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Resumo 

 

O gênero Dendropsophus (Anura: Hylidae) é composto por 94 espécies neotropicais, das 

quais somente 31 foram estudadas citogeneticamente. Embora as espécies desse gênero 

apresentem o mesmo número cromossômico (2n=30), diferem quanto ao número 

fundamental e em relação à localização de NORs. Entretanto, a escassez de marcadores 

citogenéticos e o alto número de espécies com cariótipos ainda não descritos impedem 

inferências acerca dos possíveis eventos envolvidos na diferenciação cariotípica nesse 

gênero. Com o intuito de fornecer novos dados para a análise evolutiva cariotípica em 

Dendropsophus, no presente trabalho foram descritos os cariótipos de duas espécies do 

grupo de D. marmoratus, D. seniculus e D. soaresi, ampliada a caracterização dos 

cariótipos de D. decipiens, D. meridianus e descrito o de D. werneri, três espécies do 

grupo de D. microcephalus. Para a localização cromossômica do gene ribossomal 5S 

foram utilizadas sequências isoladas de D. soaresi. Também foram utilizadas sondas para 

verificar a localização cromossômica de sequências teloméricas em todas as espécies 

estudadas. Por fim, na tentativa de gerar sondas cromossômicas para futuros estudos dos 

cromossomos telocêntricos encontrados em Dendropsophus, experimentos de pintura 

cromossômica foram conduzidos com D. nanus e D. walfordi. Dendropsophus seniculus e 

D. soaresi apresentaram cariótipos muito semelhantes, com a NOR localizada no braço 

longo dos cromossomos do par 9. Tais cariótipos se assemelham também àqueles das 

outras três espécies já cariotipadas do grupo de D. marmoratus (D. marmoratus, D. 

melanargyreus e D. nahdereri), embora o cariótipo de D. nahdereri difira dos demais por 

apresentar a NOR no braço curto dos cromossomos do par 1. Dois tipos de sequências 

de DNAr 5S foram isolados de D. soaresi. A sequência identificada como do tipo I é 

composta por 512 pb, dos quais 390 pb pertencem à região não-transcritora (NTS); já a 

sequência do tipo II apresenta NTS com apenas 249 pb. A sequência nucleotídica do 

DNAr 5S do tipo I é idêntica a uma sequência encontrada no hilídeo Gastrotheca 

riobambae. Quando utilizado como sonda, esse segmento de DNAr 5S foi mapeado no 

braço longo dos cromossomos do par 2 de D. seniculus e D. soaresi. Sondas compostas 

por sequências teloméricas detectaram exclusivamente as regiões cromossômicas 

terminais de D. seniculus, assim como previamente observado em D. marmoratus e D. 

melanargyreus. Já em D. soaresi, as sondas teloméricas também resultaram em 

marcações centroméricas e pericentroméricas, exceto nos pares telocêntricos 

identificados como 5 e 6. Dentre as três espécies do grupo D. microcephalus aqui 
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analisadas, D. decipiens, D. meridianus e D. werneri, algumas diferenças puderam ser 

notadas. Enquanto D. meridianus e D. werneri apresentaram apenas um par de 

cromossomos telocêntricos de tamanho mediano, no cariótipo de D. decipiens três pares 

de cromossomos telocêntricos de tamanho mediano puderam ser observados. D. 

berthalutzae, espécie considerada do mesmo clado de D. decipiens, também apresenta 

cariótipo com três pares de telocêntricos de tamanho mediano. Em relação à localização 

da NOR, os cariótipos de D. decipiens, D. meridianus e D. werneri se assemelham, já que 

em todos a NOR foi localizada na região terminal do braço longo de cromossomos 

telocêntricos/subtelocêntricos identificados como 12. A partir de cromossomos 

telocêntricos microdissecados de D. nanus foi construída uma sonda capaz de identificar 

o par de cromossomos 15 dessa espécie. A sonda obtida, quando hibridada em cariótipos 

de outras linhagens de D. nanus e no cariótipo de D. walfordi, também detectou 

cromossomos telocêntricos de tamanho pequeno, sugerindo a homeologia entre eles. 

Este é o primeiro estudo que utiliza a técnica de pintura cromossômica para analisar os 

cromossomos telocêntricos de Dendropsophus e os resultados preliminares aqui 

apresentados sugerem que essa pode vir a ser uma interessante ferramenta na 

investigação da evolução cromossômica no gênero. 
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Abstract 

 

The genus Dendropsophus (Anura: Hylidae) comprises 94 neotropical species, from which 

only 31 were studied cytogenetically. The species of this genus have the same 

chromosome number (2n=30) but differ on fundamental number and NORs location. 

Cytogenetic markers, however, are scarce for this genus and a large number of species 

has not been karyotyped yet. Therefore, it is still not possible to infer about the possible 

events involved in the karyological divergence in this genus. In order to provide new data 

for evolutionary karyotype analysis in Dendropsophus, we described cytogenetically two 

species of D. marmoratus group, D. seniculus and D. soaresi, and one species of D. 

microcephalus group, D. werneri; we also detailed the karyotypes of two other species of 

D. microcephalus group, D. decipiens and D. meridianus. Sequences isolated from D. 

soaresi genome were used for chromosomal localization of the 5S rDNA gene. Probes 

were also used to observe the chromosomal localization of telomeric sequences in all the 

species in study. Finally, in an attempt to generate chromosomal probes for future studies 

of the telocentric chromosomes found in Dendropsophus, chromosome painting 

experiments were conducted with D. nanus and D. walfordi. Dendropsophus seniculus and 

D. soaresi had very similar karyotypes, with the NOR located on the long arm of 

chromosome pair 9. These karyotypes are similar to those of the other three species of D. 

marmoratus group already karyotyped (D. marmoratus, D. nahdereri and D. 

melanargyreus), although the karyotype of D. nahdereri differs from the others by 

presenting the NOR in the short arm of chromosome pair 1. Two types of 5S rDNA 

sequences were found in D. soaresi. While type I 5S rDNA sequence consists of 512 bp 

and includes a NTS composed of 390 bp, the NTS of type II 5S rDNA has only 249 bp. 

