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RESUMO 

 

Hylidae é a família de anuros com maior representatividade, contando com 953 espécies 

distribuídas em três subfamílias: Phyllomedusinae, Pelodriadinae e Hylinae. Apresentam 

fórmula cariotípica variando de 2n=18 a 52, sendo que o número diplóide mais freqüente é 2n 

= 24. Apresentam, embora com menor freqüência, cromossomos supranumerários e 

diferenciação sexual. O gênero Hypsiboas, pertencente à subfamília Hylinae, conta com 92 

espécies com ampla variação morfológica e está dividido em sete grupos organizados a partir 

de similaridades morfológicas e sinapomorfias sugeridas: Hypsiboas benitezi, H. punctatus, 

H. semilineatus, H. pellucens, H. albopunctatus, H. faber e H. pulchellus. No Brasil, estudos 

citogenéticos relacionados às espécies pertencentes a estes grupos são escassos, contando com 

apenas 20 espécies descritas. Por outro lado, as sinapomorfias sugeridas não são suficientes 

para apoiar a divisão dos grupos, já que o gênero apresenta conflitos taxonômicos e 

filogenéticos. Sendo assim, é necessária a análise citogenética comparativa no grupo a fim de 

esclarecer os mecanismos de modificação cromossômica envolvidos na diferenciação do 

grupo e verificar a ocorrência de diversidade críptica e contribuir para elucidar as relações 

evolutivas do gênero. No presente estudo foram analisadas citogeneticamente quatro espécies 

de HYPSIBOAS (H. albomargintaus, H. crepitans, H. faber e H. pombali) de 4 municípios da 

Bahia (Jequié, Maracás, Uruçuca e Santa Cruz Cabrália) e um município do Espírito Santo 

(Santa Teresa), a partir da utilização da técnica de Bandamento C e de impregnação por 

nitrato de prata. A partir da análise comparativa entre os resultados encontrados e os 

disponíveis na literatura, foi possível observar a manutenção da fórmula cariotípica padrão 

para a família com 2n = 24 e NF = 48, com exceção de H. albopunctatus e H. lanciformis que 

apresentam redução para 2n = 22.  Os padrões de distribuição de heterocromatina variam 

tanto entre populações quanto entre espécies diferentes. No entanto é possível observar a 

manutenção de blocos de heterocromatina na região centromérica (com exceção de H. 

multifasciatus, que apresenta exclusivamente bandas intersticiais ao longo da maioria dos 

cromossomos). Além disso, algumas espécies, como H. albomarginatus e H. crepitans, 

apresentam similaridades na distribuição de heterocromatina em populações geograficamente 

próximas. Variações na localização RON também foram evidenciadas entre as espécies, com 

manutenção do padrão entre diferentes populações, com exceção de H. albomarginatus e H. 

crepitans, que apresentaram variação intraespecífica. Foram observadas ainda RONs 

múltiplas e RONs heterocromáticas, características pouco comuns para o gênero e para 
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Hylidae de maneira geral. Os resultados descritos no presente estudo possibilitaram 

inferências sobre os rearranjos envolvidos nas variações encontradas, bem como o 

estabelecimento de características comuns ao gênero. Além disso, o presente estudo reforça o 

conflito taxonômico para o grupo e destaca a necessidade de se ampliar os estudos para outras 

espécies e populações, a fim de se obter maiores evidências para o melhor estabelecimento 

dos mecanismos de evolução cromossômica no grupo. 

Palavras-chave: Ag-RONs, Bandamento C, cromossomos, evolução cariotípica. 
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ABSTRACT 

 

Hylidae is the family of frogs with the largest representation, with 953 species in three 

subfamilies: Phyllomedusinae, Pelodriadinae and Hylinae. They have karyotype ranging from 

2n = 18 to 52, and the most frequent diploid number is 2n = 24. They present, although less 

frequently, supernumerary chromosomes and sexual differentiation. The genus Hypsiboas 

belonging to the Hylidae subfamily, has 92 species with large morphological variation and is 

divided into seven groups organized from morphological similarities and suggested 

synapomorphies: Hypsiboas. benitezi, H. punctatus, H. semilineatus, H. pellucens, H. 

albopunctatus, H. faber e H. pulchellus. In Brazil, cytogenetic studies related to species in 

these groups are scarce, with just 20 described species. In the other hand, the suggested 

synapomorphies are not sufficient to support the group division since the genus presents 

taxonomic and phylogenetic conflicts. Thus, the comparative cytogenetic analysis in the 

group is necessary to clarify the mechanisms of chromosome modification involved in the 

group differentiation, to verify the occurrence of cryptic diversity and contribute to elucidate 

the evolutionary relationships of the genus. In this study were analyzed cytogenetically four 

species of Hypsiboas (H. albomargintaus, H. crepitans, H. faber and H. pombali) from four 

cities of Bahia (Jequié, Maracas, Uruçuca and Santa Cruz Cabrália) and one city of Espírito 

Santo (Santa Teresa), based on the use of C-Banding technique and impregnation with silver 

nitrate. From the comparative analysis between results of this research and the available 

literature was possible to observe the maintenance of pattern karyotype for the family with 2n 

= 24 and NF = 48, with the exception of H. albopunctatus and H. lanciformis, both showing 

reduced to 2n = 22. Heterochromatin distribution patterns vary between populations and 

between different species. However, is possible to observe the maintenance of 

heterochromatin blocks in the centromeric region (except for H. multifasciatus, presenting 

exclusively interstitial bands throughout most of the chromosomes). In addition, some species 

such as H. albomarginatus and H. crepitans, showing similarities in the distribution of 

heterochromatin in geographically close populations. Variations in RON position were also 

observed between species, with pattern maintenance among different populations, except for 

H. albomarginatus and H. crepitans, which showed intraspecific variation. There were also 

observed multiple NORs and heterochromatic NORs, unusual characteristics for the genus 

and for Hylidae. The results described in this study have allowed inferences about the 

rearrangements involved in the variations found and the evidencing of common genus 

characteristics. In addition, this study reinforces the taxonomic conflict for the group and 
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highlights the necessity of expand the studies to other species and populations, to get more 

evidences about the mechanisms of chromosomal evolution in the group. 

Keywords: Ag-NORs, C-banding, chromosomes, karyotype evolution 
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1 INTRODUÇÃO 

  

 Os anfíbios, grupo mais antigo de vertebrados terrestres. Apresentam grande 

importância ecológica, necessitando de ambientes relativamente equilibrados para sua 

sobrevivência e, devido à sua fragilidade, podem ser utilizados como bioindicadores da 

qualidade ambiental. Em decorrência de, principalmente, alterações climáticas globais, da 

perda de hábitat e da introdução de patógenos, estes grupo vêm sofrendo um grande declínio 

em suas populações, ameaçando sua manutenção nos ecossistemas.  

 Considerada a maior família da ordem Anura, Hylidae apresenta ampla distribuição, 

representando cerca de 40% dos anuros descritos no Brasil. Em conseqüência disto, este é o 

grupo mais estudado geneticamente, embora isso represente a existência de informações para 

menos de 30% de seus representantes. 

Em geral, os hilídeos possuem hábito arborícola, e uma estrutura corporal adaptada 

com cabeça grande, olhos voltados pra frente fornecendo uma visão binocular, cintura 

delgada, pernas longas. Contudo, a presença de discos digitais adesivos aumentados na 

extremidade dos dígitos, é sua característica mais marcante, permitindo a fixação desses 

animais nos diferentes substratos.  

 Fazendo parte desta família, o gênero Hypsiboas é um dos mais representativos, sendo 

representado atualmente por 92 espécies descritas, das quais 56 ocorrem no Brasil (Frost, 

2016). São conhecidas popularmente como rãs gladiadoras, sapos ferreiro, sapos martelo, ou 

simplesmente pererecas, entre outros.  Essas espécies estão distribuídas em sete grupos 

morfológicos – Hypsiboas albopunctatus, Hypsiboas benitezi, Hypsiboas faber Hypsiboas 

pellucens, Hypsiboas pulchellus, Hypsiboas punctatus e Hypsiboas semilineatus baseados 

numa série de similaridades morfológicas e sinapomorfias moleculares.  

 Hypsiboas está distribuído desde a América Central, ao sul da Nicarágua até a 

Argentina, incluindo Trinidad e Tobago, entretanto, ainda que largamente distribuído e que 

possua um número expressivo de espécies, é um gênero pouco estudado citogeneticamente, o 

que dificulta o estabelecimento de padrões cariotípicos nos grupos do gênero e a elucidação 

dos conflitos taxonômicos. 

 Assim, o presente trabalho traz informações inéditas obtidas através da aplicação de 

técnicas citogenéticas em dez populações de quatro diferentes espécies de Hypsiboas, 

realizando inferências sobre a evolução cariotípica no gênero e trazendo informações sobre as 

divergências citogenéticas dentro e entre as populações estudadas.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A classe Amphibia e a ordem Anura 

 

 A classe Amphibia constitui grupo basal dos vertebrados terrestres, possuindo como 

principais características a epiderme glandular e a dependência da água para completar seu 

ciclo de vida (Hickman et al. 2004, Storer et al. 1989; Romer & Parsons, 1985), diferindo 

fundamentalmente de outros vertebrados terrestres (répteis, aves e mamíferos) pela vida 

bifásica. Neste grupo, larvas e adultos são geralmente bastante distintos, com diferentes 

formas, modos de locomoção e alimentação (Carroll, 2007). Apresenta distribuição 

cosmopolita, com presença de espécies em praticamente todos os continentes, estando 

ausentes apenas na Antártida, na maioria das ilhas oceânicas remotas, e locais extremamente 

desérticos (Zug, 2014).  

