados
de vida livre. Pessoas ou institui¢cdes inte-
ressadas em participar da Consulta Ptblica
terdo o prazo de 2 meses para apresentar
sugestdes ao texto “Diretrizes da Pratica
de Eutanédsia do CONCEA”. Os documen-
tos relacionados ao edital estido disponi-
veis em: www.mct.gov.br/index.php/con-
tent/view/313236/Consulta_Publica.html

OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO O OO OO OO OO OO0 OO O OO O OO OO OO OO OO0 OO0 O OO O OO OO OO0 OO OO0 OO0 O OO0 O OO0 OO0

Leptodactylus lineatus, Ribeirdo Cascalheira, MT (Foto: R. Brand4o).



Noticias
de Conservacdo

A COORDENACAO REGIONAL DO
AMPHIBIAN SPECIALIST GROUP NO
BRASIL

O Amphibian Specialist Group (ASG)
é uma rede global de especialistas dedica-
dos que doam seu tempo e conhecimento
para criar uma comunidade onde a pra-
tica de conservacdo de anfibios avanca a
partir de uma base sélida de ciéncia. Esta
rede global é composta por mais de 300
membros em mais de 40 Regides / Paises
que permitem ao ASG atuar em uma es-
cala global. O grupo foi criado em 2006
apos a elaboracdo do Plano de A¢io Global
para Conservacido dos Anfibios (ACAP),
quando se percebeu a necessidade de
uma abordagem coordenada e unifica-
da para Conservacio de Anfibios. Assim
foram reunidos em um grupo Unico os
esforcos do Global Amphibian Specialist
Group (GASG) dentro da IUCN Species
Survival Commission (IUCN SSC), da
Declining Amphibian Populations Task
Force (DAPTF) e do Global Amphibian
Assessment (GAA). Navegue pela péagi-
na do ASG (www.amphibians.org) para
maiores informacgdes. No quadriénio que
se iniciou em 2013, Débora Leite Silva-
no (deborasilvano@gmail.com) e Marcio
Martins (martinsmrc@usp.br) assumiram
a coordernacio regional do ASG no Brasil.
Atualmente, o grupo brasileiro conta com
15 pesquisadores representantes de todas
as regides do pais. Durante o VI Congres-
so Brasileiro de Herpetologia (Salvador
- BA), em julho préximo, deve acontecer
a primeira reunido do grupo, que serd
aberta a quaisquer pessoas interessadas.
A data, horario e local da reunido ainda
serdo confirmados.

LANCAMENTO DE FROGLOG
SHORTS

O novo boletim do ASG procura infor-
mar os membros do grupo de novidades
e ultimos acontecimentos. O formato de
FrogLog Shorts é mais curto do que o do
FrogLog, concentrando-se em novidades
breves de interesse para a comunidade
herpetolégica. O novo boletim sera di-
vulgado quinzenalmente. Para maiores
informagdes ou para enviar noticias para
divulgacdo escrever para froglog@amphi-
bians.org.

16 REUNIAO DAS PARTES DA
CONVENCAO DE COMERCIO
INTERNACIONAL DE ESPECIES
AMEACADAS (CITES) REALIZADA
EM BANGKOK, TAILANDIA, DE 3 A
14 MARCO DE 2013

Nesta reunifo acordou-se combater o
comércio ilegal de varias espécies amea-
cadas anteriormente nio contempladas
na Convengio. Decidiu-se incluir em seus
apéndices espécies madeireiras, marinhas
e tartarugas, entre outros. Além disso,
discutiram-se vérias outras propostas
para emendar os Apéndices I e II da CI-
TES, incluindo vérias espécies de répteis
e trés espécies de anfibios (ver www.cites.
org/eng/cop/16/prop/index.php).  Para
maiores informacdes sobre a reunido visi-
te o site (www.cites.org).

RENOVAGCAO DO FORUM VIRTUAL
PARA AVALIACAO DOS ANFiBIOS

O férum virtual, www.amphibians.
org/redlist/forum, originalmente lancado
11 de outubro de 2011, foi renovado 1 de
mar¢o 2013 para fazer com que o processo
de reavaliacdo dos anfibios do mundo seja
mais colaborativo, eficiente e aberto. Esta
versdo do férum se enquadra bem com a
nova estratégia da Autoridade da Lista
Vermelha para os Anfibios, uma vez que
esta estratégia visa que grupos de traba-
lhos regionais ou nacionais possam admi-
nistrar as avaliacdes globais das espécies
de suas &reas geogréficas, assumindo
desta maneira a modera¢io do férum res-
pectivo (atualmente ha um férum ativo,
mas a ferramenta esta aberta para receber
novos férums regionais ou nacionais). O
novo férum é o resultado de uma parce-
ria entre o Grupo de Especialistas para os
Anfibios (ASG pelas siglas em inglés), sua
Autoridade da Lista Vermelha, e a inicia-
tiva de ciéncia cidadd iNaturalist (www.
inaturalist.org).

LANCAMENTO DE AMAZING
AMPHIBIANS

Amazing Amphibians é um programa
do Grupo de Especialistas para os An-
fibios lancado para celebrar as diferen-
tes espécies de anfibios do mundo, seus

habitats e para promover o trabalho das
pessoas que procuram conserva-los. Cada
segunda-feira é publicada uma ficha de
uma espécie diferente, a qual estd dipo-
nivel para ser compartilhada no seu site,
em redes sociais, e por email. Amazing
Amphibians é o resultado de uma parce-
ria entre o ASG, a Comissdo para a Su-
pervivéncia das Espécies da UICN (IUCN
SSC), AmphibiaWeb, iNaturalist, TSTP.tv,
ARKive, Amphibian Survival Alliance, Am-
phibian Ark e Synchronicity Earth. O site
estd disponivel em www.amphibians.org/
amazing-amphibians.

NOVAS UCS IMPORTANTES

PARA A HERPETOFAUNA ESTAO

EM PROCESSO DE CRIACAO NO
CERRADO

No 4mbito do Programa Cerrado Sus-
tentavel do Governo Federal, o estado de
Goias esta realizando estudos para a am-
pliagdo do Sistema Estadual de Unidades
de Conservacdo com a criacio de unidades
de protecio integral. A ONG Funatura
foi selecionada para conduzir os estudos
(veja mais informag¢des em http://arma-
zendigital.com.br/funatura). Das 15 dreas
prioritdrias foram selecionadas trés que
tiveram os estudos aprofundados e foram
elaboradas propostas de cria¢io de Par-
ques estaduais. Os trés Parques Estaduais
propostos (Sdo Bartolomeu, Rio Sdo Félix
e Serra da Prata) localizam-se no nordes-
te do Estado em regido com alta riqueza
de biodiversidade. Algumas destas areas
contém extensdes expressivas de mata
seca, que é um ambiente extremamente
importante para a fauna de lagartos. Mais
de 50% da herpetofauna ai registrada é
endémica do Cerrado, com destaque para
as espécies Trachycephalus mambaiensis,
Gymnodactylus aff. geckoides, Mabuya aff.
frenata, e Coleodactylus cf. brachystoma,
que nio sio conhecidas de nenhuma uni-
dade de conservagio; Leptodactylus tapiti,
uma espécie descrita em 1978, conheci-
da apenas do PN Chapada dos Veadeiros
e com poucos exemplares coletados, que
teve agora seu primeiro registro fora dos
limites do Parque, na area de Sio Barto-
lomeu; e Phyllomedusa oreades, conhecida
de poucas localidades no Estado de Goids
e no Distrito Federal, sempre associada a
riachos temporarios em regides de campo
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rupestre. Lygodactylus klugei é uma espé-
cie da Caatinga, com apenas um registro
documentado nas florestas estacionais
deciduais de Sdo Domingos, foi registrada
na regido de Sio Bartolomeu, tendo sua

distribuicdo conhecida estendida para o
oeste. As consultas publicas para apresen-
ta¢do e discussdo das propostas dos trés
parques serdo realizadas pela Semarh Goi-
as, no periodo de 23 a 26 de abril de 2013,

Noticias
de Conservagéo

nos municipios de Nova Roma, Monte
Alegre de Goids, Cavalcante e Alto Parai-
so de Goias. Os documentos referentes as
propostas, estudos técnicos e localizagio
podem ser acessados no link acima.
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Amphisbaena trachura, Sdo Jerénimo, RS (Foto: T. Grant).

Crotalus durissus, Caraga, MG (Foto: J. P. Pombal Jr.).
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Kohler, Gunther. 2011. Amphibians of Central Amer-
ica. Herpeton Verlag, Offenbach. 379 pp. ISBN
3-936180-33-4

A América Central é uma regiio de raro desafio para os cien-
tistas. Sua complexa histéria de formacio geoldgica, bem como
a presenca de diversas fisionomias vegetais (Kéhler, 2008) re-
sultou em numerosas e diferentes histérias evolutivas para os
grupos animais que habitam a regido, a exemplo dos anfibios
(Savage, 1982). Assim sendo, é com grata surpresa que descobri
o livro Amphibians of Central America, de Gunther Kohler, bus-
cado bibliografias para minha tese de doutoramento..

O autor Gunther Kéhler é chefe do Setor de Herpetologia
no Instituto de Pesquisa e Museu da Natureza Senckenberg,
em Frankfurt, Alemanha, e uma autoridade na herpetofauna
da América Central. Sua equipe de pesquisa tem publicado
mais de uma centena de trabalhos enfocando a Herpetofauna
daregido (veja http://www.senckenberg.de). Entre suas obras,
destaco Reptiles of Central America (Kéhler, 2008) e o objeto
desta resenha Amphibians of Central America (Kohler, 2011),
dois guias de identifica¢io com informacbes capazes de satis-
fazer as necessidades de cientistas e amadores interessados na
natureza.

Amphibians of Central America trata dos anfibios conheci-
dos no limite geografico entre o Istmo de Tehuantepec, México,
e 0 Chocé no Panama. Sio registradas 15 espécies de cecilias
(Gymnophiona), 151 de salamandras (Caudata) e 332 espécies
de sapos, ras e pererecas (Anura). A organizacio segue dos t4-
xons mais amplos, as ordens, passando pelas familias e respec-
tivos géneros, até os mais inclusivos, as espécies, sempre em
ordem alfabética. Vale ressaltar a atualizacdo dos nomes, que
seguem as ultimas propostas nomenclaturais oriundas de estu-
dos filogenéticos.