Type I 5S rDNA nucleotide sequence is identical to the 5S RNA gene found in Gastrotheca 

riobambae. When used as a probe, the type I 5S rDNA of D. soaresi was mapped in the 

long arm of chromosome pair 2 of D. seniculus and D. soaresi. Telomeric sequences used 

as probes detected chromosomal ends in D. seniculus, as previously observed in D. 

marmoratus and D. melanargyreus. However, the telomeric probes also resulted in 

centromeric and pericentromeric signals in the chromosomes of D. soaresi, except the 

telocentric pairs identified as 5 and 6. Among the three species of the D. microcephalus 

group analyzed herein, D. decipiens, D. meridianus and D. werneri, some differences 

could be noted. While D. meridianus and D. werneri had only one pair of telocentric 

chromosomes of medium size, D. decipiens karyotype had three telocentric pairs. The 
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species D. berthalutzae, which is included in the same clade of D. decipiens, has also 

three telocentric pairs of a medium size. The karyotypes of D. decipiens, D. meridianus 

and D. werneri are also similar with regards to the NOR, which was located terminally in 

the long arm of a telocentric/subtelocentric chromosome identified as 12. The smallest 

telocentric chromosomes of D. nanus were microdissected and used to construct a probe, 

which was able to detect chromosome pair 15 of this species. When this probe was 

hybridized to the karyotype of different lineages of D. nanus and D. walfordi, a small 

telocentric chromosome pair was also detected, which suggests their homeology. This is 

the first work that includes chromosome painting to study the telocentric chromosomes in 

Dendropsophus and preliminary results presented here suggest that this may be an 

interesting tool to assess the chromosomal evolution in this genus. 
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Figura 1. Metáfase de Dendropsophus nanus (ZUEC-18686) antes (A) e depois (B) da 

microdissecção de um cromossomo telocêntrico. O cromossomo microdissecado 

(circulado em vermelho em A) é presumivelmente referente a um dos cromossomos do 

par 15. 

 

Figura 2. Sequências nucleotídicas de fragmentos de DNAr 5S isolados de D. soaresi. A 

região sombreada em cinza corresponde à presumida região transcritora composta por 

120 pb. A região sombreada em rosa indica a região não transcritora do DNAr 5S. Setas 

vermelhas correspondem à região de anelamento dos primers 5S-A e 5S-B. 

 

Figura 3. Constituição do inserto de 878 pb, que inclui duas unidades repetitivas do DNAr 

5S de D. soaresi. A. Esquema do arranjo da sequência de DNAr 5S no inserto com 878 

pb; B. Sequência nucleotídica do fragmento de 878 pb. Em cinza, as regiões 

presumivelmente transcritoras de 120 pb; em vermelho, as regiões de NTS. 

 

Figura 4. Alinhamento das sequências de DNAr 5S obtidas de D. soaresi. As duas 

unidades contidas no inserto com 878 pb foram aqui representadas separadamente 

(368.1 5SC2-tipoI e 368.1 5SC2-tipoII). A região presumivelmente transcritora está 

destacada em cinza. 

 

Figura 5. Alinhamento das regiões presumivelmente transcritoras do DNAr 5S de D. 

soaresi com aquelas de Engystomops freibergi, E. petersi, Pseudis tocantins, 

Physalaemus cuvieri, Gastrotheca riobambae, Pelophylax lessonae e P. ridibundus. As 

caixas em lilás correspondem às regiões não sequenciadas. 

 

Figura 6. Alinhamento da sequência de DNAr 5S do tipo I de D. soaresi (do clone 368.1 

5SIC2) com a sequência de Gastrotheca riobambae. Destaque em azul para a região que 

apresenta similaridade entre os dois indivíduos. Regiões destacadas em cinza representa 

a região presumivelmente transcritora, em rosa representa o NTS e a linha representa a 

região do pseudogene observado em Gastrotheca por del Pino et al. (1992). 
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Figura 7. Cariótipos de D. seniculus (A-D) e D. soaresi (E-H) corados com Giemsa (A, E), 

submetidos ao bandamento C seguido de coloração com Giemsa (B, F) ou com DAPI (C, 

G) e hibridados com sonda telomérica (D, H). As setas indicam constrições secundárias. 

 

Figura 8. Localização da NOR (A, C) e do DNA ribossomal 5S (B, D) no cariótipo de D. 

seniculus (A,B) e D. soaresi (C, D). As setas em B e D indicam os sinais de hibridação da 

sonda de DNAr 5S construída a partir da sequência do tipo I isolada de D. soaresi. 

 

Figura 9. Cariótipos de D. decipiens (A-C), D. meridianus (D-F) e D. werneri (G-I) corados 

com Giemsa (A, D e G), submetidos ao bandamento C seguido de coloração com Giemsa 

(B, E e H) ou com DAPI (C, F e I). A seta indicam constrições secundárias. Em destaque 

em A, D e G, pares cromossômicos 12 com a NOR revelada pelo método Ag-NOR. 

 

Figura 10. Hibridação de sondas teloméricas nos cariótipos de D. decipiens (A) e de D. 

meridianus (B). 

 

Figura 11. Hibridação de sondas teloméricas em metáfase de D. werneri. A. Coloração 

com DAPI. B. Sobreposição da imagem dos sinais de hibridação das sondas com a 

imagem dos cromossomos corados com DAPI. 

 

Figura 12. Hibridação da sonda construída a partir de cromossomos microdissecados do 

exemplar ZUEC 18686 de D. nanus (de Rio Claro/SP) em metáfases do mesmo exemplar. 

A. Cariótipo de D. nanus corado com Giemsa, com destaque para o cromossomo 

microdissecado. B-D. Metáfase do exemplar ZUEC 18686 de D. nanus (de Rio Claro/SP) 

hibridada com a sonda. B. Coloração com DAPI. C. Sinal de hibridação da sonda. D. 

Sobreposição das imagens mostradas em A e B. E. Cariograma montado com os 

cromossomos da metáfase mostrada em D. F-G. Cromossomos de outras duas 

metáfases do exemplar ZUEC 18686, também hibridados com a sonda.  Note que em G, 

além dos cromossomos 15, algumas regiões de um dos homólogos do par 14 também 

apresentam sinais de hibridação da sonda. 

 

Figura 13. Hibridação da sonda do cromossomo 15 de D. nanus (construída a partir de 

um exemplar de Rio Claro/SP) com metáfases de D. nanus de Serra da Bodoquena/MS 
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(ZUEC-12398) (A), D. walfordi de Guajará-Mirim/RO (ZUEC-12204) (B). À esquerda, 

imagens do DAPI e à direita, imagens de DAPI sobrepostas com as da sonda. 

 

Figura 14. Relações filogenéticas entre D. nanus e D. walfordi. (Cladograma reproduzido 

de Medeiros et al., 2013). Os números acima dos ramos constituem valores do bootstrap 

(em porcentagem). 
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1.1.  O gênero Dendropsophus: problemática taxonômica 

 

A Classe Amphibia, com mais de 7.000 espécies já descritas e catalogadas, está 

dividida em três ordens, Caudata, Gymnophiona e Anura, sendo esta última a que contém 

o maior número de espécies conhecidas. A ordem Anura conta atualmente com 6.200 

espécies distribuídas em 54 famílias (Frost, 2013), que são encontradas por todo o globo, 

com exceção dos polos, e observadas em diferentes tipos de clima, vegetação e altitude 

(Frost, 2013; Duellman e Trueb, 1986). 