 O número de espécies de anfíbios conhecidas cresceu cerca de 50% desde 1985, sendo 

atualmente 7.487 (Frost et al.; 2016). Este fato deve-se ao aumento da facilidade de coleta em 

locais remotos e um significativo crescimento das comunidades científicas (Hickman et al., 

2004). No entanto, concomitante a esse aumento, percebe-se um declínio global na população 

desta classe, o que se deve aos mais diversos fatores, principalmente devido aos efeitos de 

ações antrópicas (Domenico, 2008). 

 Os representantes da classe Amphibia são divididos em três ordens, propostas com 

bases em caracteres que envolvem, principalmente, especializações locomotoras. São elas: 

Gymnphiona (cecílias); Urodela (salamandras) e Anura (sapos, pererecas e rãs) (Pough et al., 

2008). A representatividade de cada um destes grupos é bastante diversa, com Gymnophiona 

sendo a classe menos expressiva, com aproximadamente 200 espécies; Urodela, por sua vez, 

possui atualmente 698 espécies descritas. Dentro de Amphibia, Anura é a ordem mais 

representativa, com 6.583 espécies (Frost, 2016). 

 Estas três linhagens possuem formas corporais distintas, mas são identificadas como 

uma linhagem evolutiva monofilética devido a diversos caracteres derivados compartilhados, 

como: (1) estrutura do tegumento e importância das trocas gasosas cutâneas, com presença de 

glândulas mucosas que mantêm o tegumento úmido; (2) presença de área sensorial, a papilla 

amphimiorum, para detecção de frequências sonoras; (3) complexo opercullum-columella, 

envolvido na transmissão de sons para a orelha interna; (4) bastonetes verdes, um tipo distinto 

de célula retiniana; (5) dentes pedicelados, nos quais a coroa e a base (pedicelo) são 

compostas por dentina e separadas por tecido conjuntivo fibroso; e (6) estrutura do músculo 
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levatos bulbi, que faz os olhos se tornarem salientes, aumentando a cavidade bucal (Pough et 

al., 2008). 

 Dentre os anfíbios, os anuros mostram maior diversidade em ambientes tropicais 

úmidos. Salamandras habitam principalmente no Hemisfério Norte e são mais abundantes em 

florestas de altitude e úmidas. No entanto, as salamandras sem pulmões são diversas nas 

florestas tropicais montanhosas úmidas do México, América Central e América do Sul. 

Cecílias são encontradas em na região úmida dos trópicos, incluindo África, América e Ásia 

(Zug, 2014). 

 No Brasil a classe Amphibia está representada por 1.026 espécies, sendo que 

aproximadamente 1.000 destas são da ordem Anura, distribuídos nos diversos domínios 

morfoclimáticos existentes no país (Segalla et al., 2014). Esta é a ordem dos anfíbios mais 

familiares para a maioria das pessoas (Pough et al., 2008). Conhecidos há 150 milhões de 

anos, sapos, rãs e pererecas, como os anuros são popularmente conhecidos, ocupam uma 

grande variedade de habitats (Hickman et al. 2004) e diferem-se dos outros anfíbios pela 

capacidade especializada de saltar. Esta especialização inclui um encurtamento do corpo, a 

ausência de cauda no adulto e presença de longas e poderosas patas traseiras (Duelman & 

Rodrigues, 1994; Pough et al., 2008).  

 A ordem Anura é um grupo diversificado, subdividindo-se em três subordens baseadas 

em características morfológicas, como número de vértebras, estrutura do cinturão peitoral e 

estrutura dos girinos, a saber: 1) Archaeobatrachia, com quatro famílias (Ascaphidae, 

Bombinatoridae, Discoglossidae, Leiopelmatidae); 2) Mesobatrachia, com seis famílias 

(Megophryidae, Pelobatidae, Pelodytidae, Pipidae, Rhinophrynidae, Scaphiopodidae); e 3) 

Neobatrachia, a subordem mais especializada, englobando cerca de 95% de todas as espécies 

da ordem, composta por 19 famílias (Allophrynidae, Amphignathodontidae, Arthroleptidae, 

Brachycephalidae, Bufonidae, Centrolenidae, Dendrobatidae, Heleophrynidae, Hemisotidae, 

Hylidae, Hyperoliidae, Leptodactylidae, Mantellidae, Microhylidae, Myobatrachidae, Ranidae 

Rhacophoridae, Rhinodermatidae, Sooglossidae) (Ford; Cannatella, 1993; Frost et al., 2006). 

 Os anfíbios anuros apresentam variados modos de reprodução, como ovos e formas 

larvais aquáticas, deposição de ovos em local úmido, ovoviviparidade e viviparidade, sendo a 

fertilização externa a mais frequente (Duellman & Rodrigues, 1994). Alguns anuros, como o 

Ascaphus truei, têm uma extensão da cloaca, que é utilizada para introduzir o esperma na 

cloaca da fêmea, o que caracteriza a fecundação interna. Também foi demonstrada no 

Eleutherodactylus coqui, o que sugere que este tipo de fecundação ocorra em espécies que 

desovam em ambiente terrestre (Pough et al; 2008). 
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 Os períodos de reprodução em Anura estão normalmente relacionados a fatores como 

pluviosidade, temperatura, umidade e à disponibilidade de ambientes aquáticos temporários 

(Ávila & Ferreira 2004; Thomé & Brasileiro 2007). Estes eventos caracterizam o tipo de 

reprodução, que pode ser explosiva, cujos eventos reprodutivos ocorrem por apenas alguns 

dias; ou de reprodução prolongada, cuja duração excede este período (Wells, 1977). Muitas 

espécies desta ordem apresentam cuidado parental, desempenhando funções como a vigília 

dos ninhos e transporte dos ovos e girinos para a água. Este papel pode ser tanto paternal 

quanto maternal ou até biparental (Beck, 1998).  

 No Brasil os estudos envolvendo anuros foram concentrados na Amazônia, em 

florestas semideciduais das regiões Sudeste e Sul e Mata Atlântica. Em outras regiões, como a 

Caatinga, esta ordem permanece praticamente desconhecida (Bertoluci et al., 2007).  

 

2.2 A família Hylidae 

 

 Hylidae é a maior família de Anura, contando com 953 espécies descritas. Sua ampla 

distribuição ocorre nas Américas do Norte do Sul, Índia Ocidental, Austrália/Papua-Nova 

Guiné e Eurásia, incluindo o extremo norte da África e os arquipélagos japoneses (Frost, 

2016). Estes anuros são extremamente variáveis no tamanho (1,7-14 cm de comprimento), 

com dimorfismo sexual, sendo as fêmeas maiores que os machos. Também apresentam 

variação na aparência, mas a presença de discos adesivos arredondados nas pontas dos dedos 

maioria das espécies os diferencia facilmente (Lima, 2005).  

Além disso, apresentam cartilagem intercalada entre a penúltima e a última falange 

dos dígitos em forma de garra e mais larga na base. Os discos digitais, juntamente com a 

cartilagem intercalar, auxiliam a função de escalada. A maior parte dos membros desta família 

é arborícola. No entanto, alguns são aquáticos na fase adulta; outros são bromelícolas, alguns 

vivem em bambus gigantes e apenas um gênero apresenta hábito fossorial (Lutz, 1968).

 Duellman (1970), um dos primeiros a propor a organização da família Hylidae, a 

subdividide em quatro subfamílias: Hylinae, Hemiphractinae, Phyllomedusinae e 

Amphignathodontinae. Posteriormente, Trueb (1974) associou Amphignathodontinae e 

Hemiphractinae, conservando apenas o último táxon. 

 Com base em evidências de estudos previamente publicados, Duellman (1970) alocou 

todos os Hylídeos da Austrália em uma única subfamília, denominada Pelodryadrine. 

Defendeu, ainda, o monofiletismo de Hylidae, agora com quatro subfamílias, sugerindo como 

sinapomorfias a presença de falanges terminais em forma de garra e as três superfícies 
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articulares no metacarpo III (Duellman, 2001). Desde então Hylidae tem passado por ativas 

revisões. Recentemente o monofiletismo deste grupo foi questionado com base em dados 

moleculares que sugerem que Hemiphractinae não está filogeneticamente relacionado a 

Hylinae, Phyllomedusinae e Pelodryadinae (Haas, 2003; Darst; Cannatella, 2004). 

Em 2005, foram propostas mudanças na organização do grupo, principalmente na 

subfamília Hylinae, com a alocação de 15 novos gêneros, dos quais quatro já eram 

conhecidos, quatro foram revalidados e seis foram descritos. Esta reestruturação foi baseada 

em estudos filogenéticos envolvendo genes mitocondriais (12S, tval, 16S e citocromo b), 

genes nucleares (rodopsina, tirosinase, RAG-1, S7 e 28S) e estudos morfológicos da 

musculatura do pé (Faivovich et al. 2005). 

A partir dos dados moleculares obtidos neste estudo, foi constatada distância 

filogenética entre Hemipractinae e as outras subfamílias de Hylidae, cujo monofiletismo foi 

corroborado. Desta forma, Hemipractinae foi excluída do grupo, que compreende atualmente 

três subfamílias, sendo: Hylinae (685 espécies), com distribuição na Austrália e Papua Nova 

Guiné, Pelodryadinae (208 espécies) e Phyllomedusinae (60 espécies), com ampla 

distribuição principalmente na região Neotropical que se estende do Sul do México ao 

extremo sul da Argentina (Faivovich et al., 2005). No Brasil, Hylidae é representada por 338 

espécies situadas em 27 gêneros, correspondendo a quase 40% do total de anuros descritos no 

país (Oliveira et al., 2010; Frost, 2016). 