A organizacdo do Amphibians of Central America pode ser
classificada como tradicional para guias de campo. Comeca
com uma breve introduc¢io sobre a anurofauna da Améri-
ca Central, a taxonomia seguida pelo autor e a importancia
desta fauna devido ao seu grau de ameaca de extingio atual.
Destaca-se um diagrama com as ordens, as familias e géneros,
respectivamente, com o numero de espécies de cada género
destacado entre parénteses. Sdo encontrados a seguir textos
simples e bem explicativos sobre o ambiente e o clima da re-
gido geografica de abrangéncia do livro. Todas as se¢es sio
ricamente ilustradas com fotos (ambientes, espécies e carac-
teres), mapas e graficos que enriquecem o entendimento e a
experiéncia do leitor. As cecilias, as salamandras e os anuros,
nesta sequencia, sdo apresentados aos leitores por meio de
descri¢des simples dos tdxons e sua taxonomia, fotos e ilus-
tracbes de espécimes e caracteres diagndsticos, mapas de
distribuicdo e uma chave dicotémica para identificacdo dos
mesmos. Importante ressaltar aqui dois aspectos do livro: o
conteudo e as ilustragdes. O primeiro, digno de elogios, é o
evidente enorme esfor¢o do autor para organizar as informa-
¢Oes por ele julgadas essenciais para cada nivel hierarquico de
familia, género ou espécie: referéncia da publica¢do original,
localidade-tipo, distribui¢do com dados de elevagdo, biometria
e lista de sinonimia e bibliografia bisica. Chaves dicotémicas

claras e informativas para anfibios sio dificeis de serem pro-
duzidas e certamente este é um ponto a ser destacado no livro
do Dr. Kéhler. Além disto, existe um item chamado “Leitura
Adicional” ao final de cada taxon supraespecifico, com refe-
réncias para estudos complementares. Quanto as ilustracées:
sdo abundantes, belissimas e funcionais ao longo de todo o
texto, enriquecendo visualmente a identificacdo dos espéci-
mes e suas caracteristicas listadas.

Ao final dos anfibios anuros existe uma se¢do neste livro
dedicada exclusivamente aos girinos da América Central, com
desenhos esquemiticos das caracteristicas diagndsticas gerais
para girinos e uma tabela com espécies ainda nio descritas ou
descritas insatisfatoriamente. Esta se¢io se inicia com uma
breve introducio sobre o tema e explicacdes sobre a terminolo-
gia adotada. O corpo principal da abordagem dos girinos é uma
chave dicotémica com fotos e desenhos que ilustram a maioria
das quase 70 espécies abordadas neste item.

As duas ultimas sec¢des do livro tratam de temas nio muito
comuns nos guias de campo, as importantes discussdes sobre
o declinio e extin¢io de anfibios e sua importincia como bio-
indicadores. Nas duas ultimas décadas temos experimentado
uma intensa discussio sobre o grau de ameaca das espécies
de anfibios devido a diversos fatores ambientais e antrépicos
e sua consequente necessidade de conservacgio (ver Verdade
et al.,, 2012). Cita¢des sobre uso e modificacées de habitat,
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espécies exoéticas, mudancas climaticas, redescobrimento de
espécies, contaminag¢des por fungos, educacio ambiental e
programas de monitoramento compdem alguns dos diversos
temas desta se¢do. Por fim, temos um glossario e um indice
remissivo que podem auxiliar o leitor no uso desta organizada
obra.

O Brasil é um pais classificado como megadiverso e seu
territério de dimensio continental abriga alguns taxons com
distribui¢do que engloba a maioria do Neotrépico (e.g., géne-
ros Trachycephalus Tschudi e Atelopus Duméril & Bibron), in-
cluindo a América Central. As cole¢des brasileiras abrigam um
numero reduzido de espécimes da América Central e material
bibliografico rico em contetdo e ilustracdes pode auxiliar no
desenvolvimento de estudos de taxons que abrangem também
este territério. Assim sendo, com 930 figuras coloridas, 92 de-
senhos e diagramas, e 177 mapas, além de uma organizacio e
conteido bem trabalhados, o pictérico Amphibians of Central
America de Gunther Kéhler é um livro que devemos manter ao
alcance das mios ao consultar a fauna de anfibios da América
Central.
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O livro “Paleontologia de Vertebrados: relagbes entre Amé-
rica do Sul e Africa” apresenta 352 paginas divididas em 12
capitulos que abarcam basicamente os padrées de distribuicdo
dos vertebrados passando pelas fases pré-rifte, rifte e pos-rifte
de formacio dos continentes. O livro representa um esforco
conjunto de quatro pesquisadores brasileiros de conhecido re-
nome no meio académico (Valéria Gallo, Hilda Maria A. Silva,
Paulo M. Brito e Francisco J. Figueiredo) com o intuito de abor-
dar a problematica das relagées biogeograficas entre Africa e
América do Sul.

Dentre os grupos de vertebrados em andlise, figuram elas-
mobranquios, peixes de dgua doce e salgada, temnospoéndilos,

cinodontes, tartarugas, crocodilos, pterossauros e dinossauros,
sendo os capitulos que abordam cada um destes grupos, res-
pectivamente, antecedidos por uma introdu¢io a4 Biogeogra-
fia Histérica (capitulo 1, paginas 1-14). Sua abordagem, como
objeto principal de estudo, objetiva situar o leitor a partir da
conceituacio desta Ciéncia e reconhecimento dos padrdes de
distribuicio geografica e organizacio espacial dos organismos
através do tempo, a fim de que tais padrdes possam ser mais
facilmente assimilados quando os subsequentes grupos de ver-
tebrados sdo particularmente enfocados.

O livro entdo segue a interessante sequéncia tracada com
a intencio de fazer com que o leitor acompanhe o desenrolar
destes padrdes desde a Pangeia, passando pelo Gondwana até
a formagdo dos continentes. A abordagem tem inicio com os
elasmobranquios paleozoicos e mesozoicos (capitulo 2, paginas
21-56), passando pelos temnospéndilos do Brasil (capitulo 3,
paginas 69-89) e cinodontes do Tridssico da América do Sul e
Africa (capitulo 4, paginas 99-122). O capitulo 5, “A evolucio
geodinamica da margem atlantica brasileira no intervalo Juro-
-Cretaceo”, paginas 131-146, fugindo ao padrio de abordagem
dos grupos de vertebrados e seus padrdes biogeograficos de
distribuicdo, visa, conforme relatado, fornecer uma vista in-
tegrada da abertura do Oceano Atldntico Sul durante o intervalo
Jurdssico-Cretdceo, provendo uma visdo global atualizada baseada
em reconstrugbes recentes. Aspectos tafondémicos também sio
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discutidos no capitulo 6, tendo como objeto a paleoictiofauna
do Juréssico da Bacia do Parnaiba e comparacio estratinémica
com as bacias da América do Sul e Africa (paginas 151-170).
O livro segue apresentando a paleoictiofauna marinha de am-
bos os continentes (capitulo 7, paginas 175-197), os peixes de
agua doce (capitulo 8, paginas 207-218), filogenia e biogeogra-
fia de Pelumedusoides (capitulo 9, paginas 225-240), diversi-
dade e distribui¢io de Crocodylomorpha (capitulo 10, paginas
243-270), e, finalmente, os padrées de distribuicdo geografica
dos Pterodactyloidea (capitulo 11, paginas 279-292) e dinos-
sauros (capitulo 12, paginas 299-315).

Aos herpetélogos, vale ressaltar, dentre os capitulos abran-
gidos pelo volume, o estudo revisivo e paleogeografico dos te-
mnospondilos brasileiros, importantes para a compreensio do
padrio de distribui¢io deste grupo na Pangeia (capitulo 3), o es-
tudo filogenético e biogeografico de tartarugas pleurodiras, no
qual os autores utilizam-se de uma super-arvore para susten-
tar a hipé6tese biogeografica baseada em eventos de vicariancia
para a evolug¢io do clado (capitulo 9), a abordagem a aspectos
evolutivos e biogeograficos dos crocodilomorfos, abarcando fi-
logenia, ecologia e fisiologia, com o intuito de enfatizar o papel
deste grupo na compreensio da sequéncia de fragmentacio do
Gondwana (capitulo 10), e finalmente aspectos biogeograficos
da distribuicdo de pterossauros, importante grupo de répteis
voadores do Mesozoico (capitulo 11), e dinossauros (capitulo
12).

E digno de nota o empenho destes quatro autores e idealiza-
dores do volume, sabendo que este é um assunto que converge
o interesse de varias dreas dentro da Paleontologia de verte-
brados. Deste modo, o volume em questio torna-se um impor-
tante objeto de consulta para paleontdlogos interessados nas
diferentes explicacbes e implicagdes das distribuicdes geografi-
cas de seus respectivos grupos dentro do contexto das relacdes
Ameérica do Sul-Africa. Certamente, uma lacuna na literatura
académica preenchida com reconhecida competéncia.

Destacamos a valiosa contribui¢do de cada um dos auto-
res/idealizadores do volume, bem como a de diversos autores
especialistas nos diferentes grupos de vertebrados e oriundos
de diversas institui¢cées de ensino superior. Os editores Valéria
Gallo, Paulo Britto e Francisco Figueiredo, professores adjuntos
do Departamento de Zoologia da UERJ, em parceria com Hilda
Maria da Silva, doutora em Ecologia e Evolu¢io pela UERJ, tém
investido na edi¢do de volumes voltados para a Paleontologia,
e uma vez que ha grande caréncia de livros sobre este tema no
Brasil, esta atitude é meritéria. Prova disto é o livro publicado
pelo grupo em 2006 “Paleontologia de vertebrados — grandes
temas e contribuic¢des cientificas” que contempla, além de dez
artigos completos de trabalhos apresentados no III Simpésio
Brasileiro de Paleontologia de Vertebrados, temas teéricos
como diferentes técnicas aplicadas no estudo dos fésseis, siste-
matica e filogenia de diferentes grupos. Aos herpetdlogos, es-
tudiosos dos grupos recentes ou nio, ambos os volumes sio de
grande importancia, merecendo figurar como livros de prate-
leira para consultas recorrentes. Resta-nos agora aguardar qual
serd a préxima empreitada destes pesquisadores que tanto tém
buscado a producio de obras de reconhecido valor académico
com selo de qualidade nacional.
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Contributions to the History of Herpetology. Volu-
me 3, Organizado por Kraig Adler. Publicado pela
Society for the Study of Amphibians and Reptiles,
ISBN:978-0-91684-82-3. Data da publicacio: 8 agosto
de 2012. Local da publicacio Vancouver, British Co-
lombia, Canada. Niumero total de cépias impressas:
2950.