A família Hylidae Rafinesque, 1815 é a que possui maior riqueza de espécies da 

ordem Anura, com aproximadamente 920 espécies, encontradas principalmente em 

regiões tropicais (Américas, Ásia e África) e temperadas (Eurásia temperada). Estas 

espécies estão divididas em três subfamílias (Hylinae, Pelodriadinae e Phyllomedusinae) 

(Frost, 2013). A subfamília Hylinae é composta por 667 espécies, distribuídas em 40 

gêneros, e Dendropsophus, objeto do presente estudo, está dentre os gêneros mais ricos 

dessa subfamília.  

O gênero Dendropsophus Fitzinger, 1843 juntamente com os gêneros Lysapsus, 

Pseudis, Scarthyla, Scinax, Sphaenorhynchus e Xenohyla formam a tribo Dendropsophini 

(Faivovich et al., 2005), e abriga 94 espécies neotropicais distribuídas desde o sul do 

México na América Central até regiões tropicais da América do Sul (Brasil, e Norte da 

Argentina e Uruguai) (Frost, 2013). Espécies deste gênero já foram encontradas em 

vários tipos de ambientes; algumas ocorrem em áreas de grande altitude, como é o caso 

de D. labialis e de D. minutus, que ocorrem em áreas com até 2.000 m de altitude (Ruiz-

Carranza et al., 1996; McDiarmid e Donnelly, 2005).  

O gênero Dendropsophus foi revalidado por Faivovich et al. (2005) para abrigar 

espécies de hilídeos que confirmada ou presumivelmente apresentem o número diploide 

de 2n=30. O monofiletismo de Dendropsophus é suportado por várias sinapomorfias 

moleculares, referentes a genes nucleares e, principalmente, a genes mitocondriais 

(Faivovich et al., 2005). Por outro lado, possíveis sinapomorfias morfológicas para esse 

táxon ainda são apontadas com cautela. Faivovich et al. (2005) sugerem apenas duas 

aparentes sinapomorfias morfológicas para esse gênero, que consistem na extrema 

redução do osso quadratojugal e na fórmula dentária de girino representada pelo símbolo 

1/2.   

A maioria das espécies de Dendropsophus foi distribuída por Faivovich et al. 

(2005) em nove grupos, levando em consideração as semelhanças morfológicas 
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compartilhadas dentre elas. Foram eles: D. columbianus (3 espécies), D. garagoensis (4 

espécies), D. labialis (3 espécies), D. leucophyllatus (8 espécies), D. marmoratus (8 

espécies), D. microcephalus (33 espécies), D. minimus (4 espécies), D. minutus (4 

espécies) e D. parviceps (15 espécies). Três desses grupos, i.e. D. leucophyllatus, D. 

marmoratus e D. microcephalus, receberam algum suporte dos dados moleculares 

analisados por Faivovich et al. (2005), mas sinapomorfias morfológicas foram sugeridas 

apenas para os dois últimos. Em relação ao grupo D. parviceps, os autores expressam 

especial cautela e argumentam que optaram por reconhecê-lo em função dos trabalhos 

anteriores, já que não encontraram evidências que pudessem rejeitar seu monofiletismo. 

Confirmando as suspeitas de Faivovich et al. (2005), Wiens et al. (2010), com base 

em um maior número de espécies de Dendropsophus, puderam demonstrar o 

parafiletismo do grupo D. parviceps. Nesse mesmo trabalho, Wiens e colaboradores dão 

suporte ao grupo D. labialis e reconhecem o parafiletismo do grupo D. microcephalus em 

relação a D. riveroi, espécie previamente alocada no grupo D. minimus. Além disso, 

questionam o monofiletismo do grupo de D. leucophyllatus e de D. minimus.  

Uma característica que dificulta ainda mais o esclarecimento dos relacionamentos 

interespecíficos do gênero é a grande similaridade morfológica observada entre diferentes 

espécies, que frequentemente tem gerado importantes problemas taxonômicos, como a 

identificação errônea de exemplares e a subestimativa da riqueza de espécies no grupo. 

Tais questões são especialmente observadas em relação ao grupo D. microcephalus, não 

apenas por ser o grupo com maior número de espécies dentre os nove reconhecidos 

atualmente, mas principalmente por reunir espécies de tamanho bastante reduzido (ver 

Napoli e Caramaschi, 1999a, b; e Moravec et al., 2008, para alguns exemplos). 

 As questões taxonômicas referentes a D. nanus são exemplos representativos 

desse tipo de problema. Espécies como D. sanborni, D. jimi e D. walfordi já foram 

confundidas com D. nanus, devido à semelhança morfológica observada entre elas (ver 

discussão em Medeiros et al., 2013). É interessante destacar que, apesar da semelhança 

morfológica, D. nanus não é proximamente relacionada filogeneticamente a D. sanborni e 

D. jimi (Faivovich et al., 2005; Wiens et al., 2010; Medeiros et al., 2013) e que podem ser 

facilmente diferenciadas cariotipicamente (Medeiros et al., 2003). Enquanto indivíduos de 

D. nanus apresentam quatro pares de cromossomos telocêntricos, e a NOR localizada em 

um par de cromossomos metacêntricos (região organizadora de nucléolo), D. sanborni 

apresenta cinco pares de cromossomos telocêntricos e um deles é portador de NOR 

(Medeiros et al., 2003; Gruber et al., 2005; Medeiros et al., 2013). Com base nessas 
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diferenças citogenéticas, Medeiros et al. (2003) puderam esclarecer que espécimes 

previamente identificados como D. sanborni por Skuk e Langone (1992) correspondiam a 

exemplares de D. nanus, e espécimes previamente identificados como D. nanus por 

Bogart (1973) eram, na verdade, D. sanborni.  

Por outro lado, D. nanus e D. walfordi apresentam cariótipos idênticos (Medeiros et 

al., 2013) e recentes estudos filogenéticos têm recuperado o parafiletismo dessas 

espécies (Fouquet et al., 2011; Medeiros et al., 2013). Estas espécies já foram alvo de 

alguns estudos taxonômicos devido à sua grande semelhança morfológica, e por isso, 

espécimes de D. walfordi foram previamente considerados como sinonímia de D. nanus 

(Lutz, 1973). Entretanto, Langone e Basso (1989), com base em dados de vocalização e 

morfologia dos girinos, revalidaram D. walfordi, apontando assim a necessidade de uma 

ampla revisão desses táxons.  

Situação diferente daquelas citadas é também a referente ao cariótipo de D. jimi, 

que se mostra muito similar ao cariótipo de D. sanborni, embora essas não sejam 

espécies proximamente relacionadas filogeneticamente (Medeiros et al., 2013). 

No grupo D. labialis, outros exemplos de problemas na delimitação de espécies 

podem ser vistos. Guarnizo et al. (2012), utilizando caracteres morfológicos, acústicos e 

de DNA, identificaram a existência de mais de uma espécie dentre indivíduos previamente 

considerados exemplares de D. labialis. A morfologia se mostrou bastante conservada 

dentre os indivíduos analisados, mas os cantos dos espécimes e as sequências de DNA 

mitocondrial e nuclear divergiram a ponto de permitirem o reconhecimento de diferentes 

linhagens, caracterizadas como distintas espécies. 