As três subfamílias de Hylidae apresentam sinapomorfias que garantem o 

monofiletismo de cada uma delas. Para Pelodryadinae, a única sinapomorfia possível é a 

presença de elementos apicais suplementares do músculo intermandibular (Tyler, 1971). O 

monofiletismo deste grupo foi apoiado por estudos moleculares recentes que apresentaram 

evidências a partir dos genes mitocondriais e ribossomais (Darst; Cannatella, 2004; Hoegg et 

al., 2004). 

O monofiletismo de Phyllomedusinae é suportado por diversas sinapomorfias, como 

elementos suplementares posterolaterais do músculo intermandibular; tendão superficial do 

dígito II surgindo de um músculo profundo, triangular que se origina no tarsal distal 2-3 e 

tendão superficial pro dígito III surgindo das aponeuroses plantares. Existem ainda caracteres 

larvais que apóiam o monofiletismo deste grupo (Faivovich et al., 2005). 

Estudos recentes fazem analogia entre elementos proposto apicais e póstero 

complementares da musculatura submandibular de hylídeos, estabelecendo, 

consequentemente, homologia com os elementos apicais reportados para Pelodryadinae e 

Phyllomedusa, constatando que as extensas semelhanças morfológicas e de desenvolvimento 
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dos elementos apicais indicam a presença destes elementos é um sinapomorfia de 

Phyllomedusinae + Pelodryadinae (Faivovich et al., 2011). 

Hylinae, por sua vez apresenta como caracteres em comum  um tendão superficial do 

dígito V adicional longo, além de cariótipo com cerca de 24 cromossomos (Duellman, 1970). 

Após a revisão sistemática realizada em 2005, o grupo passou por uma reorganização 

taxonômica monofilética, sendo dividida em quatro tribos, sendo o gênero Hypsiboas é 

revalidado para incluir todas as espécies dos grupos Hyla albopunctata, H. boans, H. 

geographica, H. granosa, H. pulchella, and H. punctata, e do complexo de espécies 

H.albomarginata (Faivovich et al., 2005). 

   

2.3 O gênero Hypsiboas 

   

 O gênero Hypsiboas foi revalidado a partir da reorganização do gênero Hyla, realizado 

a partir de dados moleculares que evidenciaram o seu monofiletismo (Faivovich et al., 2005). 

Conta atualmente com 92 espécies descritas (Frost, 2016). Por ser taxonomicamente 

complexo, tendo sido recentemente alvo de estudos morfológicos e genéticos que 

promoveram a realocação de muitas de suas espécies em outros gêneros (Faivovich et al., 

2005). 

Sua distribuição vai desde a região tropical da América Central (incluindo Trinidad e 

Tobago) até a América do Sul (Frost, 2014). No Brasil, está distribuído principalmente em 

áreas de Mata Atlântica, Cerrado adjacente à Caatinga e formações de Cerrado, ocorrendo 

também na Floresta Amazônica, podendo ser encontrados em todos os morfoclimas 

brasileiros (Faivovich et al., 2005). 

As 92 espécies de Hypsiboas descritas são diagnosticadas por 33 transformações na 

proteína nuclear e mitocondrial e nos genes ribossomais e foram distribuídas em sete grupos 

morfológicos, a saber: H. benitezi, H. punctatus, H. semilineatus, H. pellucens, H. 

albopunctatus, H. faber e H. pulchellus (Frost, 2016; Faivovich et al., 2005). 

 O grupo H. benitezi é composto por sete espécies que compartilham como 

característica comum a presença de uma glândula mental plana em machos (Faivovich et al. 

2005); o grupo H. punctatus, por sua vez, é composto por oito espécies de pererecas 

pequenas, verdes e com membranas interdigitais reduzidas, segundo Cochran; Goin (1970), 

apesar de Faivovich et al. (2005) não indicarem qualquer sinapormofia morfológica para este 

grupo sendo as espécies foram agrupadas neste caso de acordo com características 

moleculares. 
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 O grupo H. semilineatus é composto por seis espécies e a possível sinapomorfia deste 

grupo é a presença de membranas reticuladas nas pálpebras, além das sinapomorfias 

moleculares encontradas por Faivovich et al. (2005); já o grupo H. pellucens agrupa três 

espécies que compartilham características em comum em relação aos marcadores 

moleculares, uma vez que não foram encontradas evidências morfológicas comuns para as 

espécies deste grupo (Faivovich et al., 2005). 

O grupo H. albopunctatus é composto por nove espécies que compartilham as 

características: forma do corpo, falta do tubérculo do metatarso e presença de membranas 

interdigitais apenas na base dos dedos (Cochran 1955), apesar de Faivovich et al. (2005) 

encontrarem apenas características moleculares em comum para este grupo e nenhuma 

evidência de sinapomorfias morfológicas; o grupo H. faber envolve oito espécies que foram 

agrupadas de acordo com sinapomorfias moleculares. Por fim, o grupo H. pulchellus, com 

trinta espécies é composto por espécies que possuem seu monofiletismo suportado por 

evidências moleculares (Faivovich et al., 2005; Mattos et al., 2014). 

Apesar das sugestões para sinapomorfias realizadas por diversos autores, não há na 

literatura bases para o estabelecimento de sinapomorfias morfológicas para o gênero, que 

inclui atualmente todas as espécies anteriormente incluídas no Hyla albopunctata, H. boans, 

H. geographica, H. granosa, H. pulchella e grupos de espécies H. punctata, o complexo H. 

albomarginata (todas anteriormente do gênero Hyla) e várias espécies anteriormente não 

atribuídas a nenhum grupo (Faivovich et al., 2005).   

 

2.4 A citogenética e sua aplicação no estudo de anfíbios 

  

 A citogenética é um campo de estudo que tem permitido investigações em sistemática 

de diversos grupos através da análise de variações cromossômicas de maneira isolada ou em 

associação a outras técnicas, O desenvolvimento de pesquisas utilizando esta técnica permite 

a formulação de hipóteses sobre a evolução e filogenia de diferentes grupos taxonômicos 

(Lourenço, 1996). 

 De modo geral, citogenética é capaz de evidenciar alterações cromossômicas 

significativas que resultam em diversidade genética, auxiliando na compreensão entre gêneros 

e espécies, esclarecendo processos de especiação (White, 1978) ou auxiliando na 

diferenciação de espécies morfologicamente semelhantes. Além disso, auxilia na detecção de 

cromossomos sexuais, cuja presença/ausência separa espécies e cuja dinâmica evolutiva difere 

dos autossomos (Venezuela et al., 2014). 
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 Esse ramo da genética consiste no estudo da estrutura e função da célula, 

especialmente dos cromossomos, através da coloração dos cromossomos e da utilização de 

marcadores diferenciais ou para localização de regiões específicas. Inicialmente o principal 

método utilizado foi a coloração convencional com Giemsa (Morescalchi, 1967), a partir da 

qual muitos mecanismos de evolução cariotípica foram propostos (Lourenço, 1996).  

 A partir da década de 1970 foram desenvolvidos métodos e técnicas que promoveram 

a marcação diferencial dos cromossomos, facilitando sua identificação. Além disso, foram 

desenvolvidos procedimentos de localização de regiões específicas, como no caso do 

Bandamento C, que evidencia regiões de heterocromatina, e a impregnação por Nitrato de 

Prata, que localiza as regiões organizadoras de nucléolo (Ag-RONs) (Guerra 1988; Sumner, 

2003; Kasahara, 2009;). Variações na estrutura cariotípica, bem como nas RONs (regiões 

organizadoras de nucléolo) e na localização da heterocromatina têm sido detectados com 

eficiência através destas técnicas de citogenética, em diversos outros organismos, inclusive 

humanos (ver Bucci-Innocenti et al., 1983; Garcia et al., 2005; Hüçük et al., 2015).

 Muitas destas técnicas têm sido aplicadas para o esclarecimento da estrutura das 

RONs, para determinar o envolvimento da heterocromatina na evolução de anfíbios e para 

enriquecer o conhecimento sobre a composição da heterocromatina (Vitelli et al., 1982). As 

RONs, em particular, têm sido amplamente utilizadas como importantes marcadores na 

evolução cariotípica de diversos organismos. O número e a posição destes sítios são 

características de espécies ou de populações. Em anfíbios anuros, a análise das RONs através 

da impregnação por nitrato de prata tem demonstrado que a maioria das espécies possui 

apenas um par de RONs, apesar de alguns estudos terem demonstrado a presença de RONs 

múltiplas (Lourenço et al., 1998; Carvalho et al., 2014). 

Todos os grupos que compõem a classe Amphibia compartilham algumas 

características citogenéticas, ao tempo em que mantêm outras específicas para cada ordem. 

No entanto ainda são escassos os estudos citogenéticos para esta classe, sendo que a grande 

maioria dos estudos realizados refere-se à ordem Anura, com foco na determinação da sua 

filogenia sob o ponto de vista citotaxonômico, além da definição dos mecanismos de 

determinação sexual (Venu et al., 2011). 

Em Gymnophiona, ordem menos estudada pela citogenética, com apenas 15% das 

espécies analisadas citogeneticamente, o número cromossômico varia de 2n = 20 a 42, 

apresentando cromossomos metacêntricos, submetacêntricos e acrocêntricos (Venu et al., 

2011). Algumas espécies apresentam diferenciação sexual (Venu & Venkalachalaiah, 2005), o 

que é menos comum em Anura. Dentre os escassos estudos citogenéticos para a ordem, pode-
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se observar como característica comum a presença de blocos heterocromáticos na região 

adjacente ao centrômero como um padrão para o grupo (Venu; 2014), além de uma enorme 

variação interespecífica nos padrões de Bandamento C (Venu & Venkalachalaiah, 2013). 

As RONs em Gymnophiona são localizadas em um único par cromossômico e são 

conservadas, características aparentemente plesiomórficas compartilhadas pelos anfíbios de 

modo geral (Venu & Venkalachalaiah, 2013; King et al., 1990; Schmid et al., 1990). 