O volume 3 de “Contributions to the History of Herpe-
tology” compreende 564 paginas e pesa 1,8 quilos. Existem
trés partes: (1) Herpetélogos do passado, Parte 3, de autoria
de Kraig Adler (paginas 3-386); (2) Indice de Autores em Her-
petologia Taxonémica, Terceira Edi¢4o, de autoria de John S.
Applegarth (paginas 387-469); e (3) Linhagens Académicas
de Doutorados em Herpetologia, Terceira Edi¢do, de autoria
de Ronald Altig (paginas 471-564). A terceira edi¢do é signi-
ficativamente maior do que a segunda, que compreende 389
paginas no total.

Adler manteve suas biografias informativas e interessantes
nesta terceira edi¢io. Foi com grande esfor¢o que incluiu foto-
grafias e assinaturas de fontes dificeis de serem encontradas.
Cada vinheta biografica é agradavel e descritiva.

Ha dois conjuntos de vinhetas que achei cativantes a partir
da minha perspectiva como pessoa interessada na histéria dos
herpetélogos brasileiros. O primeiro conjunto de individuos é
o de brasileiros nio nativos que fizeram significativas contri-
bui¢des a herpetofauna brasileira: Charles-Nicolas-Sigisbert
Sonnini, paginas 38-39, em uma expedic¢do ao Rio Negro; Wil-
lem Piso, um naturalista holandés assistido por Georg Mark-
graf que coletou ao longo da costa brasileira quando aquela
parte do Brasil ainda estava sob dominio holandés, paginas
62-63; J.C. Mikan, paginas 63-64; Giuseppi Raddi, pagina
64; Johan Natterer, paginas 64-66; Jean Quoy, Paul Gaimard,
Fortuné Eydoux, Louis Souleyet, Bernard Hombron, Honoré
Jacquinot, paginas 75-78; Alcide d’Orbigny, paginas 94-95;
John D. Haseman, pagina 206 (que coletou para Lawrence Gri-
ffin); Joseph R. Bailey, paginas 258-259; Carl Gans, paginas
283-285; Paul Miller, paginas 341-342. O segundo conjunto
de vinhetas retine herpetdlogos brasileiros ou residente no
Brasil — Otto Wucherer, pagina 123; Eurico Santos, pagina
217; Paulo Sawaya, pp. 257-258; Alcides Prado, pp. 268-269;
Haroldo Travassos, pagina 286; e Oswaldo Rodrigues da
Cunha, pagina 316.

A contribuicio de John Applegarth é relatada da seguinte
forma: “Procurei incluir todos os autores que participaram da



nomeacdo de um ou mais tdxons, no nivel de género ou abai-
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Z‘ w2 - ’ - : Notas do Editor do Congresso de Herpetologia realizado em
: e Y Vancouver, Canada, em 2012. “Este é o ultimo volume da sé-
' : rie. Uma lista alfabética bastante ampla de todas as biografias
na série de 3 volumes é fornecida nas piginas 4-6, e um indice
abrangente da série inteira foi incluido no presente volume nas
paginas 361-386”. As trés contribui¢cdes de Kraig Adler consti-
tuem claramente trabalhos de grande interesse para a comuni-
dade herpetolégica e possivelmente ndo serdo continuados por
outro herpetélogo. Quem mais esta disposto a fornecer vinhe-
tas tio interessantes aos herpetélogos do mundo? Infelizmente
é provavel que ninguém tera a tenacidade e habilidade de ofere-
cer o tipo de vinheta que é a especialidade de Adler.
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Trabalhos Recentes

Grizante, M.B., R. Brandt e T. Kohlsdorf. 2012. Evolution
of body elongation in Gymnophthalmidae lizards: Re-
lationships with climate. PLoS ONE 7(11): e49772.
DOI: 10.1371/journal.pone.0049772

A evolucdo de formas corpéreas alongadas em vertebrados
tém intrigado bidlogos por décadas, sendo particularmente
recorrente em Squamata. Diversos aspectos poderiam expli-
car como o ambiente influencia a evolu¢do do alongamento
corpéreo, mas o clima precisa ser incorporado neste cenario
para avaliar como este contribui para a evolugdo morfoldgica.
Pardmetros climaticos incluem temperatura e precipitacio,
duas variaveis que provavelmente influenciam caracteristicas
ambientais, incluindo textura do solo e cobertura vegetal, que
por sua vez podem definir as pressdes seletivas atuantes duran-
te a evolugdo da morfologia. Devido ao desenvolvimento das
técnicas de informacio geogréfica (GIS), estas varidveis podem
agora ser incluidas em estudos de biologia evolutiva e foram
usadas no presente estudo para testar associagdes entre varia-
¢do em forma corpédrea e clima na familia de lagartos neotro-
picais Gymnophthalmidae. Os autores primeiro investigaram
como as caracteristicas morfolégicas que definem a forma cor-
porea estdo correlacionadas nestes lagartos, e entfo testaram
a associacdo entre um descritor de alongamento corpéreo e o
clima. As anélises revelaram que a evolucdo de formas corpé-
reas alongadas em Gymnophthalmidae envolveram mudancas
concomitantes em diferentes caracteristicas morfoldgicas: o
alongamento do tronco esta acoplado a um encurtamento das
patas e uma redugio do didmetro do corpo, e a variagdo gradual
ao longo do eixo foi ilustrada por morfologias menos alongadas
exibindo troncos mais curtos e patas mais longas. A variacdo
identificada em formas corpéreas de Gymnophthalmidae foi
associada ao clima, com as espécies de ambientes mais 4ridos
sendo normalmente mais alongadas. A aridez é associada com
altas temperaturas e baixa precipitacdo, o que afeta caracteris-
ticas ambientais adicionais, incluindo a estrutura do habitat.
Esta caracteristica pode influenciar a evolu¢io de formas cor-
poreas porque ambientes contrastantes provavelmente im-
péem demandas distintas para o desempenho dos organismos
em diferentes atividades, tais como locomoc¢io e termorregu-
lagio. O presente estudo estabelece uma conex&o entre a mor-
fologia e um componente natural amplo, o clima, e introduz
novas questées sobre a distribuicdo espacial da variagio morfo-
légica em Squamata.

Llewelyn, J., B.L. Phillips, G.P.Brown, L. Schwarzkopf,
R.A. Alford e R. Shine. 2011. Adaptation or preadap-
tation: why are keelback snakes (Tropidonophis mai-
rii) less vulnerable to invasive cane toads (Bufo mari-
nus) than are other Australian snakes? Evolutionary
Ecology, 25:13-24. DOI: 10.1007/s10682-010-9369-2

A invasio de espécies exdticas em um dado ambiente expde
as espécies nativas a uma gama de novas interagdes ecoldgicas.
Um dos exemplos mais recentes é dado o caso da introdug¢io
de Rhinella marina na Austrélia. Esse sapo-cururu amazénico,

introduzido na Oceania em meados da década de 1930, vem
sendo considerado uma praga, causando danos as espécies da
fauna australiana que tentam preda-lo. E o caso de muitas ser-
pentes batracéfagas, incapazes de sobreviver a toxicidade do
seu veneno. Surpreendentemente, uma serpente australiana,
Tropidonophis mairii, continua presente nas dreas infestadas
por esse sapo, sendo relativamente resistente ao seu veneno.
Neste trabalho, os autores estudaram a rela¢io entre T. mairii e
R. marina. A resisténcia da serpente ao veneno do sapo poderia
ter sido adquirida a partir de uma répida selecio (ocorrida nos
ultimos 80 anos) via ingestdo do sapo. Alternativamente, essa
resisténcia poderia ser explicada em fun¢io da origem asiatica
dessa serpente, cujos ancestrais ja haviam convivido com bufo-
nideos. Um outro aspecto que poderia favorecer a convivéncia
seria a preferéncia da serpente por ingestdo de ras. Essa pre-
feréncia seria inata ou adquirida por aprendizado? Os pesqui-
sadores compararam populacdes de T. mairii que j4 convivem
com R. marina desde a sua introdugio, com populacbes que en-
traram em contato recente (cerca de 3 anos) com o anuro. O
resultado foi que essas duas populagdes de serpentes apresen-
tam o mesmo grau de sensibilidade ao veneno do sapo. As duas
populacdes também mostraram preferéncia a ingestio de rds ao
invés de sapos. Estudos com T. mairii recém-nascidas demons-
traram que o aprendizado desempenha pouco ou nenhum pa-
pel nessa preferéncia. Assim, a tolerdncia fisiol6gica ao veneno
de R. marina, bem como a preferéncia por ras sdo caracteristicas
inatas de T. mairii e ndo representam adaptacdes a introdugdo
desse bufonideo na Australia. Tais caracteristicas, portanto,
devem ter sido herdadas dos seus ancestrais asiaticos, que, pro-
vavelmente, eram adaptados a convivéncia com bufonideos. Os
autores concluem que a histéria biogeogréfica é importante no
estudo do impacto de espécies invasoras sobre tdxons nativos.

Thomé, M. T. C., K. R. Zamudio, C. F. B. Haddad e J.
Alexandrino. 2012. Delimiting genetic units in
Neotropical toads under incomplete lineage sor-
ting and hybridization. BMC Evolutionary Biology
2012, 12: 242. Handle: http://www.biomedcentral.
com/1471-2148/12/242

A delimitacdo de unidades genéticas é muitas vezes o pri-
meiro passo que possibilita entender os mecanismos evolu-
tivos da diversificacdo biolégica. Thomé e colaboradores tém
estudado a diversificagio evolutiva dentro do grupo de sapos
de Rhinella crucifer, testando a hipdtese de se as seis espécies
descritas dentro do grupo, com base em caracteres morfols-
gicos, apresentam uma correspondéncia com unidades evo-
lutivas independentes. Partindo de resultados publicados em
2010, que sugeriram uma correspondéncia limitada entre as
espécies reconhecidas e as linhagens mitocondriais, os autores
empreenderam uma ampla amostragem das espécies em toda
a sua area de distribui¢do, e sequenciaram fragmentos do DNA
mitocondrial e nuclear para delimitar as unidades genéticas
dentro do grupo, através de métodos de reconstrucio filogené-
tica e de métodos de agrupamento de individuos baseados em
frequéncias alélicas. Os resultados foram congruentes entre
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os dois tipos de métodos usados, dando suporte a delimita¢io
de cinco unidades genéticas, estando trés localizadas na area
principal de distribui¢io geogréfica do grupo de R. crucifer, na
Mata Atlantica, e outras duas ocorrendo em areas isoladas no
interior da Bahia e no Cear4. De forma geral, essas unidades
genéticas nio corresponderam as espécies atualmente des-
critas dentro do grupo, existindo ainda dois casos de possivel
hibridiza¢io entre unidades genéticas. Os individuos perten-
centes a quinta unidade genética inferida (Ceard) ndo foram
ainda examinados pelos autores, mas poderdo vir a ser des-
critos como uma nova espécie. Os resultados sugerem que é
necessaria uma reavaliagio taxondémica do grupo de R. crucifer
para que cada espécie corresponda a uma entidade evolutiva
independente. Essa correspondéncia verifica-se apenas para as
espécies Rhinella henseli e R. inopina. O reconhecimento de ou-
tras espécies dependera de reavaliar a distribui¢do geografica
de R. crucifer, de confirmar se os espécimes da localidade tipo
de R. ornata sio hibridos e de verificar se R. abei é realmente
uma unidade genética independente. Os autores propdem que
R. pombali ndo seja mais considerada uma espécie vélida, pois a
sua descri¢do foi baseada em individuos hibridos de R. crucifer
e R. ornata, e que deveria tornar-se um sinémimo destes dois
ultimos nomes.