Fica claro, portanto, que apesar dos recentes estudos envolvendo as espécies de 

Dendropsophus, não apenas o relacionamento filogenético nesse gênero permanece um 

interessante assunto para estudos como também a delimitação de diversas espécies nele 

contidas. 

 

 

1.2. Características citogenéticas de Dendropsophus 

 

Até hoje, apenas 31 das 94 espécies de Dendropsophus foram cariotipadas 

(Tabela 1) (Beçak, 1968; Rabello, 1970; Foresti, 1972; Bogart, 1973; Anderson, 1991; 

Skuk e Langone, 1992; Kaiser et al., 1996; Medeiros et al., 2003; Gruber et al., 2005; 

Nunes, 2006; Medeiros et al., 2013; Suárez et al., 2013). 
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Embora os cariótipos dessas espécies apresentem o mesmo número 

cromossômico (2n=30), diferem em relação ao número de cromossomos telocêntricos e, 

consequentemente, em relação ao NF (número fundamental), que varia de 60 como visto 

em D. minutus (Gruber et al., 2005) até 50 como é o caso de D. sanborni (Medeiros et 

al., 2003; Gruber et al., 2005) e D. jimi (Medeiros et al., 2013). Apesar de o número de 

cromossomos telocêntricos ser uma relevante característica na distinção de espécies de 

Dendropsophus, ainda não foi possível inferir os passos evolutivos que resultaram na 

divergência cariotípica hoje observada nesse gênero. Os relacionamentos filogenéticos 

entre essas espécies ainda não estão bem elucidados, no entanto alguns dados obtidos 

em estudos recentes (Medeiros et al., 2013), que reúnem análises citogenéticas e 

filogenéticas, mostraram que as espécies com quatro pares de cromossomos 

telocêntricos estão presentes tanto em clados mais basais como em clados mais 

derivados.  

Além do número de cromossomos telocêntricos, a localização da NOR tem sido 

outra característica informativa na análise de Dendropsophus. Como comentado no item 

anterior, D. nanus e D. sanborni, duas espécies do grupo de D. microcephalus 

morfologicamente muito semelhantes e frequentemente envolvidas em questões 

taxonômicas, podem ser facilmente distinguidas pela análise citogenética, tanto pela 

diferença no número de cromossomos telocêntricos, como pela localização diferencial de 

NOR em seus cariótipos (ver trabalhos de Skuk e Langone, 1992; Medeiros et al., 2003; 

Gruber et al., 2005).  

Já as análises citogenéticas que utilizaram a técnica de bandamento C têm 

mostrado que as espécies de Dendropsophus apresentam a heterocromatina 

predominantemente distribuída nas regiões centroméricas dos cromossomos (Anderson, 

1991; Kaiser et al., 1996; Medeiros et al., 2003; Gruber et al., 2005; Medeiros et al., 2013). 

Algumas pequenas bandas heterocromáticas não-centroméricas já foram encontradas em 

algumas espécies, como, por exemplo, em D. microcephalus, D. phlebodes e D. 

ebraccatus (Kaiser et al., 1996), mas apesar disso, a presença da heterocromatina neste 

gênero não tem se destacado como um bom marcador citogenético para as espécies. 
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Grupo Espécie 
Nome usado na 

descrição original 

Pares 

telocêntricos 
Publicação original 

D. columbianus D. carnifex Hyla carnifex Não citado 
Duellman e Trueb, 

1983 

D. labialis D. labialis Hyla labialis 5, 6, 7, 13 e 15 Bogart, 1973 

D. leucophyllatus 

D. anceps Hyla anceps 

5,6 e 12 (Foresti, 

1972) 

7 (Bogart, 1973) 

Foresti, 1972; Bogart, 

1973 

D. ebraccatus Hyla ebraccata 10 

Duellman e Cole, 

1965; Kaiser et al., 

1996 

D. elegans Hyla elegans 5, 11, 14 e 15 Gruber et al., 2005 

D. leucophyllatus Hyla leucophyllata 6, 12, 14 e 15 

Bogart, 1970, 1973; 

Bogart e Bogart, 

1971; 

Foresti, 1972 

D. gr. 

leucophyllatus 
Hyla gr. leucophyllata Não citado 

Bogart e Bogart, 

1971 

D. marmoratus 

D. marmoratus Hyla marmorata 5, 6, 7, 13 e 15 

Bogart e Bogart, 

1971; Bogart, 1973; 

Suárez et al., 2013 

D. nahdereri Hyla nahdereri 5, 6, 7, 11 e 15 Gruber et al., 2005 

D. melanargyreus 
Dendropsophus 

melanargyreus 
5, 6, 7, 13 e 15 Suárez et al., 2013 

 

D. 

microcephalus 

D. berthalutzae Hyla berthalutzae 5, 6, 11 e 15 

Foresti, 1972; Skuk e 

Langone, 1992; 

Gruber et 

al., 2005 

D. bipunctatus 

Dendropsophus 

bipunctatus 

Hyla bipunctata 

6 e 14 
Foresti, 1972; Bogart, 

1973; Nunes, 2006 

D. branneri 

Dendropsophus 

branneri 

Hyla branneri 

6, 11 e 14 
Foresti, 1972; Nunes, 

2006 

D. cruzi Hyla cruzi 5, 11 e 15 Gruber et al., 2005 

D. decipiens Hyla decipiens 

5, 6 e 8 (Foresti, 

1972) 

5 e 6 (Bogart, 

1973) 

Foresti, 1972; Bogart, 

1973 

 

Tabela 1. Espécies de Dendropsophus já cariotipadas.  
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D. 

microcephalus 

D. elianeae Hyla elianeae 5 e 6 
Gruber et al., 2005; 

Medeiros et al., 2013 

D. jimi Dendropsophus jimi 5, 6, 12, 13 e 15 Medeiros et al., 2013 

D. leali Hyla leali - 
Bogart e Bogart, 

1971; Bogart , 1973 

D. meridianus Hyla meridiana 6 e 12 Foresti, 1972 

D. microcephalus 

Hyla microcephala 

Hyla microcephala 

martini 

Hyla microcephala 

microcephala 

5 

Duellman e Cole, 

1965; León, 1970; 

Bogart, 

1973; Anderson, 

1991; Kaiser et al., 

1996 

D. nanus 
Dendropsophus nanus 

Hyla nana 
6, 12, 14 e 15 

Rabello, 1970; 

Rabello et al., 1971; 

Bogart, 1973; 

Skuk e Langone, 

1992; Medeiros et al., 

2003; 

Gruber et al., 2005; 