A ordem Caudata tem como principais características citogenéticas o número diplóide 

2n=22-28, com cromossomos metacêntricos e submetacêntricos em 60% das famílias 

descritas. No entanto, ocorrem algumas exceções, com variações significativas na forma e 

número dos cromossomos, que podem chegar a 2n=78. Nesta ordem a poliploidia é comum 

(ao contrário de Anura e Gymnophiona) sendo esporadicamente observada em quase todos os 

grupos (Sessions, 2007). 

Esta ordem apresenta heteromorfismo cromossômico e cromossomos sexuais em 

algumas espécies (Paris et al., 1993). Além disso, apresenta também blocos heterocromáticos 

na região do centrômero e regiões intersticiais. Apresenta, ainda, RONs simples e 

homomórficas (Silva et al., 2014). 

As RONs são geralmente intraespecificamente conservadas em anuros, fazendo desta 

região um importante marcador espécie-específico, apesar da grande variabilidade entre as 

espécies mesmo de grupos próximos (Lourenço et al., 1998). Este grupo pode apresentar 

RONs simples, o que ocorre na maioria das espécies estudadas; RONs múltiplas, ou RONs 

heteromórficas, variando quanto ao tamanho, localização ou distribuição dentro do 

complemento cromossômico (Barth et al., 2008; Carvalho et al., 2014; Mattos et al., 2014).  

Por outro lado, o Bandamento C tem evidenciado padrões distintos de distribuição de 

heterocromatina entre as famílias, gêneros e espécies (Catroli & Kasahara, 2009; Carvalho et 

al.; 2014; Mattos et al., 2014). Estas variações foram atribuídas aos diferentes ambientes 

ocupados pelas populações. Embora os autores não atribuam estas diferenças a formas 

taxonomicamente diversas, elas referem-se a diferenças relativas à morfologia externa, 

comportamento reprodutivo e bioacústica entre os animais que ocorrem em diferentes 

localidades geográficas (Arruda & Morielle-Versute, 2008). 

Neste contexto, fica evidente que a citogenética constitui importante ferramenta e sua 

aplicação é cada vez mais importante para estudos de filogenia, taxonomia, mecanismos de 

especiação e evolução (Catrolli, 2008). 
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2.5 Estudos citogenéticos em Hylidae e no gênero Hypsiboas 

 

A estrutura cariotípica da família Hylidae tem sido descrita com número doploide 2n = 

24, com algumas variações, incluindo reduções e poliploidias (2n = 22-48) (Nunes & 

Fagundes, 2008). Seus representantes apresentam não somente mesmo número diplóide, mas 

compartilham ainda uma morfologia cromossômica bastante uniforme, com cromossomos 

predominantemente metacêntricos e submetacêntricos. Sendo assim, apresentam geralmente 

NF = 48 (Catroli & Kasahara, 2009). 

A subfamília Hylinae, dividida em quatro tribos (Cophomantini, Lophiohilini, Hylinie 

Dendropsophini), compartilha as características cromossômicas da família. No entanto, cada 

tribo tem peculiaridades no que se refere ao número diplóide e frequência de supranumerários 

(Catroli & Kasahara, 2009). Além disso, a comparação entre cromossomos desta subfamília 

submetidos a BrdU com 2n = 24, pertencentes ou não ao mesmo gênero, demonstrou um alto 

grau de correspondência nos padrões de bandamento (Kasahara et al., 2003; Gruber et al., 

2007). 

A tribo Dendropsophini apresenta número cariotípico variando entre 2n = 24 e 2n = 28 

(ex: Pseudis cardosoi). Além disso, no gênero Dendropsophus o padrão para número diplóide 

de 2n = 30, com presença de supranumerários em algumas espécies (Foresti, 1972; Medeiros 

et al., 2006). Em Lophiohilini, por sua vez, apesar da manutenção do padrão para o número 

diplóide na maioria das espécies, algumas exceções no gênero Osteopilus apresentam número 

diplóide maior (Osteopilus brunneus 2n = 34) (Catroli & Kasahara, 2009). 

Quase todas as espécies da tribo Hylini possuem também 2n=24. No entanto, algumas 

espécies de Anotheca apresentam redução para 2n = 22. Os gêneros Bromeliohyla, 

Ecnomiohyla e Megastomatohyla não possuem dados cariotípicos publicados (Catroli & 

Kasahara, 2009).  

Dentre os componentes da tribo Cophomantini (Hypsiboas, Aplastodiscus, 

Bokermannohyla, Hyloscirtus e Myersiohyla) o cariótipo padrão apresenta 24 cromossomos. 

Exceções foram encontradas em Aplastodiscus (2n = 18-22). Em Bokermanmohyla e 

Hypsiboas variações foram encontradas, incluindo cromossomos supranumerários 

(Baldissera-Jr et al., 1993; Gruber et al, 2007). Para Hyloscirtus e Myersiohyla não descrição 

de dados citogenéticos (Catroli & Kasahara, 2009). 

No gênero Hypsiboas, apesar do número expressivo de espécies, são escassos os 

estudos citogenéticos. No Brasil apenas 20 espécies foram descritas citogeneticamente, 

equivalendo acerca de 25%, sendo que para 6 espécies foram publicadas apenas descrição da 
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morfologia cariotípica e localização das RONs (para revisão ver Carvalho et al., 2014). A 

maior parte destas espécies é do grupo H. puchellus, que por sua vez abrange o maior número 

de espécies dentre os grupos morfológicos do gênero. Não há estudos citogenéticos no Brasil 

para os grupos H. benitezi e H. pellucens Nunes & Fagundes. 

 As espécies estudadas apresentam geralmente número diploide 2n = 24, sendo que 

apenas H. albopunctatus e H. lanciformis apresentam uma redução para 2n = 22 (Gruber et 

al., 2007; Mattos et al., 2014). Cromossomos supranumerários não são comuns no 

gênero,assim como para a ordem Anura em geral, sendo descrito apenas para H. 

albopunctatus (Gruber et al., 2007). Além disso, não foram encontrados nos estudos 

realizados cromossomos sexuais (Carvalho et al., 2014). 

 Apesar dos escassos relatos disponíveis para o gênero, é possível determinar que a 

maioria das espécies submetidas ao Bandamento C apresentam heterocromatina na região 

adjacente ao centrômero. Além disso, são comuns extensões para os braços cromossômicos, 

podendo ainda apresentar, embora com menor frequência e geralmente nos cromossomos 

maiores, blocos heterocromáticos na porção terminal (Carvalho et al., 2014). 

As RONs geralmente são homomórficas, localizando-se em um único par 

cromossômico, com exceção de H. atlânticus e H. lanciformis, em que foi observada a 

presença de RONs múltiplas (Carvalho et al., 2014; Mattos et al., 2014) e de H. 

albomarginatus, que apresentou RONs heteromórficas (Carvalho et al, 2009). Além disso, 

variações na localização da RON foram encontradas em populações de H. crepitans, o que 

reforça a hipótese de que se trata de um complexo de espécies (Carvalho et al., 2014). 

Em seus estudos, Carvalho et al. (2014) realizaram uma revisão dos dados 

cromossômicos disponíveis para Hypsiboas, padronizando o sistema utilizado para 

classificação dos grupos cromossômicos, permitindo assim uma melhor comparação da 

macroestrurura cromossômica entre as espécies e populações.  

Através dessa comparação os autores propuseram marcadores cromossômicos para 

algumas espécies e observaram padrões de microestrutura cariotípica semelhantes em 

espécies geograficamente relacionadas, levantando a hipótese que a organização da 

microestrutura cromossômica em Hypsiboas sofre influência geográfica, com espécies 

diferentes, porém geograficamente relacionadas, apresentando maiores semelhanças nos 

padrões de distribuição de heterocromatina do que em suas relações filogenéticas 

propriamente ditas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

  

 Realizar análise citogenética comparativa de espécies/populações de Hypsiboas, 

buscando estabelecer os mecanismos de modificação cromossômica envolvidos na 

diferenciação do grupo, a fim de verificar a ocorrência de diversidade críptica (Carvalho et al., 

2014) e contribuir para elucidar as relações evolutivas do gênero. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Analisar espécies e populações do gênero Hypsiboas, provenientes de localidades dos Estados 

da Bahia e Espírito Santo; 

 Testar a proposta de Carvalho et al. (2014) na qual a organização da microestrutura 

cromossômica em Hypsiboas sofre influência geográfica, verificando se esta pode ser 

aplicada a todas as espécies/populações do grupo; 

 Contribuir para a melhor caracterização genética de Hypsiboas, de forma a fornecer 

informações que possam auxiliar na verificação da existência de complexos de espécie e 

futuros estudos taxonômicos e evolutivos no gênero. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Espécies estudadas 

 

Foram realizados estudos citogenéticos em quatro espécies pertencentes ao gênero 

Hypsiboas: H. albomargintaus, H. crepitans, H. faber e H. pombali, num total de 68 

indivíduos analisados (Figura 1; Tabela 1). 