Murphy R.W,, A. J. Crawford, A. M. Bauer, J. Che, S. C.
Donnellan, U. Fritz, C. F. B. Haddad, Z. T. Nagy, N. A.
Poyarkov, M. Vences, W. Wang, Y. Zhang. 2013. Cold
Code: the global initiative to DNA barcode amphi-
bians and nonavian reptiles. Molecular Ecology Re-
sources. 13:161-167. DOI: 10.1111/1755-0998.12050

O método de DNA barcoding utiliza sequéncias de nucleoti-
deos, geralmente do genoma mitocondrial, para facilitar a iden-
tificacio de espécies e a estimativa da biodiversidade. A maioria
dos estudos utiliza o gene que codifica a subunidade I da molé-
cula de citocromo-oxidase (COI; Entrez COX1). Existem inicia-
tivas de DNA barcoding para varios grupos taxondémicos, como
peixes, aves, mamiferos e fungos. Outros projetos sdo focados
em regides, como o Artico, ou temas, como a saude. Existem
iniciativas de DNA barcoding para todos os grupos de vertebra-
dos menos anfibios e répteis (excluindo Aves). Neste artigo os
autores anunciam a formacio de Cold Code (= c6digo frio), uma
iniciativa internacional para gerar cédigos de barras de DNA
para todas as espécies desses vertebrados de “sangue frio”. O
projeto tem um Comité Gestor, Coordenadores, e uma home
page. Para facilitar Cold Code, o Instituto de Zoologia Kunming
da Academia Chinesa de Ciéncias genererd sequéncias de COI
para os primeiros 10 exemplares de uma espécie sem nenhum
custo para os donos dos tecidos. Os autores esclarecem que a
obtencio e envio legal dos tecidos é obrigatério, e enfatizam
que isso é um problema importante para espécies controlados
pela Convencdo de Comércio Internacional de Espécies Amea-
cadas (CITES). Entretanto, uma opg¢io seria realizer a amplifi-
cagio no pais de origem e apenas enviar o produto de PCR, uma
vez que isso é isento as restri¢bes da CITES por ser um produto
sintético.

Trabalhos Recentes

Grant, R., T. Halliday e E. Chadwick. 2013. Amphibians’
response to the lunar synodic cycle: a review of cur-
rent knowledge, recommendations, and implications
for conservation. Behavioral Ecology 24(1): 53-62.
DOI: 10.1093/beheco/ars135

As respostas dos anfibios aos ciclos lunares ainda sdo muito
pouco exploradas na literatura. Nesta revisio sobre o assunto,
os autores encontraram 79 exemplos nos quais foram estuda-
dos os efeitos do ciclo lunar em relacido ao comportamento de
anfibios, envolvendo vérias linhagens. Na maioria dos casos,
houve alguma resposta por parte dos anfibios e os autores
nio encontraram diferenca significativa entre o nimero de ca-
sos em que houve declinio de atividade ou aumento da mes-
ma durante periodos de lua cheia. Os autores afirmam que as
respostas ao ciclo lunar ndo podem ser generalizadas entre as
diversas linhagens de anfibios. Ao contrario, elas sdo altamen-
te espécie-especificas e relacionadas diretamente a ecologia de
cada espécie. As principais razdes para as mudancas de compor-
tamento em resposta ao ciclo lunar parecem ser a sincroniza¢io
da reproducio e a evitagio de predadores. Os autores mostram
que as respostas relacionadas a disponibilidade de presas, a fa-
cilitagio de sinais visuais e ao uso da lua para orientacdo sio
menos frequentes, mas sugerem atenc¢do as mesmas em futuros
estudos. Ao final do trabalho, os autores fornecem recomenda-
¢oes relativas a obtencdo e andlise de dados relacionados as fa-
ses lunares, de forma a permitir comparac¢des entre os futuros
estudos.

Meiri, S., Bauer, A. M., Chirio, L., Colli, G. R., Das, I,
Doan, T. M., Feldman, A., Herrera, F.-C., Novosolov,
M., Pafilis, P., Pincheira-Donoso, D., Powney, G., Tor-
res-Carvajal, O., Uetz, P. and Van Damme, R. No pre-
lo. (disponivel online), Are lizards feeling the heat? A
tale of ecology and evolution under two temperatu-
res. Global Ecology and Biogeography. DOI: 10.1111/
geb.12053

Sabe-se que a temperatura influencia boa parte da ecologia
das espécies. Mas qual tipo de temperatura? Os fisiologistas
geralmente estudam a influéncia da temperatura corporal, ao
passo que os biogedgrafos e macro-ecélogos tendem a se con-
centrar nas temperaturas ambientais. Nesse estudo, as relacdes
entre essas duas medidas sdo exploradas de forma a determinar
os fatores que afetam a temperatura corporal de lagartos e tes-
tar o efeito de ambas medidas sobre a histéria de vida desses
animais. Os autores usam uma base de dados global (861 espé-
cies) de temperaturas corporais de lagartos e as temperaturas
anuais médias ao longo de suas distribui¢des, de forma a exami-
nar as relacdes entre elas. Eles entdo examinam os fatores que
influenciam a temperatura corporal e testam a influéncia de ca-
racteres ecoldgicos e de histéria de vida, controlando os efeitos
de filogenia. As temperaturas corporais a as temperaturas mé-
dias anuais ndo sio correlacionadas. Entretanto, quando se leva
em conta o horéario de atividade (espécies noturnas possuem
temperaturas corporais mais baixas), o uso do espaco (espécies
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fossoriais e semi-aquéticas sdo “mais frias”), a insularidade (es-
pécies continentais sio “mais quentes”) e a filogenia, as duas
medidas de temperatura mostram-se positivamente correlacio-
nadas. Altas temperaturas corporais estdo associadas apenas a
filhotes maiores e a maiores taxas de producdo de biomassa. As
temperaturas anuais sdo positivamente correlacionadas com a
frequéncia de oviposi¢do e com a longevidade anual e negativa-
mente correlacionadas com o tamanho da ninhada, a idade na
primeira reprodugio e a longevidade. Os autores concluem que
lagartos com temperaturas corporais mais baixas nio parecem
ter atributos ligados a histérias de vida “mais lentas” quando
comparados a espécies com temperaturas corporais mais al-
tas. As esta¢des mais longas que predominam nas regides mais
quentes do planeta, bem como processos fisiolégicos que ope-
ram quando os lagartos esto inativos, fazem com que as tem-
peraturas ambientais sejam mais adequadas para a previsio das
varia¢des na histéria de vida dos lagartos do que as temperatu-
ras corporais. Tal constatagdo indica que o aquecimento global
pode ter uma influéncia importante na ecologia e na evolugio
dos lagartos.

McCormack J.E., S. M. Hird, A. J. Zellmer, B. C. Carstens,
R. T. Brumfield. 2013. Applications of next-genera-
tion sequencing to phylogeography and phylogene-
tics. Molecular Phylogenetics and Evolution. 66:526-
38.DOI: 10.1016/j.ympev.2011.12.007

A biologia molecular esta sofrendo uma transicdo sem pre-
cedentes no sequenciamento de DNA com o advento do sequén-
ciamento de préxima geracgio (next-generation sequencing, NGS).
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Estas tecnologias claramente oferecem a possibilidade da gera-
¢do rapida e economica de dados de sequéncias de multiplos
loci para estudos de filogeografia e filogenética. No entanto, o
foco em organismos nido-modelo e a incerteza quanto aos mé-
todos de preparacio de amostras e andlises mais apropriadas
para diferentes tipos de pesquisas e idades evolutivas, contribu-
iram para um atraso na aplica¢io do NGS a esses campos. Neste
artigo os autores descrevem alguns dos principais obsticulos
para a aplicacdo do NGS em estudos de filogeografia e filoge-
nética, incluindo o foco em organismos nio-modelo, a neces-
sidade de obtencio de loci ortélogos de uma forma econdémica
e 0 uso predominante de drvores de genes nestes campos. Des-
crevem também os métodos que consideram mais promissores
de preparacido das amostras para responder a esses desafios.
Métodos de redugdo do genoma por enzimas de restricio e se-
le¢ao de tamanho manual sio os mais adequados para estudos
intra-especificos, enquanto os métodos que identificam certas
regides gendmicas especificas (ou seja, target enrichment ou
sequence capture) tem maior aplicabilidade para estudos entre
populagdes até niveis filogenéticos mais profundos. Os autores
apresentam uma visdo geral de como analisar os dados NGS
para chegar a conjuntos de dados que possam ser analisados
pelo conjunto de ferramentas padrio para analise filogeografia
e filogenética, incluindo o processamento dos dados iniciais até
o alinhamento e a genotipagem (tanto SNPs como loci envol-
vendo muitos SNPs). Apesar de que é provavel que o sequen-
ciamento de genomas completos se torne acessivel em breve, o
fato da filogeografia e da filogenética dependerem da analise de
centenas de individuos indica que os métodos de redugdo do ge-
noma a um subconjunto de loci devemn continuar sendo os mais
custo-efetivos para estas disciplinas durante um bom tempo.
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Oxyrhopus petolarius, Santa Teresa, ES (Foto: J. P. Pombal Jr.).
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Dado o impacto deletério que a quitridiomicose impde so-
bre popula¢des naturais de anfibios ao redor do mundo, o es-
tudo do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) esta cres-
cendo exponencialmente. Isto é observado ndo s6 nos paises
onde foram relatados declinios e extin¢des, mas também no
Brasil, onde ainda poucos estudos foram concluidos. Portanto,
consideramos importante que a comunidade cientifica brasilei-
ra tome conhecimento das diversas técnicas disponiveis para
a diagnose do Bd. Dentre uma vasta gama de possibilidades,
apresentamos neste artigo as principais técnicas atuais, tanto
para animais vivos, como para animais fixados, incluindo aque-
les depositados em cole¢des cientificas.