Medeiros et al., 2013 

D. oliveirai Hyla oliveirai 3, 6 e 7 Foresti, 1972 

D. phlebodes Hyla phlebodes 5 e 13 

Duellman e Cole, 

1965; Duellman, 

1967; Kaiser et al., 

1996 

D. rhodopeplus Hyla rhodopepla 7 Bogart, 1973 

D. rubicundulus Hyla rubicundula 5, 6 e 15 

Rabello, 1970; 

Bogart, 1973; Gruber 

et al., 2005 

D. sanborni Hyla sanborni 5, 6, 12, 13 e 15 

Skuk e Langone, 

1992; Medeiros et al., 

2003; 

Gruber et al., 2005 

D. walfordi Dendropsophus walfordi 6, 12, 14 e 15 Medeiros et al., 2013 

D. minutus D. minutus 
Dendropsophus minutus 

Hyla minuta 

- 

 

Rabello, 1970; 

Bogart e Bogart, 

1971; Bogart, 

1973, Gruber et al., 

2005; Nunes, 2006 

 

Tabela 1. Espécies de Dendropsophus já cariotipadas. (cont.) 
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D. parviceps 

D. microps Hyla microps 5, 6, 7 e 15 

Beçak, 1968; Bogart, 

1973; Gruber et al., 

2005 

D. parviceps Hyla parviceps 5, 6, 7 e 13 

Duellman e Cole, 

1965; Bogart e 

Bogart, 1971; 

Bogart, 1973 

D. ruschii Dendropsophus ruschii Não informado Nunes, 2006 

D. subocularis Hyla subocularis Não citado Duellman, 1970 

 

Apesar dos interessantes achados citogenéticos relativos à Dendropsophus, a 

maioria das espécies deste gênero ainda não teve o cariótipo descrito, o que dificulta o 

avanço das análises citogenéticas evolutivas. A escassez de informações afeta 

principalmente alguns grupos, como D. microcephalus e D. marmoratus, cuja descrição 

citogenética foi feita apenas para 16 de 33 espécies no grupo D. microcephalus e três das 

oito espécies incluídas no grupo D. marmoratus (Tabela 1). Desta forma, torna-se 

necessária a ampliação da descrição citogenética para espécies deste gênero, o que 

poderá contribuir com outros dados da literatura, como dados comportamentais, 

filogenéticos e taxonômicos. Além disso, o estudo de outros marcadores cromossômicos, 

ainda pouco utilizados em espécies de Dendropsophus, como o DNA ribossomal 5S e 

sequências teloméricas, dentre outros possíveis, pode promover uma melhor 

caracterização dos cariótipos de Dendropsophus, e auxiliar na comparação destes.   

 

 

1.3. Sequências teloméricas e o gene ribossomal 5S como marcadores em estudos 

cromossômicos 

 

1.3.1. Sequências teloméricas 

 

É amplamente conhecido que os telômeros, regiões das extremidades dos 

cromossomos, têm a função de proteção e estabilidade dos cromossomos. Estas regiões 

cromossômicas são caracterizadas por sequências repetitivas curtas e muito conservadas 

entre os vertebrados (Meyne et al., 1989; 1990). A sequência telomérica mais comumente 

encontrada em espécies já estudadas, principalmente vertebrados, é a sequência (5’ 

TTAGGG 3’)n (Moyzis et al., 1988; Meyne et al., 1989, 1990; Faravelli et al., 2002), mas 

Tabela 1. Espécies de Dendropsophus já cariotipadas. (cont.) 
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em algumas espécies de plantas o telômero é composto por  (5’ TTTAGGG 3’)n  (Richards 

e Ausubel, 1988; Ganal et al., 1991; Begum et al., 2009). 

Embora em muitos casos cópias repetidas in tandem de sequências 5’ TTAGGG3’ 

possam ser evidenciadas por hibridação in situ como marcações muito tênues 

exclusivamente nos telômeros dos cromossomos (Meyne et al., 1990; Amaro-Ghilardi et 

al., 2008), ocasionalmente sequências desse tipo podem ser observadas em regiões 

intersticiais dos cromossomos de muitas espécies (revisão em Ruiz-Herrera et al., 2002; 

Ocalewicz, 2012).  

Esses sítios intersticiais de sequências teloméricas – chamados de ITSs, 

Interstitial Telomeric Sites - estão distribuídos em genomas de algumas espécies e podem 

se apresentar de duas formas: as ITSs heterocromáticas (Het-ITS), que são blocos 

heterocromáticos de sequências teloméricas observadas principalmente em regiões 

pericentroméricas, presentes em número limitado no genoma; e as ITSs curtas (short-ITS 

ou s-ITS) que são sequências caracterizadas por apenas alguns hexâmeros de 

sequências teloméricas distribuídas internamente nos cromossomos e presumivelmente 

presente em todas as espécies de vertebrados (Ruiz-Herrera et al., 2008). Há várias 

hipóteses acerca da origem destes dois tipos de sequências intersticiais. As ITSs 

heterocromáticas são consideradas remanescentes de rearranjos cromossômicos 

ancestrais, como fusões e translocações, em diferentes táxons (Hastie e Allshire, 1989; 

Meyne et al., 1990; Lee et al., 1993; Thomsen et al., 1996; Fagundes e Yonenaga-

Yassuda, 1998; Metcalfe et al., 1998; Pellegrino et al., 1999; Faravelli et al., 2002). Além 

disso, estas regiões podem ter alta susceptibilidade à fissão, podendo causar, desta 

forma, uma grande instabilidade cromossômica (Ruiz-Herrera et al., 2008). Já as ITSs 

curtas podem ser originadas a partir da inserção de sequências teloméricas pelo sistema 

de reparo do DNA, através da ação direta da telomerase ou a partir da captura e inserção 

de um fragmento telomérico (Ruiz-Herrera et al., 2008). 

Sendo assim, o estudo da localização e caracterização destas sequências se torna 

uma importante estratégia de estudos de evolução cariotípica (ver revisão de Ruiz-

Herrera et al., 2008). Essa abordagem tem sido utilizada em muitos grupos de 

vertebrados (Scherthan, 1990; Wiley et al., 1992; Lee et al., 1993; Vermeesch et al., 1996; 

Garagna et al., 1997; Fagundes et al., 1997; Faravelli et al., 2002; Ruiz-Herrera et al., 

2002; Amaro-Ghilardi et al., 2008). 

Em anfíbios, a localização exclusivamente telomérica de sequências (5’ TTAGGG 

3’)n já foi observada em espécies das famílias Leptodactylidae, Bufonidae e 
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Brachycephalidae (Meyne et al., 1990; Foote et al., 1991; Amaro-Ghilardi et al., 2008). No 

entanto, ITSs também já foram encontradas em algumas espécies, a saber: Xenopus 

laevis de acordo com Meyne et al. (1990), com base na análise das imagens mostradas 

em Meyne et al. (1989); Nanda et al., 2008, Xenopus clivii (Nanda et al., 2008), 

Pristimantis cruentus (Schmid et al., 2010) e nos hilídeos Hyla versicolor, H. squirella, H. 

chrysoscelis, H. femoralis, H. cinerea, Pseudacris nigrita, P. brimleyi, Aplastodiscus 

albofrenatus, A. arildae, Scarthyla goinorum, Sphaenorhynchus lacteus e S. dorisae 

(Meyne et al., 1990; Wiley et al., 1992; Carvalho et al., 2009; Suárez et al., 2013).  