 

 

Figura 1: Indivíduos das espécies de Hypsiboas analisadas no presente estudo: A) H. 

albomarginatus; B) H. crepitans; C) H. faber; D) H. pombali (Fonte: Mauro Teixeira Jr) 
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Tabela 1 - Indivíduos coletados por espécie/localidade 

 

Espécie Localidade Coordenadas 
Numero de exemplares 

Macho       Fêmea 

H. albomarginatus 

Distrito de Florestal (Jequié-BA) 13°79’93.3”S/ 

39°84’67,4”W 
05 02 

Lagoa Dos Eucaliptos (Maracás -

BA) 

13°43’78”S/ 

40°42’65”W 
03 - 

Reserva CEPLAC (Santa Cruz 

Cabrália-BA) 

16°26’37’S/ 

39°12’23”W 
06 01 

Santa Teresa-ES 19°90’73’’ S/ 

40°55’31’’ W 
01 12 

H. crepitans 

Chácara Alvorada (Jequié -BA) 13°51’36,1” S/ 

40°02’36.8”W 
10 04 

Distrito de Florestal (Jequié-BA) 13°79’93.3”S/ 

39°84’67,4”W 
11 05 

Lagoa Dos Eucaliptos (Maracás-

BA) 

13°43’78”S/ 

40°42’65”W 
03 01 

H. faber 

Estação Experimental Gregório 

Bondar (Santa Cruz Cabrália-BA) 

16°26’37’S/ 

39°12’23”W 
06 01 

Distrito de Florestal (Jequié-BA) 13°79’93.3”S/ 

39°84’67,4”W 
03 02 

H. pombali 
Reserva da Natura (Serra Grande-

BA) 

14°25’57,4”S/ 

39°01’22,3”W 
03 - 

TOTAL=  68 

  

Os exemplares foram coletados em áreas de caatinga, mata de transição ou mata 

atlântica nos municípios de Jequié, Maracás, Uruçuca e Santa Cruz Cabrália, no estado da 

Bahia (Figura 2) e em Santa Teresa, no estado do Espírito Santo (Figura 3), entre setembro de 

2014 e novembro de 2015. 

No município de Jequié-BA as coletas ocorreram na Chácara Alvorada, na região 

periférica a leste da cidade e no distrito de Florestal, região de Mata, úmida, situada a 24 km 

da rodovia BA 547, Jequié-Apuarema. Na região do município de Maracás as coletas foram 

realizadas na Lagoa dos Eucaliptos.  

No distrito de Serra Grande, município de Uruçuca-BA, as coletas foram realizadas na 

região da Barra do Tajuípe, conhecida popularmente como reserva da Natura, área particular 

destinada ao turismo e estudos científicos. Em Santa Cruz Cabrália, o local de coleta foi a 

Estação Experimental Gregório Bondar, conhecida como Reserva CEPLAC, pois sua 

administração é de responsabilidade da Comissão Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira 

(CEPLAC). No estado do Espírito Santo as coletas foram realizadas no município de Santa 

Teresa, situado na região central do estado. 
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Para fins de apresentação e discussão dos resultados foram adotados como 

identificação dos pontos de coleta: Jequié, Florestal, Natura, Maracás, Santa Cruz Cabrália e 

Santa Teresa. 

 

Figura 2: Mapa do Estado da Bahia. À direita, os locais de coleta em destaque: 1) Municípios 

de Jequié (Chácara Alvorada e distrito de Florestal) e Maracás (Lagoa dos eucaliptos); 2) 

Região de Barra do Tajuípe (Reserva da Natura) e 3) Município de Santa Cruz Cabrália 

(Reserva CEPLAC). Fonte: Google maps. 
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Figura 3: Mapa do Estado do Espírito Santo. À direita, o local de coleta em destaque: 

município de Santa Teresa. Fonte: Google maps. 

 

As coletas e identificação dos animais foram realizadas em colaboração, sempre que 

possível, com a equipe do professor Dr. Miguel T. Rodrigues (USP-SP). Entre os métodos 

utilizados, destaca-se a busca ativa visual e por vocalização. Os espécimes coletados foram 

transportados em sacos e/ou potes para o acondicionamento nas dependências do laboratório 

de Citogenética da UESB em Jequié para posterior desenvolvimento das práticas.  

Foram retiradas pequenas amostras de tecido (fígado e pulmão) para constituir o banco 

de tecidos. Os tecidos dos exemplares permanecerão no laboratório de Citogenética da UESB 

fazendo parte do banco de tecidos da Instituição. 

Todos os espécimes utilizados foram fixados em formol 10% por três dias e 

transferidos para álcool etílico 70% para identificação, armazenamento e depósito de 

exemplares testemunhos em coleções herpetológicas em instituições de pesquisa qualificadas. 

Para isso, o laboratório conta com o apoio do professor Dr. Miguel T. Rodrigues (USP-SP) 

que realizou a identificação dos animais e seu depósito no Museu de Zoologia de São Paulo 

(MUZUSP). 

 

4.2 Indução da mitose 

 

Para se obter um maior número de células em metáfase, foram utilizadas técnicas para 

indução de mitoses utilizando uma solução concentrada de Saccharomyces cerevisiae em duas 

doses com intervalo de 24 horas entre elas, injetada na região intraperitoneal dos indivíduos, 

na proporção de 1 mL para cada 100g de peso do animal. 

Após 48 h da aplicação da primeira dose do probiótico foi injetada colchicina in vivo 

na concentração 0,5% na região intraperitonial do animal. Após seis horas o animal foi 

eutanaziado com dose letal de anestésico lidocaína a 5% na região ventral. 

 

4.3 Obtenção de cromossomos mitóticos 

 

A preparação cromossômica utilizada como base para o presente estudo deu-se a partir 

das células do epitélio intestinal. A obtenção da suspensão celular seguiu o protocolo de 

Schmid (1978) com adaptações. 
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As células intestinais foram hipotonizadas com água destilada durante o período 

mínimo de 20 min e máximo de 30 min, em temperatura ambiente. Em seguida o material foi 

fixado com 8 ml de fixador Carnoy 3:1 (metanol: ácido acético), recém preparado e gelado. 

Após 24 horas o material foi raspado, ressuspendido cuidadosamente com o auxílio de pipeta 

pauster de vidro e transferido para um tubo de centrífuga. O material foi centrifugado por 10 

minutos a 1200 rpm, descartando em seguida o sobrenadante. Posteriormente foi adicionado 

10 mL de fixador e o material foi ressuspendido cuidadosamente e novamente centrifugado. 

Este processo foi repetido por mais duas vezes. Após a última centrifugação e eliminação do 

sobrenadante, foram adicionados 1,5 mL de fixador e o material foi ressuspendido com 

cuidado. Esta suspensão celular foi armazenada em tubos de 1,5 mL, mantidas em freezer a 

4ºC, para posteriormente, após um período mínimo de 24 h, serem gotejadas em lâminas 

limpas e imersas em água destilada aquecida a 60 ºC. 

 

4.4 Coloração convencional e determinação cariotípica 

 

 Para a determinação do número e morfologia dos cromossomos, foi utilizada a 

coloração convencional por Giemsa (Schmid, 1978). As lâminas foram coradas com solução 

de Giemsa a 10% por 10 min, depois lavadas em água corrente e secas ao ar. As lâminas 

foram analisadas ao microscópio óptico e as contagens cromossômicas e observações mais 

detalhadas foram feitas com a objetiva de imersão, num aumento de 1000 vezes. As melhores 

metáfases foram capturadas utilizando sistema de análise de imagens e, posteriormente, os 

cariótipos foram montados levando-se em conta o tamanho e a posição do centrômero dos 

cromossomos. 

A classificação cromossômica segue a proposta por Levan et al., (1964) adotando-se 

os seguintes limites para a relação de braços (RB): RB= 1,00-1,70, metacêntrico (m); RB= 

1,71-3,00, submetacêntrico (sm); RB= 3,01-7,00, subtelocêntrico (st); RB= maior que 7,00, 

telocêntrico (t).  

Para o cálculo do número de braços cromossômicos (NF), adotamos os cromossomos 

metacêntricos, submetacêntricos e subtelocêntricos como portadores de dois braços 

cromossômicos, e os cromossomos acrocêntricos como portadores de apenas um braço. As 

medições foram realizadas com o auxílio de um paquímetro e os cromossomos dispostos em 

pranchas, separados de acordo com seu tamanho.  
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4.5 Caracterização da heterocromatina constitutiva (Bandamento C) 

 

Para a detecção das regiões heterocromáticas foi utilizado o protocolo descrito por 

Sumner (1972), com modificações. A lâmina utilizada para a análise dos cromossomos 

mitóticos foi tratada com HCL 0,2N em temperatura ambiente por 13 minutos e lavada com 

água destilada. Após isto, a lâmina foi incubada por 50 a 60 segundos em solução de 

Hidróxido de Bário a 5% (filtrada e recém-preparada à 42 ºC). A ação do Hidróxido de Bário 

foi interrompida com a imersão rápida em solução de HCL 0,2N à temperatura ambiente. A 

lâmina foi lavada em água destilada e incubada em solução 2xSSC a 60ºC por 30 minutos e as 

lâminas foram posteriormente lavadas com água destilada várias vezes e deixadas para secar 

ao ar. As lâminas foram coradas com Giemsa a 20%, diluída em tampão fosfato (pH 6,8) por 

10 minutos e lavadas com água destilada. 

 

4.6 Caracterização das regiões organizadoras de nucléolo por impregnação por nitrato 

de prata  

 

A determinação das regiões organizadoras de nucléolo foi feita através da 

impregnação pelo nitrato de prata, seguindo o protocolo de Howell e Black (1980). A técnica 

consistiu no gotejamento de uma solução coloidal de gelatina com o acréscimo de ácido 

fórmico e Nitrato de Prata a 50% na proporção 1:2 sobre a lâmina contendo suspensão celular. 

Foi colocada uma lamínula por cima e em seguida, o material foi posto em uma câmara úmida 

a 60 ºC por cerca de 3 a 8 minutos. Após a lâmina atingir a coloração marrom dourada, ela foi 

lavada com água destilada e a lamínula foi retirada naturalmente com a lavagem. 

 

4.7 Captura e edição de Imagens 

 

As preparações foram analisadas em microscópio ótico ou microscópio de 

epifluorescência e capturadas com 5Mp de definição através do sistema de análise de imagens 

CoolSnap Pro, utilizando-se para tal o programa Image Pro Plus (Media Cybernetics). Após o 

processo os cariótipos foram organizados com auxílio do programa Adobe Photoshop v8.0. 