Técnicas para animais recém-capturados
1. Identificacio visual

A analise visual para detectar a presenca de zoosporangios
no tecido do aparato bucal de girinos é realizada de acordo com
o protocolo de Vieira e Toledo (2012). Observar o aparato bucal
dos girinos em lupa estereoscépica, identificando aparato bucal
sem perda de queratina (Figura 1A) ou se ha despigmentacdo
nos denticulos e bico cérneo (Figura 1B). E importante ressal-
tar que o diagndstico preciso de infec¢io por Bd ndo deve ser
completamente associado 4 despigmentacio do aparato bucal
dos girinos, ja que tal despigmentacdo pode ser decorrente da
exposicdo a contaminantes quimicos (Boyle et al. 2004), bai-
xas temperaturas, ou mesmo devido & metamorfose (Rachowi-
cz e Vredenburg, 2004). Na maioria (mais de 90%) dos casos
a despigmentacido estd associada a infecgdo (Knapp e Morgan,
2006). Por outro lado, também observamos casos onde nio ha
deformacio do aparato bucal, mas através da visualizagio mi-
croscépica foi confirmada a presenca de zoosporangios (menos
de 10% dos casos).

2. Anilise direta em microscépio
A identificacio do Bd é realizada através da visualizacio de

cortes de tecido do aparato bucal de girinos, e representa a pri-
meira fase do isolamento (ver Vieira e Toledo, 2012), na qual se

Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Animal, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil. E-mail: lambertini.carol@gmail.com
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busca a visualizacido de zoosporangios presentes nos tecidos.
Deve-se entdo matar o girino por decapitac¢io, realizar o corte
do aparato bucal do girino, alocd-lo em uma ldmina com uma
gota de dgua destilada (pode ser substituida por 4gua comum,
caso nio seja de interesse realizar o isolamento a posteriori),
cortar o tecido com bisturi em pedacos pequenos, cobrir com
laminula e observar ao microscépio éptico em aumento de
400X. A identificagdo se d4 pela visualizagdo de zoosporangios
no tecido examinado (Figura 1C).

3. Extracido de DNA e PCR convencional
3.1. Coleta de material para andlise molecular

Primeiramente deve-se coletar o material micético dos es-
pécimes de anfibios. Para tanto, o método mais usual é o swab-
bing, no qual swabs (= hastes flexiveis com algoddo em uma das
pontas; zaragatoas) estéreis, com haste plastica, sdo passados
5 vezes na regido inguinal direita, 5 vezes na regido inguinal
esquerda, 5 vezes nas membranas (ou regido) interdigitais dos
membros inferiores direito e esquerdo e 5 vezes nas membra-
nas (ou regido) interdigitais dos membros superiores direito e
esquerdo de cada individuo (Hyatt et al. 2007) (Figura 1D). O
numero e os locais para passagem do swab podem ser adequa-
dos ao estudo e animal em questio, mas existe uma tendéncia
para esta padronizac¢io metodolégica. Para evitar contamina-
¢do cruzada, cada animal deve ser manipulado com um par
de luvas diferente, e os swabs devem ser acondicionados em
criotubos (tubos criogénicos) de 1,5 mL (secos; mas é possivel
também armazena-los embebidos em alcool PA) e estocados em
Ultrafreezer 4 -80°C (ou freezer convencional a -20°C) até o mo-
mento do uso.

3.2. Extracao

Apés a coleta do material, a extragio de DNA deve ser reali-
zada de acordo com Boyle et al. (2004) com algumas modifica-
¢Oes descritas a seguir. Adicionar 50 pL do reagente PrepMan
ULTRA® (Applied Biosystems) a cada criotubo contendo o swab.
Agitar os tubos em vortex por 45 segundos, centrifugar por 30
segundos a 12.000 RPM, agitar em vortex novamente por 45
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Figura 1: Aparato bucal de girino (Lithobates catesbeianus) ndo infectado (A) e aparato bucal de girino (Hylodes sp.) infectado (B); Tecido contaminado com quitridio, em
aumento de 400X, sem corantes (C); swabbing na regiio inguinal de adulto de Phyllomedusa sp. (D); tecido corado com H.E. evidenciando a presenca de zoosporangios
(E); tecido corado por PAS evidenciando a presenca de zoosporangios (F).
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segundos, centrifugar por 30 segundos a 12.000 RPM, aque-
cer em banho com 4gua fervente por 10 minutos, resfriar em
temperatura ambiente por 2 minutos, centrifugar por 1 minuto
a 12.000 RPM, inverter o swab dentro do criotubo, utilizando
pingas flambadas a cada inversdo, centrifugar por 5 minutos a
12.000 RPM, descartar os swabs, centrifugar rapidamente (por
alguns segundos), transferir 45 pL da solu¢do para novos tu-
bos. Centrifugar por 10 minutos a 12.000 RPM e preparar uma
diluigdo 1:10 do material genético para estocar (também pode-
ra ser utilizada nas reacdes de qPCR). Um método alternativo
foi descrito por Goka et al. (2009).

3.3. Amplificacio

A amplificacio do DNA é realizada através da técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction), de acordo com o protoco-
lo de Annis et al. (2004), utilizando os iniciadores (primers)
especificos do Bd: Bdla (5-CAGTGTGCCATATGTCACG-3’),
e Bd2a (5’-CATGGTTCATATCTGTCCAG-3’), Para uma reacio
com volume final de 25 pL, preparar um mix contendo 1 uM
de cada primer, MgCl, (0.9 mM), 1XTaq Buffer, 0.2 mM de
cada ANTP e 0.8 U de TagPolymerase. Um controle negativo
de dgua destilada deve ser adicionado a reagdo, As condiges
de amplificacdo devem ser: denaturacio inicial a 93°C por
10 minutos, seguida de 30 ciclos de 45 segundos a 93°C, 45
segundos a 60°C, 1 minuto a 72°C, e extensio final a 72°C
por 10 minutos. Apés a reacdo de PCR, aproximadamente
10 pL de cada amplificado deve ser analisado em gel de aga-
rose 0,7%, juntamente com um DNA ladder como um padréo
de tamanho de DNA. O gel deve ser corado com brometo de
etidio e visualizado em transluminador de luz ultravioleta. O
resultado é considerado positivo para presenca de Bd quando
forem visualizadas bandas de amplificacio de aproximada-
mente 300 pb.

4. Anilise molecular por PCR quantitativo
em tempo real (qPCR)

Para realizar a reag¢do de qPCR, é necessario preparar ini-
cialmente os padrdes que serdo utilizados como pardmetros no
processo de quantificagio.

4.1. Suspensio da cultura de Bd

Preparar inéculos do Bd em placas de agar Triptona 1%
(Longcore et al. 1999; Vieira e Toledo, 2012). As culturas de-
vem ser mantidas em estufa & 21°C por aproximadamente 7
dias. Uma vez observada atividade dos zodsporos, adicionar
10 mL de 4gua MilliQ em cada placa e aguardar 30 minutos
para que os zo6sporos fiquem nadando livres na solucio. Apds
esse procedimento, raspar as placas com alca plastica estéril, e
transferir todo o conteudo para tubos tipo Falcon de 50 mL.
Agitar os tubos em vortex por 25 segundos, coletar a suspensdo
com uma seringa de 20 mL com bico LuerLok® (BD), filtrar a
suspensao utilizando filtros de membrana com poros de 10 pm
de didmetro e adicionar o filtrado em outro tubo tipo Falcon
de 50 mL.

Métodos em Herpetologia

4.2. Contagem de zodsporos

Este procedimento é realizado para determinar a concen-
tracdo da suspensio de zodsporos utilizada no preparo dos
padrées que serdo utilizados na reacio. E necessario prepa-
rar uma soluc¢io v/v com volume final de 100 pL, contendo
a suspensio de zo6sporos e iodo a 2%. Aguardar 10 minutos
para a morte e coloracio dos zo6sporos. Preencher ambos
os lados de um hemocitéometro (cAmara de Neubauer) com
aproximadamente 10 pL da suspensido e realizar a conta-
gem, na qual deverdo ser contados zodsporos presentes em
10 quadrados do quadrante central de cada lado da cAmera.
Obter a média dos 10 quadrados e cada lado e multiplicar
por 25. Multiplicar esse resultado por 10 e multiplicar por
2 devido a diluicdo com iodo, obtendo assim a média de zo-
6sporos presentes em 1 pL. A concentra¢io pode variar, mas
o numero de zodsporos da suspensio deve ser 2 x 106 para
iniciar a diluicdo seriada, e a contagem deve ser repetida
no minimo 10 vezes, ou seja em 5 camaras. Outras meto-
dologias de contagem podem ser conduzidas conforme sua
preferéncia.

4.3. Extracio de DNA para os padrées

Apés a contagem de zobsporos a suspensdo contendo
2 x 108 zodsporos deve ser centrifugada a 12.000 RPM por
10 minutos. Remover o sobrenadante, ressuspender o pellet
em 100 pL de PrepMan Ultra® (Applied Biosystems), agitar
em vortex por 45 segundos, centrifugar rapidamente (alguns
segundos), ferver a suspensio durante 10 minutos, resfriar
por 2 minutos, agitar em vortex rapido e centrifugar nova-
mente a 12.000 RPM por 5 minutos. Apds o procedimento de
extracdo, a suspensio esta concentrada a 2 x 10* equivalentes
gendmicos (abreviado como g.e.; dado que nio sio mais os
z04sporos na sua suspensio e sim o material genético extra-
ido equivalente) em 1 pL ou g.e. pL?, e serd este o padrio de
estoque.

4.4. Diluicdo do padrio de estoque

Sabe-se a concentra¢io da suspensio em g.e., agora deve
ser realizada a dilui¢do seriada dos padrées para construgio da
curva padrio. A partir do padrdo de estoque, com concentragio
de 2 x 10% g.e. pLL, deve-se preparar os padries de trabalho, que
sdo dilui¢des seriadas 1:10, iniciando-se com a concentra¢io
de 200 g.e. pL! x 5 pL (volume da reagdo) = 1000 g.e. total
na reacio (padrio de trabalho 10%). Deste padrio, as dilui¢ées
seriadas devem chegar até a concentracio de 0,02 g.e. uL* (pa-
drdo de trabalho 107). Assim, teremos os padrdes de trabalho
nas seguintes concentra¢des: 10%, 102, 10, 1 e 10 g.e. Apés a
dilui¢do, deve-se se montar a placa de reacdo com a primeira
fileira contendo 5 pL por po¢o de cada padrio diluido. O pri-
meiro pog¢o deve conter uma solugdo padriao 10% g.e., seguido
dos padrées 102, 10, 1 e 10 g.e. As tltimas duas concentra-
¢oes (1 e 10) devem ser adicionadas em duplicata. O ultimo
pogo deve conter 5 pL de dgua livre de nucleases como controle
negativo.