No caso de Scarthyla goinorum, espécie pertencente à tribo Dendropsophini, foi 

observada a presença de uma ITS centromérica em apenas um par cromossômico, tendo 

sido esta característica interpretada pelos autores como uma evidência de possível fusão 

envolvida na redução do número cromossômico de 2n=24 para 2n=22 observada nesse 

gênero (Suárez et al., 2013). Por outro lado, Wiley et al. (1992), analisando os dados 

obtidos para H. versicolor, H. squirella, H. chrysoscelis, H. femoralis, H. cinerea, 

Pseudacris nigrita, P. brimleyi, e Carvalho et al. (2009), analisando A. albofrenatus, não 

encontraram nenhuma evidência da relação das ITSs observadas nessas espécies com 

rearranjos cromossômicos, como fusões, fissões e inversões.  

No gênero Dendropsophus ainda não foi observada nenhuma ITS nas espécies 

estudadas até o momento. 

 

  

1.3.2. O Gene ribossomal 5S 

 

Outro gene que tem se mostrado valioso marcador cromossômico em análises 

citogenéticas comparativas é o DNA ribossomal 5S. Nos genomas nucleares de 

eucariotos superiores, a família gênica de DNAr 5S é composta por múltiplas cópias 

organizadas in tandem de regiões de 120 pb, altamente similares e susceptíveis à 

transcrição, intercaladas por espaçadores não transcritos e variáveis (NTS), que podem 

diferir tanto em comprimento quanto em composição nucleotídica (revisões de Gerbi, 

1985; e Martins e Wasko, 2004).  

Estudos apontam que a região transcrita (de 120 pb) do gene ribossomal 5S é 

muito conservada evolutivamente na sua estrutura e composição, o que faz com que esse 

gene seja considerado como um bom marcador para estudos citogenéticos e genéticos 

comparativos, permitindo a análise inclusive de espécies não tão próximas 
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filogeneticamente (Vitelli et al., 1982; Martins e Galetti, 1999; Ferreira et al., 2007; 

Rodrigues et al., 2012). 

Já o NTS tem se mostrado altamente variável nos diferentes organismos, mesmo 

entre espécies mais relacionadas (para exemplos, ver trabalhos de Hallenberg e 

Frederiksen, 2001; Martins e Wasko, 2004; Vittorazzi et al., 2011; Rodrigues et al., 2012). 

Apesar desta grande variação, o NTS contém elementos conservados com o importante 

papel regulador da transcrição do gene ribossomal 5S (Martins e Wasko, 2004; Rodrigues 

et al., 2012).  

Distintas classes de sequências de DNAr 5S, que diferem particularmente no 

tamanho e na composição nucleotídica do NTS têm sido descritas. Estas características 

têm sido amplamente notadas em peixes (Martins e Galleti, 2001), e também em outras 

classes de organismos como mamíferos e plantas (Frederiksen et al., 1997; Falistocco et 

al., 2007). Alguns estudos evidenciaram que diferentes classes de DNAr 5S ocupam 

preferencialmente diferentes sítios cromossômicos (exemplos em Komiya et al., 1986; 

Murakami e Fujitani 1998; Martins e Galleti, 1999, 2001; e Cai et al., 2005), podendo o 

DNAr 5S ser também considerado um marcador citogenético informativo. 

Em anfíbios, principalmente os anuros, o tema ainda é pouco estudado, mas em 

algumas espécies já foram encontrados e localizados diferentes tipos de sequências de 

DNAr 5S como, por exemplo, em Xenopus laevis e X. borealis (Brown e Sugimoto, 1973; 

Korn e Brown, 1978; Peterson et al., 1980; Harper et al., 1983), Physalaemus ephippifer 

(Nascimento et al., 2010), Physalaemus cuvieri (Vittorazzi et al., 2011), em Engystomops 

petersi e E. freibergi (Rodrigues et al., 2012), e outras espécies das famílias Ascaphidae, 

Discoglossidae e Ranidae (Vitelli et al., 1982; Schmid et al., 1987).  

Apesar do crescimento do número de estudos de localização cromossômica e 

organização molecular do gene ribossomal 5S, para o gênero Dendropsophus ainda não 

há descrições da localização cromossômica deste gene e, levando em conta a escassez 

de marcadores citogenéticos efetivos para o gênero, o estudo do 5S pode ser muito útil 

para auxiliar na diferenciação de cariótipos de espécies muito semelhantes.  

 

 

1.4. Avanços da pintura cromossômica na citogenética de Anura 

 

Uma interessante estratégia que permite a análise de possíveis relações de 

homeologias e evolução cromossômica envolve o emprego da técnica de pintura 
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cromossômica. Essa técnica depende da construção de sondas cromossômicas, que 

podem ser obtidas a partir de cromossomos inteiros, que podem ser isolados por 

citometria de fluxo (Gray et al., 1975; Telenius et al., 1992) ou isolados de preparações 

cromossômicas pela técnica de microdissecção (Meltzer et al., 1992; Kubickova et al., 

2002).  

A pintura cromossômica tem sido amplamente utilizada e bem sucedida em muitos 

grupos de vertebrados, como mamíferos (Chowdhary e Raudsepp, 2001; Kubickova et al., 

2002; Ferguson-Smith e Trifonov, 2007), aves (Shetty et al., 1999; Guttenbach et al., 

2003; Griffin et al., 2008), peixes (Rab et al., 2008; Vicari et al., 2011) e alguns 

invertebrados (Fukova et al., 2007; Teruel et al. 2009; Martins et al., 2013), tendo 

auxiliado a elucidar vários eventos de rearranjos cromossômicos ocorridos nesses grupos.  

Entretanto, para alguns grupos, como anfíbios e répteis, a técnica da pintura 

cromossômica ainda permanece com algumas limitações (Krylov et al., 2010, Trifonov et 

al., 2011), mas com grande potencial para estudos evolutivos nestes grupos.  

Em anuros, o primeiro trabalho que mostrou resultados satisfatórios de pintura 

cromossômica foi publicado em abril de 2010, por Krylov e colaboradores e nele os 

autores comentam as várias dificuldades encontradas na padronização da técnica, 

principalmente em hibridações in situ entre espécies diferentes (Krylov et al., 2010). 