  

 

 

 



36 
 

5 RESULTADOS  

  

Todas as populações/espécies de Hypsiboas analisadas no presente estudo 

apresentaram 2n = 24 cromossomos e NF = 48. Com exceção das populações de H. 

albomarginatus provenientes dos municípios de Santa Cruz Cabrália, Florestal e Maracás, 

que apresentaram a mesma constituição cromossômica, as demais populações diferiram com 

relação a sua fórmula cariotípica, sendo que o maior número de diferenças macroestruturais 

foi observado entre as populações de H. faber (Figura 4; Tabela 2). 
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Figura 4: Cariótipos submetidos à coloração convencional com Giemsa: A) H. 

albomarginatus de Santa Cruz Cabrália; B) H. albomarginatus de Florestal; C) H. 

albomarginatus de Maracás; D) H. albomarginatus de Santa Teresa; E) H. crepitans de 

Jequié; F) H. crepitans de Florestal; G) H. crepitans de Maracás; H) H. faber de Santa Cruz 

Cabrália; I) H. faber de Florestal; J) H. pombali da reserva Natura.  

 

A impregnação por nitrato de prata permitiu evidenciar a ocorrência de RONs simples 

para todos os grupos estudados. As populações de H. faber apresentaram RONs localizadas 

terminalmente nos braços longos do par 11 e em H. pombali sinais positivos para 

impregnação por nitrato de prata foram observados intersticialmente nos braços curtos do par 

7. Diferenças interpopulacionais foram encontradas para H. albomarginatus e H. crepitans. 

Ambas as espécies apresentaram RONs interstiticais, entretanto para H. albomarginatus, as 

populações de Santa Cruz Cabrália, Florestal e Maracás apresentaram Ag-RONs nos braços 

curtos do par cromossômico 2, diferindo da população de Maracás, onde essas regiões 

mostraram-se localizadas nos braços longos do par 6 (Figura 5-A, B, C e D). No caso de H. 

crepitans, as populações provenientes de Florestal e Maracás apresentaram Ag-RONs 

localizadas nos braços longos do par 11, enquanto na população de Jequié essas regiões foram 

observadas nos braços longos do par 7  (Figura 5-E, F e G). 

 

 

Figura 5: Cromossomos nucleolares de A) H. albomarginatus de Santa Cruz Cabrália; B) H. 

albomarginatus de Florestal; C) H. albomarginatus de Santa Teresa; D) H. albomarginatus de 

Maracás; E) H. crepitans de Jequié; F) H. crepitans de Florestal; G) H. crepitans de Maracás; 

H) H. faber de Santa Cruz Cabrália; I) H. faber de Florestal; J) H. pombali da reserva Natura.  
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O Bandamento C revelou a existência de blocos de heterocromatina constitutiva 

adjacentes aos centrômeros de todos os cromossomos de H. albomarginatus, H. crepitans e 

H. faber, sendo que não foi possível obter o padrão de Bandamento C para H. pombali. 

Mesmo populações com fórmula cariotípica idêntica puderam ser diferenciadas com base na 

quantidade e localização dos blocos heterocromáticos intersticiais e terminais. Destaca-se a 

presença de braços curtos totalmente heterocromáticos em H. albomarginatus (par 6 – 

populações de Santa Cruz Cabrália e Florestal; par 2 - população de Santa Tereza), H. 

crepitans (pares 6 e 10) e H. faber (pares 4 e 9 – população de Santa Cruz Cabrália; par 2 – 

população de Florestal. Todas as RONs mostraram-se eucromáticas, com exceção da 

população de H. albomarginatus de Santa Teresa (Figura 6).  
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Figura 6: Cariótipos submetidos a Bandamento C: A) H. albomarginatus de Santa Cruz 

Cabrália; B) H. albomarginatus de Florestal; C) H. albomarginatus de Maracás; D) H. 

albomarginatus de Santa Teresa; E) H. crepitans de Jequié; F) H. crepitans de Florestal; G) 

H. crepitans de Maracás; H) H. faber de Santa Cruz Cabrália; I) H. faber de Florestal.  

 

Foi realizada ainda a padronização segundo Levan et al., (1960) das medidas 

cromossômicas dos trabalhos disponíveis na literatura para que estes pudessem ser 

comparados aos resultados encontrados no presente estudo. Foram identificados diferentes 

padrões de composição cromossômica, muitos desses compartilhados por diferentes espécies 

(Figura 7; Tabela 2). Com relação à macroestrutura cariotípica, pode-se observar que o 

primeiro par cromossômico, caracterizado como o maior par de cromossomos metacêntricos 

do complemento, é o único que mantém morfologia constante nas 35 populações já 

analisadas. Dentre os demais cromossomos, os pares 2, 10, 11 e 12 mostram-se menos 

variáveis, enquanto os pares 4, 5, 6 e 7 apresentaram uma maior variação morfológica devido 

ao posicionamento diferencial da constrição primária (Tabela 2). 
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Figura 7 – Idiogramas de Hypsiboas submetidas a análise citogenética: 1) H. albomarginatus 

(Nunes & Fagundes; 2008); 2) H. albomarginatus (Carvalho et al., 2009); 3)  H. 

albomarginatus (Presente estudo: Barrolândia); 4) H. albomarginatus (Presente estudo: 

Florestal); 5) H. albomarginatus (Presente estudo: Maracás); 6) H. albomarginatus (Presente 

estudo: Santa Teresa); 7) H. albopunctatus (Gruber et al. 2007); 8) H. atlanticus (Carvalho et 

al. 2014); 9) H. bischoff (Raberet al., 2004); 10) H. boans (Mattos et al., 2014); 11) H. 

cinerascens (Mattos et al., 2014); 12) H. crepitans (Gruber et al, 2007); 13) H. crepitans 

(Carvalho et al., 2014); 14) H. crepitans (presente estudo: Jequié); 15) H. crepitans (presente 

estudo: Florestal);16) H. crepitans (presente estudo: Maracás); 17) H. faber (Nunes; Fagunes, 

2008); 18) H. faber (Carvalho et al., 2009); 19) H. faber (presente estudo: Barrolândia); 20) 

H. faber (presente estudo: Florestal); 21) H. geographicus (Mattos et al., 2014); 22) H. 

guentheri (Raber et al., 2004); 23) H. lanciformis (Mattos et al., 2014); 24) H. marginatus 

(Ananias et al., 2004); 25) H. multifasciatus (Mattos et al., 2014); 26) H. pardalis (Nunes & 

Fagundes, 2009); 27) H. polytaenius, (Nunes & Fagundes, 2008); 28) H. pombali (Carvalho et 

al., 2014); 29) H. pombali (presente estudo: Reserva Natura); 30) H. raniceps (Gruber et al, 

2007); 31) H. raniceps (Mattos et al., 2014); 32) H. semiguttatus (Ananias et al., 2004); 33) 

H. semilineatus (Nunes & Fagundes, 2008); 34) H. semilineatus (Carvalho et al., 2014); 35) 

H. wavrini (Mattos et al., 2014). Fonte: Carvalho et al. (2014) com modificações.  

 
 

Tabela 2 - Fórmulas cariotípicas descritas para espécies de Hypsiboas após padronização das 

medidas cromossômicas segundo Levan et al., (1964). 

 

Espécie 

(Grupo) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Referências 

H. albomarginatus 

(H. faber) 

m m m sm sm sm m m m m m m Carvalho et al. (2009) 

m m m sm sm st m m m m m m Nunes e Fagundes (2008) 

m m sm sm sm st m m m m m m 
Presente estudo (Santa Cruz 

Cabrália) 

m m sm sm sm st m m m m m m Presente estudo (Florestal) 

m m sm sm sm st m m m m m m Presente estudo (Maracás) 

m m m sm sm m m m m m m m Presente estudo (Santa Teresa) 

H. albopunctatus 

(H. albopunctatus) 
m m sm st sm sm sm m sm m m - 

Gruberet al. (2006) 

H. atlanticus 

(H. punctatus) 
m m st st sm st m sm m sm sm sm 

Carvalho et al. (2014) 

H. bischoffi 

(H. pulchellus)  
m m sm st sm st sm m m m m m 

Raberet al. (2004) 

H. boans 

 
m m sm sm st sm m sm sm m m m 

Mattos et al. (2014) 

H. cinerascens 

 
m sm st m sm st sm sm sm m sm m 

Mattos et al. (2014) 

H. crepitans 

(H. faber) 

m m sm st sm sm sm m m sm m m Gruberet al. (2006) 

m m sm st sm sm sm m sm m m m Carvalho et al. (2014) 

m m sm sm st st sm sm m sm m m Presente estudo (Jequié) 

m m sm sm st st m m sm sm m m Presente estudo (Florestal) 

m m sm sm sm st m m m m m m Presente estudo (Maracás) 

H. faber 

(H. faber) 

m m sm sm sm sm sm m m m m m Carvalho et al. (2009) 

m m sm st sm st st sm m m sm m Nunes e Fagundes (2008a) 

m m m sm sm st sm m sm m m m 
Presente estudo (Santa Cruz 

Cabrália) 

m st m sm m st st m m m m m Presente estudo (Florestal) 

H. geographicus 

 
m sm sm sm sm st sm st sm m m m 

Mattos et al. (2014) 

H. guentheri 

(H. pulchellus) 
m m sm st sm st sm m m m m m 

Raberet al. (2004) 

H. lanciformis 

 
m m sm st st sm m m sm m m - 

Mattos et al. (2014) 

H. marginatus 

(H. pulchellus) 
m m sm st sm st sm m m m m m 

Ananias et al. (2004) 