Herpetologia Brasileira - Volume 2 - Niimero 1 - Margo de 2013



Métodos em Herpetologia

4.5. Extracido de DNA a partir de swabs

A extracdo de DNA segue o mesmo procedimento descrito
no item 1.2.

4.6. Reagdo de qPCR

Para uma placa de 96 pogos, deve ser preparado um ‘“reac-
tion master mix” contendo: 1250 uL de Tagman Master Mix
(Applied Biosystems®), 125 pL do primer (Boyle et al. 2004)
ITS1-3 Chytr (5-CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC-3)
concentrado a 18 pM, 125 uL do primer 5.8S Chytr (5-AGC-
CAAGAGATCCGTTGTCAAA-3’) concentrado a4 18 pM, 125 pL
da sonda ChytrMGB2 (5’-6FAM CGAGTCGAACAAAAT MGBN-
FQ-3’) concentrada a 5 pM, 275 pL de dgua destilada, e 100 puL
de BSA (Bovine Albumin Serum / Soro Albumina Bovina). Adi-
cionar 20 pL do mix em cada poco da placa, e adicionar 5 pL
do DNA extraido e diluido 1:10 a partir da segunda coluna da
placa. Preparar também o controle negativo sem DNA no ul-
timo pog¢o da primeira coluna da placa, e adicionar os padrdes
nas dilui¢des 103, 102 10, 1 e 10 g.e. (sendo os dois ultimos
em duplicata) para a construcgdo da curva padrio nos 7 pogos
da primeira coluna da placa. A cepa de Bd utilizada para a curva
padrido deve ser identificada nos estudos, visto que a carga de
infeccdo estimada pela reacdo de qPCR varia com a cepa (ver
Longo et al. 2013).

Técnicas para animais preservados
5. Preparacio Histologica

Larvas e anfibios p6s-metamérficos podem ser utilizados
para investigacio da presenca do fungo por histologia. Nao ha
informacées que relatem a presenca dos fungos em desovas.
Animais coletados vivos devem ser fixados da maneira tradicio-
nal (i.e., fixados em formalina 10% ou paraformaldeido 4%, e
conservados em alcool 70%) (Berger et al. 2000).

O quitridio tem afinidade por regides queratinizadas da
pele, assim, no caso de larvas e girinos, a andalise deve ser re-
alizada por meio de sec¢bes da regido oral, onde existe grande
concentracio de queratina. J4 para os espécimes p6s-metamor-
ficos, as seccdes devem ser realizadas nas regides interdigitais
(para anuros e salamandras). Para o preparo das amostras fres-
cas, uma pequena por¢io do tecido devera ser transferida para
uma solugio de formol 10% ou paraformaldeido 4% (preferen-
cialmente tamponados em fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,4), por
24 horas (caso o material ja esteja fixado, o procedimento po-
derd ser iniciado no préximo passo). Em seguida, o material de-
verd ser transferido para uma solugdo tampéao (fosfato de sédio
0,1 M; pH 7,4), onde permanecera por mais 24 horas (Toledo
et al. 2006).

O processo de inclusio do tecido podera ser realizado uti-
lizando-se parafina ou resinas plasticas (historesinas). Para a
deteccdo dos fungos por andlise morfolégica, recomenda-se
o uso de resina, que apresenta maior resolu¢do nas imagens,
porém, resultados satisfatérios também sdo obtidos com o uso
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de parafina. Assim, apds a fixacio e banho em tampéo, os teci-
dos deverio ser desidratados, uma vez que a 4gua presente nos
mesmos é imiscivel a substancias apolares como parafina e resi-
nas de inclusio. A desidratacio devera ser realizada por meio de
imersio numa bateria de solucées alcodlicas em concentra¢des
graduais e crescentes. A graduacio pode ser iniciada a partir
de 50% e terminar em alcool absoluto (no caso da parafina) ou
alcool 95% (no caso da resina plastica). Recomenda-se que seja
utilizada uma bateria de alcoois 50, 70, 80, 90 e 100% (ou 95%
para resina), com duragio de 30 minutos & 1 hora em cada ba-
nho (Toledo et al. 2006).

5.1. Inclusdo em resina (protocolo
descrito para resina Leica®)

Apés a desidratagido, o tecido deverd ser embebido numa
solucdo de resina com etanol 95% (1:1) durante 4 horas, a
temperatura ambiente. Decorrido este tempo, o material deve-
ra ser embebido em resina pura, por 24 horas, para a perfeita
infiltracio, sendo mantido resfriado a aproximadamente 4°C.
As amostras deverdo entio ser transferidas para moldes con-
tendo resina com polimerizador (15:1) e mantidas em estufa,
a 37°C até a completa polimerizacdo da resina (neste passo, a
posicdo do material devera ser ajustada para que os cortes se-
jam realizados na posi¢io desejada). O material deverd, assim,
ser seccionado em micr6tomo com cerca de 5 um de espessura
e colocado sobre lamina histoldgica para a coloragio e posterior
analise (Berger et al. 2000; Toledo et al. 2006).

No caso da utiliza¢io de outras resinas, o procedimento de-
vera ser realizado conforme especifica¢cdes do fabricante.

5.2. Inclusdo em parafina

O tecido devera ser tratado com uma substincia de transi-
¢do. A inclusdo em parafina é precedida pelo uso de substancias
quimicas como o xilol, que sdo misciveis tanto em dlcool quanto
em parafina. Neste caso, separe 3 banhos de xilol e deixe 0 ma-
terial por 40 minutos em cada um. Apéds a remocio do 4lcool,
o tecido devera passar por uma infiltracdo em parafina liquida
(ponto de fusio a 56°C), sendo mantido por 4 horas neste meio.
O tecido devera, entio, ser transferido para um molde conten-
do parafina liquida, na posi¢io que sera seccionado. Em poucos
minutos a parafina endurecera e obter-se-a, portanto, o “bloco”
contendo o fragmento do tecido em seu interior. O material
devera, assim, ser seccionado em micrétomo, com cerca de 5 a
7 pm de espessura, e colocado sobre laminas histolégicas para a
coloracio e posterior analise. Apds a microtomia, o tecido deve-
ra ser tratado novamente com xilol para remocio da parafina e
posterior reidrata¢io com o auxilio da bateria de dlcoois (agora
em concentracio decrescente e por cerca de 5 minutos em cada
banho), finalizando-se o procedimento com um banho de 4dgua.

5.3. Técnica de coloracido com
Hematoxilina e Eosina (H.E.)

Esta técnica é utilizada para a observacio das caracteris-
ticas morfolégicas gerais dos fungos (Figura 1E). Para isso, as
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TABELA 1: Comparacio das técnicas utilizadas para identificacio do Bd, incluindo a sensibilidade do método e o custo comparativo (de + a ++++, sendo que “—” indica

auséncia de custo), informacio se envolve ou ndo a morte e destruicdo do material (S = sim, N = n4o), se permite a confirmacio da presenca/auséncia da infec¢io (S)

ou apenas a sua possibilidade (P), e se é um método que permite quantificar a carga de infec¢do (S = sim, N = nio).

Técnica Sensibilidade Custo Morte do animal  Destruicio do material Presenca ou auséncia Quantificacio
Exame mesoscépico
Visual + — N N P N
Exames microscépicos
A fresco ++ + S S S N
H.E. ++ + S S S N
PAS ++ S S S N
Grocott ++ ++ S S S N
Imunoperoxidase ++ ++ S S S N
Técnicas moleculares
PCR animal vivo +++ +++ N N S N
gPCR animal vivo et et N N S S
qPCR animal morto ++ 4+ S N S N

laminas deverio ser hidratadas em dgua destilada por 1 minuto
e mergulhadas em solu¢io de hematoxilina, por 20 minutos.
Em seguida, as mesmas deverdo ser transferidas para outro
banho em 4gua destilada, onde permanecerdo por 5 minutos.
Ap6s este procedimento, o material deverd ser lavado e mer-
gulhado em solugio de eosina por 5 minutos, e, novamente,
lavado em 4gua corrente para a retirada do excesso de corante.
As laminas deverdo secar em estufa, a 37°C e, em seguida, ser
montadas com laminulas. Neste procedimento, os fragmentos
serdo protegidos pela cobertura com laminulas de vidro, sendo
esta colada na ldmina através de substancias selantes como, por
exemplo, o Entellan ou Bélsamo do Canadd. Apds a secagem
(em estufa a 37°C), as laminas poderio ser observadas ao mi-
croscépio de luz.

5.4. Técnica de coloracdo de PAS
(Acido Periédico de Schiff)

Esta técnica é muito utilizada por evidenciar os carboidra-
tos presentes no interior dos fungos, facilitando sua identifi-
cacio (Figura 1F). Para sua realizagio as laminas deverdo ser
lavadas em dgua destilada e, posteriormente, coradas em 4cido
periédico 1%, por 5 minutos. Apés nova lavagem em agua des-
tilada, as laminas deverio ser colocadas no reagente de Schiff, a
temperatura ambiente, por 15 minutos, protegidas da luz. Em
seguida, as laminas deverio ser lavadas em dgua corrente, por
10 a 15 minutos (ou até que a coloragio fique evidente). Esta
lavagem é um passo importante, pois serd na reacio com dgua
que os corantes evidenciario sua cor. As laminas deverdo ser
secas em estufa e montadas de acordo com a técnica anterior.

5.5. Outros corantes

Além de HE e PAS, também existem outras metodologias de
coloragio que podem ser empregadas, como por exemplo, a Me-
tenamina de Prata de Grocott para fungos (Nassar et al. 2006),
onde também é destacada a presenca de carboidratos, ou a co-
loragio de imunoperoxidase (Berger et al. 2002). Esta ultima
se destaca por ser especifica para quitridios, evidenciando cla-
ramente as infec¢des. Todavia, o uso de anticorpos policlonais

faz com que o custo fique elevado. Além disto, ambas sdo téc-
nicas menos habituais nos laboratérios de histologia. Também
é possivel combinar diferentes técnicas histolégicas, corando
diferentes componentes teciduais (ver Olsen et al. 2004).