No caso do gênero Dendropsophus, ainda não há estudos utilizando a técnica de 

pintura cromossômica. Entretanto, a partir de cromossomos microdissecados, poderiam 

ser obtidas sondas para diferentes cromossomos telocêntricos e a hibridação dessas 

sondas em cariótipos com diferentes números de braços cromossômicos poderiam revelar 

a presença ou não de segmentos homeólogos entre cariótipos distintos. Frente a este 

cenário, o uso da pintura cromossômica no estudo da origem de cromossomos 

telocêntricos em Dendropsophus poderia ajudar a elucidar os eventos que resultaram na 

variação do número deste tipo cromossômico, encontrada nas diferentes espécies do 

gênero, levando em consideração a manutenção do número diploide 2n=30.  
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2.1. Objetivo Geral 

 

 Ampliar as informações cariotípicas disponíveis para o gênero Dendropsophus, 

buscando contribuir para a inferência de possíveis homeologias cromossômicas. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Descrever o cariótipo de D. werneri (do grupo D. microcephalus), D. seniculus e D. 

soaresi (do grupo D. marmoratus). 

 Fornecer novas informações sobre o cariótipo de D. meridianus e D. decipiens (do 

grupo D. microcephalus), acrescentando a descrição da localização de NORs, bandas 

heterocromáticas e sequências teloméricas. 

 Microdissecar um dos cromossomos telocêntricos de uma linhagem evolutiva de D. 

nanus (que apresenta NF = 52), construir sondas cromossômicas a partir do material 

microdissecado e hibridá-las nos cariótipos de outra linhagem evolutiva reconhecida 

para essa espécie e em D. walfordi.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1. Espécimes utilizados 

 

Para análise citogenética clássica foram utilizados espécimes de D. decipiens, D. 

meridianus e de D. werneri, do grupo D. microcephalus, e de D. seniculus e D. soaresi, do 

grupo D. marmoratus, provenientes de diversas localidades, como consta na Tabela 2. 

Para os ensaios de pintura cromossômica, foram utilizados espécimes de D. nanus e D. 

walfordi (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

Espécie SMRP1 Voucher2 Localidade 

D decipiens 

SMRP 346.1 ZUEC-AMP 18095 Alta Floresta/MT 
SMRP 346.2 ZUEC-AMP 18096 Alta Floresta/MT 
SMRP 346.3 ZUEC-AMP 18097 Alta Floresta/MT 
SMRP 346.4 ZUEC-AMP 18098 Alta Floresta/MT 
SMRP 346.5 ZUEC-AMP 18099 Alta Floresta/MT 
SMRP 346.8 ZUEC-AMP 16976 Viçosa/MG 
SMRP 346.9 ZUEC-AMP 16977 Viçosa/MG 

D. meridianus 

SMRP 328.1 ZUEC-AMP 23642 Rio de Janeiro/RJ 
SMRP 328.2 ZUEC-AMP 23643 Rio de Janeiro/RJ 
SMRP 328.3 ZUEC-AMP 23644 Rio de Janeiro/RJ 
SMRP 328.4 ZUEC-AMP 23645 Rio de Janeiro/RJ 
SMRP 328.5 ZUEC-AMP 23646 Rio de Janeiro/RJ 
SMRP 328.6 ZUEC-AMP 23647 Rio de Janeiro/RJ 
SMRP 328.7 ZUEC-AMP 23648 Rio de Janeiro/RJ 
SMRP 328.8 ZUEC-AMP 23649 Rio de Janeiro/RJ 

D. seniculus 

SMRP 373.1 ZUEC-AMP 17225 Ribeirão Grande/SP 
SMRP 373.2 ZUEC-AMP 17226 Ribeirão Grande/SP 
SMRP 373.3 ZUEC-AMP 17227 Ribeirão Grande/SP 
SMRP 373.4 ZUEC-AMP 17228 Ribeirão Grande/SP 

D. soaresi 

SMRP 368.1 ZUEC-AMP 16867 Barreiras/BA 
SMRP 368.2 ZUEC-AMP 16868 Barreiras/BA 
SMRP 368.3 ZUEC-AMP 16869 Barreiras/BA 
SMRP 368.4 ZUEC-AMP 16870 Barreiras/BA 
SMRP 368.5 ZUEC-AMP 16871 Barreiras/BA 
SMRP 368.6 ZUEC-AMP 16872 Barreiras/BA 
SMRP 368.7 ZUEC-AMP 16873 Barreiras/BA 
SMRP 368.8 ZUEC-AMP 16874 Barreiras/BA 
SMRP 368.9 ZUEC-AMP 16875 Barreiras/BA 

D. werneri 

SMRP 329.1 ZUEC-AMP 16316 São Vicente/SP 
SMRP 329.2 ZUEC-AMP 16317 São Vicente/SP 
SMRP 329.3 ZUEC-AMP 16318 São Vicente/SP 
SMRP 329.4 ZUEC-AMP 16319 São Vicente/SP 
SMRP 329.5 ZUEC-AMP 16320 São Vicente/SP 
SMRP 329.6 ZUEC-AMP 16321 São Vicente/SP 

D. nanus 
SMRP 47.234  ZUEC-AMP 18686  Rio Claro/SP 
SMRP 47.177 ZUEC-AMP 12398 Serra da Bodoquena/MS 

D. walfordi SMRP 177.14 ZUEC-AMP 12204 Guajará-Mirim/RO 

Tabela 2. Espécimes utilizados na análise citogenética. 1SMRP: Coleção de tecidos e 
suspensões celulares do Laboratório de Estudos Cromossômicos, IB/ UNICAMP; 
2ZUEC-AMP: Coleção de anfíbios do Museu de Zoologia Prof. Dr. Adão José Cardoso, 
IB/UNICAMP. 
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3.2. Obtenção das preparações cromossômicas 

 

As preparações cromossômicas foram obtidas de amostras de suspensões 

celulares de intestino e testículos, retirados dos exemplares de Dendropsophus tratados 

previamente com colchicina, segundo o método descrito por Schmid (1978) e Schmid et 

al. (1979), com algumas modificações. O tratamento com colchicina foi feito “in vivo”, por 

meio da injeção subcutânea de solução (Sigma-Aldrich) a 2% (0,02 mL por grama do 

animal), no mínimo, 5 horas antes da eutanásia do animal para remoção dos testículos e 

intestino. Depois de removido, o intestino foi aberto com auxílio de uma tesoura cirúrgica, 

para a exposição de seu epitélio, e colocado em um recipiente contendo solução de 

citrato de sódio 0,9%. Depois de cerca de 40 minutos, o intestino foi transferido para uma 

placa de Petri contendo fixador metanol-ácido acético (3:1), onde foi raspado 

vigorosamente.  O material obtido foi desagregado com o auxílio de uma pipeta Pasteur e 

mantido no fixador por aproximadamente 5 minutos.  

Já os testículos foram removidos dos exemplares e prontamente submersos em 

água gelada, onde permaneceram por cerca 20 minutos. Após esse tempo, os testículos 

foram transferidos para uma placa de Petri contendo fixador metanol-ácido acético (3:1) e 

picotados com o auxílio de uma tesoura cirúrgica. 