42 
 

 

H. multifasciatus 

 
m m sm sm sm sm m m m sm m m 

Mattos et al. (2014) 

H. pardalis 

(H. faber) 
m m sm st sm st sm m m m m m 

Nunes e Fagundes (2008a) 

H. polytaenius 

 
m sm sm sm sm st sm m m m m m 

Nunes e Fagundes (2008b) 

H. pombali 

(H. semilineatus) 

m m sm m sm sm sm m m m m m Carvalho et al. (2014) 

m m sm m sm sm sm m m m m m Presente estudo 

H. raniceps 

(H. albopunctatus) 

m m sm st sm sm sm m sm m m m Gruberet al. (2006) 

m m st sm m sm sm sm m m sm sm Mattos et al. (2014) 

H. semiguttatus 

(H. pulchellus) 
m m sm st sm st sm m m m m m 

Ananias et al. (2004) 

H. semilineatus 

(H. semilineatus) 

m m st sm sm st sm sm sm m m m Nunes e Fagundes (2008a) 

m m st sm sm st sm sm sm m m m Carvalho et al. (2014) 

H. wavrini m sm st st sm sm m m m m m m Mattos et al. (2014) 

Legenda: m = metacêntrico; sm = submetacêntrico;  st = subtelocêtrico. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Com relação à macroestrutura cariotípica, foi possível observar um número diploide 

constante (2n = 24) com presença exclusiva de cromossomos de dois braços (NF = 48), 

independente da sua organização, com exceção de H. lanciformis e H. albopunctatus, que 

apresentaram número cromossômico inferior (2n = 22) (Gruber et al., 2007; Matos et al., 

2014). Provavelmente, assim como os Dendrobatídeos e Ranídeos, a família Hylidae passou 

por eventos de redução cromossômica a partir de um ancestral com 2n=26 cromossomos 

(Bogart, 1973). 

Esta manutenção da estrutura cromossômica é observada de modo geral em toda a 

classe Amphibia, apresentando pouca ou nenhuma diferenciação longitudinal (Kasahara, 

2003). A ausência de cromossomos acrocêntricos, observada em todos os cariótipos de 

Hypsiboas também é uma característica compartilhada entre anfíbios, com exceção de 

algumas espécies em Caudata e Gymnophiona (Sessions, 2007; Carvalho et al., 2014; Silva et 

al., 2014).   

Os anuros da família Hilydae geralmente mantêm o número cromossômico 2n = 24, 

sendo este um marcador para a família, com exceção de algumas espécies apresentam 

números diplóides superiores ou inferiores, como em Aplastodiscus leucopygius (2n = 18) e 

em Phyllomedusa tretraploidea (até 2n = 52) (Catroli, 2008). Tais variações podem estar 

relacionadas a dois mecanismos envolvidos na redução de número diplóide: fusões em 

tandem ou translocações envolvendo os pequenos cromossomos do cariótipo, o que poderia 

ter resultado também na mudança na posição das RONs (Gruber et al, 2007). Além do 

número cromossômico reduzido, cromossomos supranumerários foram descritos também para 

H. albopunctatus, apresentando até quatro fórmulas cariotípicas diferentes (Ferro et al., 2012; 

Gruber et al., 2007).  

 A manutenção do padrão de morfologia para o primeiro cromossomo do complemento 

em Hypsiboas, observada após análise dos idiogramas (Figura 7) foi descrita anteriormente 

por Carvalho et al., (2014), que ressaltaram ainda a manutenção da morfologia do 

cromossomo 5. No presente estudo foi possível observar que o par 5, embora em menor 

quantidade, também apresentou variações em sua morfologia. Por outro lado, a alta 

variabilidade dos cromossomos 4, 6 e 7, destacadas pelos autores, foram confirmadas no 

presente estudo. Esta variação, associada à manutenção do tamanho dos pares cromossômicos 

entre os cariótipos são evidências de que as inversões pericêntricas seriam o principal 
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mecanismo envolvido na diferenciação da macroesturura cariotípica do grupo (Carvalho et 

al., 2014). 

A partir da análise comparativa entre os cariótipos foi possível constatar que apenas as 

espécies do grupo H. pulchellus analisadas compartilham padrões cariotípicos idênticos em 

relação à sua morfologia e organização. Além disso, os padrões de Bandamento C dentro dos 

grupos também evidenciam variações que confirmam processos de evolução cariotípica 

independentes. A partir destas evidências pode-se inferir que os dados citogenéticos não 

podem ser utilizados para apoiar a classificação e organização dos grupos morfológicos 

propostos para Hypsiboas. 

 Estudos citogenéticos em anfíbios têm demonstrado que as RONs são geralmente 

conservadas em anuros, fazendo desta região um importante marcador espécie-específico, 

apesar da grande variabilidade entre as espécies mesmo de grupos próximos (Lourenço et al., 

1998). De modo geral os anfíbios anuros apresentam RONs simples terminais, entretanto para 

Hypsiboas RONs simples intersticiais podem ser consideradas como uma característica 

plesiomórfica, e condições variantes como apomorfias (Carvalho et al, 2014). Esta condição 

foi encontrada na maioria das espécies estudadas (Presente estudo;  Ananias et al., 2004; 

Raber et al., 2004; Gruber et al., 2007; Nunes & Fagundes; 2008; Carvalho et al., 2009; 

Carvalho et al., 2014; Mattos et al., 2014). 

 Em algumas espécies as RONs foram localizadas nas porções terminais de 

cromossomos menores, como no caso de H. faber (presente estudo, Carvalho et al., 2009; 

Nunes & Fagundes, 2008) ou nos cromossomos maiores, como no caso de H. albomarginatus 

(presente estudo, Carvalho et al., 2009; Nunes & Fagundes; 2008), H. marginattus e H. 

semiguttatus (Ananias et al, 2004). Nas duas últimas espécies a localização da RON sugere 

que houve uma inversão pericêntrica, fazendo com que a RON se localizasse na região 

pericentromérica na primeira e na região terminal na segunda. Esta hipótese poderá ser 

confirmada a partir aplicação da técnica de Hibridação in situ Fluorescente utilizando sondas 

teloméricas. 

 Em H. atlanticus e H. lanciformis, por sua vez, foram observadas RONs múltiplas, 

característica exclusiva das duas espécies dentre as descritas para o gênero (Carvalho et al., 

2014; Mattos et al., 2014). No caso de H. lanciformis, as RONs múltiplas são também 

heteromórficas, apresentando marcações em apenas um dos homólogos do cromossomo 1. 

Estas características foram descritas em outras espécies de hilídeos, a exemplo de 

Phylomedusa bahiana, que apresentou RONs múltiplas e heteromórficas em relação ao 

tamanho e P. nordestina, que apresentou RONs múltiplas e diferentes em relação à 
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localização (Barth et al., 2013). De acordo com Carvalho et al., (2014) no caso de H. 

albomarginatus e H. crepitans eventos de translocação ou transposição cromossômica com 

manutenção do número e do tamanho cromossômico também poderiam explicar o surgimento 

das RONs múltiplas, com a espécie ancestral apresentando RONs terminais em um par e por 

translocação ou transposição, parte dos sítios de rDNA serem transferidos para outra região, 

resultando em sítios múltiplos, porém menores (Figura 7). 

A maioria dos anfíbios anuros, apesar de serem caracterizados por possuírem um 

único sítio de RON, possui um grande nível de heteromorfismo (King et al., 1990). Schmidt 

(1982) detectou heteromorfismos nas RONs em cerca de 60% dos anfíbios estudados. A vasta 

maioria dos heteromorfismos envolvem a amplificação do rDNA em 1 dos homólogos. Já a 

possibilidade de deleção é sustentada pela presença de marca de Ag-RON em apenas 1 dos 

homólogos. 

 No entanto, a técnica de impregnação por nitrato de prata tem como limitação o fato 

de que em alguns casos marcações inespecíficas obtidas coincidiram com blocos 

heterocromáticos de natureza ácida (Sumner, 1990). Sendo assim, a utilização da técnica de 

Hibridação in situ Fluorescente de rDNA do bloco 45S (correspondente às RONs) 

esclareceria dúvidas sobre a existência das RONs múltiplas em H. atlanticuse H. lanciformis.  

 Entre os indivíduos de Hypsiboas analisados, observou-se a presença de RONs 

heterocromáticas nas populações de H. albomarginatus (Santa Tereza-ES, presente estudo), 

H. albopunctatus, H. atlanticus, H. geograficus, H. lanciformes, H. multifasciatus e H. 

raniceps (Gruber et al, 2006; Carvalho et al, 2014; Mattos et al, 2014), que podem ser 

resultado das inversões envolvendo blocos de heterocromatina, sendo este o mecanismo de 

rearranjo aparentemente mais comum na evolução cromossômica do grupo; transformando as 

regiões organizadoras de nucléolo em regiões associadas ou intercaladas por blocos 

heterocromáticos (Carvalho et al, 2014). Merecem destaque as RONs de H. lanciformes e H. 

geograficus (Mattos et al, 2014), que foram reveladas em região pericentromérica, fato pouco 

comum em Anura, mas que já foi relatado para indivíduos antes reconhecidos como Bufo 

garmani, Bufo poweri e Bufo regularis em Schmid (1978). 

Variações intraespecíficas nas RONs foram encontradas ainda em H. crepitans 

(presente estudo; Carvalho et al., 2014; Gruber et al, 2007) e em H. albomarginatus (presente 

estudo; Carvalho et al., 2009; Nunes & Fagundes; 2008). Segundo Carvalho et al. (2014) 

esses dados indicam que as RONs são marcadores cromossômicos fracos para identificar as 

possíveis espécies do gênero. 
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Considerando a localização das RONs para H. albomarginauts, Carvalho et al. (2014) 

sugeriram um marcador cromossômico para a espécie. No entanto, a variação da RON 

evidenciada no presente estudo sugere que, ou este não é um marcador válido ou esta pode ser 

uma espécie críptica, assim como já foi sugerido anteriormente para H. Crepitans (Carvalho 

et al., 2014), H. semiguttatus (Antunes, 2007) e Hypsiboas calcaratus (Carminer e Ron, 

2014), reforçando o conflito taxonômico no grupo. 