6. Analise molecular

A identificacdo do Bd em animais fixados, depositados em
colecdes cientificas, é realizada através da técnica de qPCR, exe-
cutada exatamente da mesma forma que a andlise em animais
vivos.

6.1. Extracido de DNA e reacio de qPCR

De acordo com a metodologia descrita acima (1.2 e 1.3). En-
tretanto, o resultado nio pode ser utilizado como dado quanti-
tativo, somente como presenca e auséncia, dado que o método
perde sensibilidade e existe possibilidade de contaminacio cru-
zada dos animais em vidros de museu (Soto-Azat et al. 2009).
Para reduzir a contaminacio cruzada, lavar os individuos com
bastante alcool 70% (utilize uma piceta) e esperar eles seca-
rem, antes do swab. Utilize luvas diferentes entre os individuos
também.

CONSIDERACOES FINAIS

Diversos fatores devem ser levados em consideracdo quanto
a escolha da técnica adequada para detec¢io do Bd (Tabela 1).
Segundo Pessier e Mendelson III (1999) as técnicas histolgi-
cas e identifica¢do visual podem gerar muitos falsos negativos,
especialmente quando a carga de infec¢do é baixa. Além disso,
as técnicas histolégicas demandam maior tempo de prepara-
¢do do que as moleculares. Neste caso, recomenda-se utilizar
técnicas moleculares (Kriger et al. 2006a, b; Hyatt et al. 2007),
como PCR convencional e qPCR, as quais sdo muito sensiveis,
capazes de detectar pequenas cargas de infec¢do cutinea, mes-
mo em animais assintomaticos (Pessier e Mendelson III, 2009).

Outro fator a ser levado em consideracio é a necessidade de
morte dos animais, especialmente quando espécies ameacadas,
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em declinio, ou raras s3o analisadas. Diante disso, técnicas nio
invasivas devem ser escolhidas ao invés das técnicas letais.
Mesmo assim, algumas técnicas que indicamos a necessida-
de de morte dos animais (Tabela 1) podem ser adaptadas. Por
exemplo, é possivel realizar histologia de dedos amputados de
animais vivos (e.g., Penner et al. 2013). Porém a chance de de-
teccdo destes pedacos de pele é muito reduzida.

Finalmente, esperamos que os protocolos aqui apresenta-
dos estimulem e impulsionem estudos de conservagio dos anu-
ros Brasileiros.
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As serpentes neotropicais depositam seus ovos em locais
onde raramente sio encontrados pelos pesquisadores (Braz,
1988). Os ovos podem ser estar sob a protecio de pedregulhos,
troncos ou qualquer outra superficie coberta, além de cAmaras
subterraneas pré-formadas e dentro de ninhos de jacarés, for-
migueiros e cupinzeiros (Vaz-Ferreira et al., 1970; Riley et al.,
1985; Hall e Meier, 1993).

Neste trabalho é apresentado o primeiro encontro no Bra-
sil de postura de Philodryas patagoniensis em ninho de formi-
ga cortadeira e o primeiro registro de postura de serpente no
olheiro do formigueiro, uma area bem menos protegida que as
camaras de fungo.

Um exemplar de Philodryas patagoniensis encontrado morto
no formigueiro estd fixado em formalina a 10% e depositado
como espécime testemunho no Laboratério de Anatomia do
curso de Medicina Veterindria do Centro Universitario Serra
dos Orgéos (UNIFESO). As castas de formigas foram coletadas
e fixadas em 4lcool a 70% e posteriormente identificadas até
o nivel genérico. As observagées seguiram o método focal. Os
quatro ovos integros encontrados no formigueiro foram trans-
feridos para o olheiro de outro formigueiro, mas o seu desen-
volvimento nio foi acompanhado.

A Fazenda Paraiso (Teresépolis, RJ) esta localizada a cer-
ca de 800 m de altitude. Segundo a classificacdo climatica de
Koppen, o clima é do tipo Tropical de Altitude. As informacdes
sobre a temperatura foram obtidas do Banco de Dados Metere-
olégicos para Ensino e Pesquisa (BDMEP).

As observagdes ocorreram no dia 16 de marco de 2006,
por volta das 14 horas. O ninho encontrava-se em uma area
de pasto, distante cerca de 150 m da borda de uma mata se-
cunddria de floresta atlantica. A abertura externa do ninho de
Acromyrmex sp., o olheiro do formigueiro, era formado de ter-
ra e folhas. No interior do olheiro foram encontrados 23 ovos
de serpentes, que estavam agrupados, indicando tratar-se de
uma Unica postura. Do total de ovos, quatro estavam intactos,
18 estavam quebrados e vazios (Figura 1), e um apresentava o
cadaver de um filhote natimorto preso a ele. Um filhote recém-
-nascido de Philodryas patagoniensis foi encontrado no olheiro.
Ele se afastou do ninho rapidamente sem sofrer ataques das
formigas, embora alguns soldados tenham subido no seu cor-
po. Nio havia sinais da presenca de outros recém-nascidos nas
proximidades do formigueiro. As cascas coridceas dos ovos ndo
possufam fungos aderidos a elas. Nenhum ovo foi encontrado
no interior das caAmaras de fungos.

Fémeas de serpentes podem evitar a influéncia negativa de
um clima desfavoravel sobre o desenvolvimento dos seus ovos
fazendo posturas em ninhos de formigas e térmitas (Vaz-Fer-
reira et al., 1970; Vaz-Ferreira et al., 1973; Brandio e Vanzolini
1985; Riley et al., 1985; Brune et al., 2012).

Os relatos de oviposi¢do em formigueiros envolvem as ca-
maras de fungo de formigas dos géneros Acromyrmes, Atta
e Apterostigma (Vaz-Ferreira et al., 1970; Vaz-Ferreira et al.,
1973; Emsley, M. 1977; Brandio e Vanzolini, 1985; Riley e
Winch 1985a, b; Riley et al., 1985; Oliveira e Della-Lucia, 1993;
Velasquez-Munera et al., 2008; Baer et al., 2009; Ghizoni-Jr.
et al., 2009; Bruner et al., 2012), sendo as espécies do género
Acromyrmes as mais utilizadas.

Na camara de fungo as condi¢ées de umidade e temperatu-
ra sdo praticamente constantes e os filhotes recém eclodidos
contam ainda com a prote¢do dos soldados do formigueiro
contra eventuais predadores (Vaz-Ferreira et al., 1970). Ndo ha
registro na literatura de comportamento agressivo das formi-
gas em relacio aos ovos (Vaz-Ferreira et al., 1970; Vaz-Ferreira
et al., 1973; Emsley, 1977; Brandio e Vanzolini, 1985; Riley e
Winch 1985a, b; Riley et al., 1985; Oliveira e Della-Lucia, 1993;
Velasquez-Munera et al., 2008; Baer et al., 2009; Ghizoni-Jr.
etal., 2009; Bruner et al., 2012), cujas cascas estio sempre Uumi-
das (Brandio e Vanzolini, 1985). As formigas cuidam dos ovos

Figura 1: Olheiro parcialmente removido. Podem ser vistos os ovos de Philo-
dryas patagonienses.
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TABELA 1: Dados climatolégicos do municipio de Teresépolis (RJ) entre
dezembro de 2005 e 16 de marco de 2006.

Ano Maxima °C Minima °C
Dezembro 2005 30 10
Janeiro 2006 34,8 16,8
Fevereiro 2006 32,2 18
Margo 2006 32,2 15,2

depositados pelas serpentes mantendo-os limpos e utilizam a
casca dos ovos como substrato para cultivo de fungos (Bruner
etal, 2012).

Na regido de Teresépolis a amplitude térmica didria pode
ultrapassar 10°C (Fonte: BDMEP), e durante o periodo provéavel
da incubacio (dezembro de 2005 a marco de 2006) foi registra-
do temperatura minima de 10°C e maxima de 34,8°C (Tabela 1).
Assim, além de prover umidade relativa adequada e prote¢io
contra predadores, o uso de formigueiros para a postura é uma
estratégia e Philodryas patagoniensis para assegurar uma fonte
extra de calor para os ovos, evitando que os mesmos deixem
de se desenvolver adequadamente por oscila¢bes bruscas na
temperatura.

A postura de 23 ovos registrada neste trabalho é um pou-
co inferior a maior postura de 26 ovos citada por Vaz-Ferreira
etal. (1970).

No Brasil, os outros relatos de inquilinismo de incubagio
envolvendo serpentes e formigas cortadeiras foram feitos por
Oliveira e Della-Lucia (1993) para Philodryas olfersii e Ghizoni-
-Jr. et al. (2009) para P. agassizii. A escassez de registros desta
natureza pode ser explicada pela auséncia de investigacdes sis-
tematicas deste fendmeno em regides onde as condi¢des clima-
ticas favorecam este comportamento pelas fémeas de serpentes,
como, por exemplo, na caatinga, sul do Brasil e dreas de altitude.

TABELA 2: Espécies de serpentes envolvidas em inquilinismo de incubagio
com formigas.

Espécie Familia
Liotyphlops albirostris Liotyplhopidae
Chironius bicarinatus Colubridae
Clelia rustica Colubridae
Phalotris bilineatus Colubridae
Leptodeira annulata Colubridae
Liophis jaegeri Colubridae
Psomophis obtusus Colubridae
Micrurus frontalis altirostris Elapidae
Philodryas aestiva Colubridae
Philodryas patagoniensis Colubridae
Phylodryas olfersii Colubridae
Philodryas agassizii Colubridae
Pseudoboa neuwiedii Colubridae
Stenorrhina degenhardti Colubridae
Siphlophis compressus Colubridae
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Philodryas patagoniensis é uma das 15 espécies de serpentes
neotropicais (Tabela 2) com registro de inquilinismo de incu-
ba¢io em ninhos de formigas da tribo Attini, e a Unica até o
momento a utilizar o olheiro do ninho como local de incubagio.

E possivel que interacdes quimicas (feroménios) entre as
serpentes e as formigas desempenhem um importante papel na
escolha dos ninhos de cortadeiras, além de explicar a auséncia
de ataques por parte das formigas as mies, aos ovos e as ser-
pentes recém-nascidas (Vaz-Ferreira et al., 1970; Bruner et al.,
2012).
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Leptodeira annulata (Linnaeus, 1758) is one of the most
common snakes in the Americas and is found from southern
Mexico to Argentina under various subspecies (Dunn, 1936;
Duellman, 1958; Scrocchi, 1980). It measures up to 600 mm
from snout to vent and is nocturnal and semi-arboreal (Vitt,
1996; Avila and Morais, 2007). It is a generalist known to
feed on lizards (Duellman, 1958; Martins and Oliveira, 1998;

b

Pizzatto and Singer, 2008), especially in the dry season, when
the frogs are not active (Duellman, 1958), other snakes in cap-
tivity (Skehan, 1959; Petzoldh, 1969) and nature (Pizzatto and
Cantor, 2008) and mainly frogs, which apparently correspond
to most of the diet of this specie. Leptodeira annulata is known
to prey on frogs at all stages of development: eggs of the subfa-
mily Phyllomedusinae, specifically Phyllomedusa sp. (Duellman,

Figure 1: Preys of Leptodeira annulata: (A) Phyllomedusa vaillanti in Yasuni National Park, Ecuador (Photo: Manuel Mejia); (B) Phyllomedusa tomopterna in Tambopata
National Reserve, Peru (Photo: Mike Ellis); (C) Phyllomedusa tetraploidea in Len¢6is Paulista, Brazil (Photo: Tiago Gazoni); and map showing localities from events.
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TABLE 1: Review adult frog species predated by Leptodeira annulata.
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Prey

Locality

Reference

Bufonidae

Bufonidae spp.

Incilius coccifer

Incilius marmoreus
Incilius valliceps

Rhinella (Bufo) granulosa
Rhinella granulosa
Rhinella margaritifera
Rhinella marina

Rhinella ornata

Rhinella sp.

Hylidae

“Hyla” spp.

Cruziohyla craspedopus
Dendropsophus bokermanni
Dendropsophus marmoratus
Dendropsophus parviceps
Dendropsophus robertmertensi
Hylidae spp.

Hypsiboas boans
Hypsiboas lanciformis
Hypsiboas rosenbergi
Osteocephalus sp.
Osteocephalus taurinus
Osteocephalus taurinus
Phyllomedusa tetraploidea
Phyllomedusa tomopterna
Phyllomedusa vaillanti
Scinax boesemani

Scinax ruber

Scinax ruber

Scinax ruber

Scinax staufferi

Smilisca baudinii
Trachycephalus typhonius
Leptodactylidae
Leptodactylidae spp.
Leptodactylus andreae
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus latrans
Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus sp.
Leptodactylus spp.
Microhylidae
Chiasmocleis panamensis
Elachistocleis magnus
Synapturanus rabus
Ranidae

Lithobates palmipes
Lithobates pipiens
Lithobates vaillanti
Lithobates vaillanti
Strabomantidae
“Eleutherodactylus” sp.
Pristimantis altamazonicus

Southeastern and Central Brazil
Guanacaste, Costa Rica

Tehuantepec, Oaxaca, Mexico

Santa Cecilia, Ecuador

Amazon

Corumba, Mato Grosso do Sul State, Brazil
Not specified

Not specified

Guapimirim, Rio de Janeiro State, Brazil
Not specified

Not specified

Amazon Peru

Santa Cecilia, Ecuador

Santa Cecilia, Ecuador

Santa Cecilia, Ecuador

Not specified

Southeastern and Central Brazil

Not specified

Santa Cecilia, Ecuador

Costa Rica

Manaus, Amazonas State, Brazil

Lucas do Rio Verde, Mato Grosso State, Brazil
Tarapoto, Peru

Lencdis Paulista, Sdo Paulo State, Brazil
Tambopata N. R., Puerto Maldonado, Peru
National Park Yasuni, Orellana, Ecuador
Amazon

Espigdo do Oeste, Rondénia State, Brazil
Not specified

Urup4, Rondénia State, Brazil

Not specified

Catemaco Lake, Veracruz, Mexico

Not specified

Southeastern and Central Brazil

Amazon

Not specified

Amazon

Not specified

Not specified

Not specified

Amazon

Sao Gabriel da Cachoeira, Amazonas State, Brazil
Manaus, Amazonas State, Brazil

Not specified

Gamboa, Panama
Espigdo do Oeste, Rondénia State, Brazil
Amazon

Not specified
Not specified
Laguna Escondida, Veracruz, Mexico
Not specified

Amazon

Santa Cecilia, Ecuador

Cantor and Pizzatto, 2008
McDiarmid and Foster, 1981
Turner, 1958

Duellman, 1958

Vitt, 1996

Avila and Morais, 2007
Duellman, 1958

Duellman, 1958

Vrcibradic et al., 2007
Duellman, 1958

Duellman, 1958

Lamar, 2007

Duellman, 1978
Duellman, 1978
Duellman, 1978
Duellman, 1958

Cantor and Pizzatto, 2008
Duellman, 1958
Duellman, 1978

Kluge, 1981

Martins and Oliveira, 1998
Campos et al., 2011
Hagman and Schulte, 2007
Present study

Present study

Present study

Vitt, 1996

Bernarde and Abe, 2010
Duellman, 1958

Silva and Silva, 2010
Duellman, 1958

Turner, 1958

Duellman, 1958

Cantor and Pizzatto, 2008
Vitt, 1996

Duellman, 1958

Vitt, 1996

Duellman, 1958
Duellman, 1958
Duellman, 1958

Vitt, 1996

Carvalho et al., 2007
Martins and Oliveira, 1998
Duellman, 1958

Crawford, 2007
Bernarde and Abe, 2010
Vitt, 1996

Duellman, 1958
Duellman, 1958
Ramirez et al., 1998
Mora, 1999

Vitt, 1996
Duellman, 1978
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1978), P. tarsius (Martins and Oliveira, 1998), P. camba (Bernar-
de and Abe, 2010) and Agalychnis spurelli (Vargas and Bolarios,
1999); tadpoles such as Osteocephalus oophagus (Jungfer and
Weygoldt, 1999) and adult individuals from several species.
Here we report the first records of Leptodeira annulata preying
on adult individuals of three Phyllomedusa species and review
of adult frog species predated by this snake.

On 24 October 2009 at 21:31 h, an individual L. annulata
was found preying an adult Phyllomedusa vaillanti. The record
was made next to a temporary pond within Yasuni Natio-
nal Park (00°40°16.7”S 76°24’1.8"W, a.s.l. 238 m) in Orellana
Province, Ecuador. The snake was on the ground, swallowing
the treefrog from behind (Figure 1A). The frog was still alive
and dragging the snake. After about 15 minutes, the frog was
completely swallowed by the snake. The water body was 1 m
deep in the rainy season and the marshy bank was primarily
composed of grasses, shrubs and trees in primary Amazon fo-
rest. Many frogs were regularly found in this puddle, including
Engystomops petersi, Rhinella margaritifera, Hypsiboas geogra-
phicus, H. fasciatus, H. lanciformis, Osteocephalus sp., Pristiman-
tis spp., Bolitoglossa sp. and several individuals of P. vaillanti
and frogspawn.

On 2 February 2011 at around 23:00 h, we recorded one
individual L. annulata preying an individual Phyllomedusa to-
mopterna from behind (Figure 1B). The event occurred in Tam-
bopata National Reserve (12°50’12.16”S 69°17°36.31"W, a.s.L
206 m), Puerto Maldonado, Peru, in an area of primary lowland
Amazon forest. The snake was on a branch 2 m above the water
of a temporary rainwater pond. The water body was about 2 m
wide by 13 m long and 70 cm deep.

On 29 November 2011 at 23:12 h an individual L. annulata
was found preying an individual Phyllomedusa tetraploidea. The
snake was on a branch 4 m over water, swallowing the frog from
behind (Figure 1C). The frog resisted for several minutes, hol-
ding tightly to a small branch, but was eventually swallowed.
The record was made at Rio Claro Farm in Len¢o6is Paulista, Sdo
Paulo State, Brazil (22°46’35.47”S 48°53’52.54"W, a.s.1. 650 m)
in riparian forest at the edge of a semi-permanent water body,
in a transition area between the Cerrado and Atlantic Forest.
Phyllomedusa tetraploidea are plentiful at the site and about 20
males were vocalizing the night of this record.

On December 04, 2012, at 23:15 h, in this same location a
young male L. annulata was found chasing a male of P. tetraploi-
dea. The treefrog was at a height of 1.5 m vocalizing over a wide
sheet of a typical plant of the flooded areas. The snake slowly
chased behind the anuran. After about 5 min the snake struck
the bite, but the frog jumped turning back hitting the ground.
After about 2 min, the snake fell to the ground where it went in
the opposite direction of the treefrog. Minutes later, the tree-
frog returned to vocalize normally.

Records in the literature describe about 40 adult frog species
in the diet of L. annulata (Table 1). These species are distributed
in six families (Bufonidae, Hylidae, Leptodactylidae, Microhyli-
dae, Ranidae, and Strabomantidae). Apparently, L. annulata has
no preference for animals of arboreal or terrestrial habit. When
it comes to the family Hylidae, most of species predated do not
have large poison glands, but Cruziohyla craspedopus, Smilisca
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baudinii and Trachycephalus typhonius, which possess numerous
well-developed venom glands (Duellman, 1956). Leptodeira an-
nulata predation on adult Phyllomedusa spp. has not previou-
sly been reported and this may be associated with the poison
found in the skin of these species. By releasing odors and fluid
these frogs are considered highly unpleasant and are avoided
by predators usual amphibians (Sazima, 1974). Treefrogs of
Phyllomedusinae possess venom glands in the skin and secrete
peptides such as bradykinin, which modifies cardiac function
(Sazima, 1974; Zug et al, 1993), and dermorphin, a peptide
that causes analgesia and catalepsy (Negri et al., 1992). Sazima
(1974) described in detail an experiment where most individu-
als of Liophis miliaris refused to consume P. rhodei, since those
individuals that the snake showed visible signs of discomfort,
and some later regurgitated the prey.

Toxins found in the skin of the three species of Phyllome-
dusa presented in this work may not be sufficient to avoid
predation by L. annulata. This snake is an opisthoglyphous
species, with relatively simple venom composition when com-
pared with other poisons (Mebs, 1968). Thirteen species pre-
sent on the list of prey have chemical defense. This snake is
probably to the frogs’ secretions, allowing predation on the-
se species of frogs. Reports in the literature show that some
snakes of the genus Chironius apparently have adaptations
that minimize or eliminate the effects of peptides secreted by
Phyllomedusa. Bernarde and Abe (2010) reported predation by
Chironius scurrulus on P. camba and Castanho (1996) recorded
Chironius exoletus preying on P. distincta, being some of the few
known cases where snakes prey on adult frogs of the genus
Phyllomedusa.

Our reports support current knowledge about both groups,
but further studies are necessary to determine the relative con-
tribution of Phyllomedusa spp. to L. annulata diets in the wild,
and the mechanisms used by this species to avoid the effects of
the frogs’ chemical defenses.
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