O padrão de distribuição de heterocromatina é bastante variável nas espécies 

analisadas. No entanto, a presença de grande quantidade de heterocromatina na região 

pericentromérica na maioria ou em todos os cromossomos parece ser uma característica 

comum para o gênero (Raber et al., 2004; Gruber et al, 2007; Carvalho et al., 2009), com 

exceção de H. multifasciatus, que apresenta exclusivamente bandas intersticiais ao longo da 

maioria dos cromossomos (Mattos et al., 2014). Este padrão de distribuição, segundo 

Carvalho et al. (2014) é considerado uma variação da condição ancestral, apresentando uma 

redução da heterocromatina pericentromérica à medida que apresenta blocos intersticiais e/ou 

terminais. O estabelecimento destes padrões pode estar relacionado a mecanismos de inversão 

pericêntrica e envolvidos na evolução cromossômica do grupo. 

H. albomarginatus, por sua vez, é uma espécie que apresenta grande quantidade de 

heterocromatina constitutiva associada à região dos centrômeros e em regiões intersticiais. 

Apesar da morfologia dos cromossomos ser semelhante às outras espécies do grupo, os 

padrões de distribuição de heterocromatina e a localização das RONs, mostram-se bastante 

divergentes dos demais (Carvalho et al., 2009). A partir da comparação de cinco populações 

(Figura 7), apesar da similaridade nos padrões de distribuição de heterocromatina, não é 

possível estabelecer marcadores citogéneticos com base nas técnicas realizadas para a espécie.  

Em H. crepitans as três populações com maior relação geográfica (Figura 7 - 14, 15 e 

16) apresentam os braços curtos dos cromossomos 6 e 10 totalmente heterocromáticos. No 

entanto, nas outras populações previamente analisadas este padrão não se mantém, o que pode 

reforçar a hipótese de influência geográfica sobre a evolução cariotípica das espécies, bem 

como a ocorrência de diversidade críptica em H. crepitans (Carvalho et al., 2014).   

 As regiões de heterocromatina constitutiva em H. faber são descritas pela primeira 

vez no presente estudo. Estas populações também apresentam blocos heterocromáticos em 

torno do centrômero, mantendo o padrão para o gênero. Além disso, nota-se a presença de 

blocos menores em relação à H. albomarginatus, apesar de as duas espécies pertecerem ao 

mesmo grupo (H. Faber). Dentre as populações estudadas, H. faber é a que mais apresenta 
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variação intraespecífica para os padrões de Bandamento C, apesar da manutenção da 

localização das RONs. 

As populações pertencentes ao grupo H. pulchellus apresentam fórmula cariotípica 

idêntica e padrão de distribuição de heterocromatina semelhante. Além disso, apresentam um 

bloco heterocromático no braço longo do cromossomo 1 e outro ocupando quase todo o braço 

longo do cromossomo 10. Segundo Ananias et al. (2004) estas espécies estão mais 

estreitamente relacionadas entre elas que com as outras espécies do grupo. Apesar de H. 

bischoffi, H. semiguttatus e H. marginatus terem relação geográfica, a população de H. 

guentheri apresenta padrões semelhantes, sem estar geograficamente relacionada.  

Com relação às populações de Hypsiboas analisadas neste estudo, pode-se observar 

indícios de evolução da estrutura cariotípica de diferentes populações de mesma localidade ou 

localidades próximas a partir da observação de semelhanças nos padrões de distribuição de 

heterocromatina em H. albomarginatus e H. crepitans da Bahia, o que evidencia a 

necessidade de se estender os estudos citogenéticos a outras espécies e populações.  

Podemos sugerir que a diversidade genética apresentada por essas diferentes 

populações é provavelmente fruto da ampla distribuição das espécies, pois, as diferenças 

ambientais exercem uma diferente pressão seletiva em cada população. Além disso, a resposta 

das espécies a essa pressão também pode variar, acarretando mudanças no genoma dos 

indivíduos ou em seu padrão de expressão, resultando nas variantes geográficas apresentadas. 

A mudança nos padrões cromossômicos dentro das populações pode não refletir em alterações 

na estrutura do genoma, mas, com o tempo, o acúmulo de diferenças na morfologia e estrutura 

cromossômica pode funcionar como uma barreira pós zigótica, atuando no processo de 

especiação. 

O presente estudo apresenta informações citogenéticas de 4 das 56 espécies de 

Hypsiboas que ocorrem no Brasil, em 10 diferentes populações, evidenciando uma grande 

variabilidade na estrutura cariotípica entre populações de Hypsiboas. Os dados encontrados, 

associados aos descritos previamente, reforçam a idéia de complexidade no gênero e apontam 

para a necessidade de estender o número de localidades e exemplares amostrados, a fim de 

melhor estabelecer os mecanismos evolução cariotípica, diversidade e filogeografia do grupo. 

Além disso, fornece evidências de que o gênero pode contar com a ocorrência de espécies 

crípticas, como H. albomarginatus e H. crepitans. 
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7 CONCLUSÕES 

 

A partir das análises citogenéticas realizadas no gênero Hypsiboas, pode-se inferir que: 

 O número diplóide em Hypsiboas mantém-se, de maneira geral, em 2n = 24, com 

exceções para H. lanciformis e H. albopunctatus, que apresentam diferenciação com 

redução cromossômica a partir de uma característica plesiomórfica para 2n = 22; 

 A macroestrutura cariotípica em Hypsiboas não sofre grandes alterações, com pouca 

diferenciação na morfologia e organização longitudinal do complemento 

cromossômico, com exceção de H. albopunctatus, que apresenta um cromossomo 

supranumerário, fato comum na família Hylidae mais ainda pouco descrito no gênero; 

 Dentre os grupos nos quais foram realizados estudos citogenéticos, H. pulchellus é o 

único que compartilha estrutura cariotípica idêntica e padrões de Bandamento C 

semelhantes. Nos outros grupos não é possível estabelecer padronização, variando 

tanto entre as espécies quanto entre populações diferentes; 

 Apesar do consenso de que RONs intersticiais são uma característica plesiomórfica 

para Hypsiboas, o presente estudo apresentou uma variabilidade intraespecífica 

significativa, tendo sido descritas RONs homomórficas, heteromórficas, simples e 

múltiplas em regiões terminais e intersticiais em ambos os braços e destaque para H. 

geographicus e H. lanciformis, que apresentam RONs na região centromérica. 

 A variação de localização das RONs poderia ser explicada por possíveis eventos de 

translocação ou transposição cromossômica, lenvando-se a manutenção do número e 

do tamanho cromossômico entre os diferentes cariótipos analisados e a a ausência de 

rearranjos complexos. Esses mesmos mecanismos também poderiam explicar o 

surgimento das RONs múltiplas em H. atlanticus e H. lanciformis. 

 RONs heterocromáticas são pouco comuns em hilídeos, em particular no gênero 

Hypsiboas, ocorrendo em seis das 20 espécies analisadas citogeneticamente e podem 

ser resultados de inversões envolvendo blocos de heterocromatina nas regiões 

terminais e centroméricas; 

 Os resultados do presente estudo confirmam a variação intraespecífica na localização 

das RONs em H.crepitans e aponta a mesma variação em H. albomarginatus, 

pressupondo a ocorrência de rearranjo cromossômico e a possibilidade de que sejam 

um complexo de espécies crípticas, devendo ser mais detalhadamente estudadas, 
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utilizando técnicas de citogenética molecular e genética molecular que podem elucidar 

divergências no genoma dos grupos; 

 Apesar da manutenção do padrão de Bandamento C na região pericentromérica, em 

algumas espécies foi observada uma diminuição do número e do tamanho de blocos 

heterocromáticos nessas regiões, possivelmente associada à presença de blocos banda 

C positiva em regiões intersticiais e/ou terminais, sendo essas bandas resultantes de 

eventos de inversões envolvendo os blocos proximais à região centromérica, como em 

H. multifasciatus; 

 As diferenças na localização das RONs, associadas à grande variação nos padrões de 

distribuição de heterocromatina reforçam a hipótese de conflito taxonômico no gênero 

Hypsiboas; 

 Não é possível estabelecer marcadores cromossômicos baseados no padrão de 

distribuição de heterocromatina, bem como estabelecer padrões citogenéticos entre as 

espécies que compõem cada grupo que subdivide o gênero. A variabilidade 

intraespecífica encontrada pode, no entanto, ser reflexo de diversidade críptica, como 

em H. albomarginatus e H. crepitans.   

 H. albomarginatus apresenta as RONs no par 2 precedidas de blocos 

heterocromáticos, além de distribuição de heterocromatina concentrada na região 

pericentromérica, com exceção da população de Santa Teresa-ES, mais distante 

geograficamente; o mesmo ocorre em H. crepitans, que apresenta maior similaridade 

na distribuição dos blocos heterocromáticos na região pericentromérica, além de 

braços heterocromáticos nas populações da Bahia (Carvalho et al., 2014; presente 

estudo), diferindo da população de Alagoas (Gruber et al, 2007).  Apesar das 

semelhanças encontradas no presente estudo, para que se possa confirmar relação 

filogeográfica entre as espécies de Hypsiboas os estudos citogenéticos devem ser 

estendidos a outras populações e espécies, a fim de determinar com maior clareza os 

padrões evolutivos para o gênero. 
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