Tanto o material obtido de intestino quanto o de testículos foi centrifugado a 800 

rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 

metanol-ácido acético (3:1). Essa etapa foi repetida duas vezes. 

As suspensões obtidas foram gotejadas em lâminas e armazenadas a uma 

temperatura de 4° C, para serem analisadas posteriormente. 

 

 

3.1.1. Coloração convencional, Impregnação por Prata e Bandamento C 

 

Alguns dias após a preparação das lâminas, estas foram submetidas 

sequencialmente ou não às técnicas de coloração convencional com solução de Giemsa, 

bandamento C e impregnação por prata. 

Para coloração convencional do material cromossômico, as lâminas foram 

cobertas com solução de Giemsa a 10% por cerca de 10 minutos. A impregnação por 

prata foi realizada segundo o método Ag-NOR, utilizando solução de nitrato de prata 

(AgNO3) a 50% e solução de gelatina a 2%, na proporção de 2:1, conforme descrito por 
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Howell e Black (1980), substituindo a temperatura de incubação descrita pelos autores por 

60° C e o tempo para aproximadamente 10 minutos. 

O bandamento C foi realizado conforme descrito por Sumner (1972), utilizando 

tratamentos com ácido clorídrico (HCl) a 0,2N por 30 minutos, hidróxido de bário (BaOH) 

a 5% por 40 segundos a 53°C, e lavagem em 2XSSC a 60°C por 15 minutos.  

Após a técnica de bandamento C, os cromossomos foram corados com Giemsa a 

10% ou com DAPI (4'6'-diamidino-2-fenilindol) a 0,5 g/mL por 15 minutos. 

 

 

3.3.  Hibridação in situ utilizando sondas teloméricas 

 

Para localizar sequências teloméricas (5’ TTAGGG 3’) no cariótipo das espécies 

em estudo, foram feitos experimentos de hibridação in situ utilizando sonda (CCCTAA)3, - 

PNA-Peptid Nucleic Acid TelC-Cy3 - PNA Bio Inc., seguindo as instruções do fabricante. 

Para tanto, as preparações cromossômicas foram imersas em PBS, fixadas em 

Paraformaldeído 1% (diluído em PBS) e tratadas com RNAse a 100 µg/mL a 37°C. Após o 

tratamento com RNAse, as preparações cromossômicas foram imersas em solução de 

pepsina 0,005% e, em seguida, desidratadas com etanol 70%, 85% e 100%.  

A sonda diluída em tampão de hibridação Tris-HCl (20 mM) pH 7,4; Formamida – 

(60%); Esperma de salmão (0,1 g/mL) a uma concentração de 200 nM e o material 

contido nas lâminas foram pré-aquecidos a 85°C por 5 minutos. A sonda foi adicionada à 

lâmina, e esta foi coberta com lamínula e mantida a 85°C por 10 minutos e, 

posteriormente, a 37°C por 2h em câmara úmida no escuro. 

Após a etapa de hibridação acima descrita, a lâmina foi imersa em soluções de 

lavagem (2xSSC; Tween 20 0,1%) a 60°C duas vezes, e à temperatura ambiente uma 

vez, contra corada com DAPI (0,5 g/mL) coberta com lamínula e observada ao 

microscópio de fluorescência.   

 

 

3.4. Análise do gene ribossomal 5S 

 

Amostras de DNA genômico foram isoladas a partir de fragmentos de fígado, 

previamente estocados a -80°C e depositados na coleção do Laboratório de Estudos 

Cromossômicos / IB-UNICAMP, de um espécime de Dendropsophus soaresi (ZUEC-AMP 
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16867), pelo método descrito por Medeiros et al. (2013). A qualidade do DNA foi avaliada 

após eletroforese em gel de agarose 1% e sua concentração estimada utilizando o 

NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermoScientific). 

Fragmento de DNAr 5S foram isolados por PCR utilizando os primers 5S-A (5′-

TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3′) e 5S-B (5′-CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3′) 

(Pendás et al., 1994). Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando o kit de 

purificação Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e clonados utilizando o 

vetor pGEM-T (pGEM-T Easy Vector – Promega), seguindo instruções do fabricante. Os 

vetores recombinantes foram utilizados para transformar bactérias competentes 

Escherichia coli da linhagem JM109 (Fermentas), e os clones obtidos foram sequenciados 

após amplificação por PCR utilizando os primers universais T7 e SP6. As sequências 

foram editadas e alinhadas utilizando o programa BioEdit 7.0.1. Os fragmentos isolados e 

sequenciados foram marcados com dUTP-Dig (Roche) por PCR e utilizados como sondas 

em experimentos de hibridação,  utilizando preparações cromossômicas de D. soaresi 

(ZUEC-AMP 16867) e D. seniculus (ZUEC-AMP 17225) previamente preparadas. A etapa 

de hibridação das sondas com as preparações cromossômicas seguiu o protocolo 

descrito por Viegas-Péquignot (1992) e as sondas foram detectadas com a utilização de 

anticorpos anti-digoxigenina acoplados à rodamina (Roche) (0,06 µg/mL) por no mínimo 

45 minutos. 

 

 

3.5. Análise dos cromossomos telocêntricos por pintura cromossômica 

 

Para a microdissecção de cromossomos, foram utilizadas suspensões celulares de 

um espécime de D. nanus (ZUEC-AMP 18686; Tabela 2) já disponível no Laboratório de 

Estudos Cromossômicos de Anuros do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional 

do Instituto de Biologia da UNICAMP.  Amostras dessas suspensões celulares foram 

gotejadas em lâminas contendo uma membrana de polietileno-naftalato (PEN) 

previamente exposta à radiação UV por 30 minutos, e coradas com Giemsa 10%. Os 

menores cromossomos telocêntricos foram microdissecados de 17 metáfases, utilizando o 

sistema P.A.L.M. Microbean (Zeiss) (Figura 1). Os cortes foram feitos com UV a 0,5-0,6 

µJ/pulso e a captura da região isolada, com um pulso de 0,2 µJ. Os cromossomos foram 

coletados na tampa de tubos eppendorf com capacidade para 200 µL. No total, 
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por um mix contendo dATP (Roche) (10 mM), dCTP (Roche) (10 mM), dGTP (Roche) (10 

mM), dTTP (Roche) (6,5 mM) e dUTP-digoxigenina (Roche) (0,027 mM), conforme 

descrito em Krylov et al. (2010). O programa de PCR utilizado para essa amplificação foi o 

mesmo utilizado na primeira amplificação, descrita acima. O material resultante foi 

também purificado e quantificado, e utilizado em experimentos de hibridação in situ intra e 

interespecíficos. 

Para a hibridação in situ, foi preparada uma solução contendo a sonda produzida 

conforme descrito acima (concentração final: 200 ng/L), tampão de hibridação 

(formamida 50%, dextran-sulfato 10%, 2xSSC) e DNA competidor extraído da própria 

espécie (concentração final: aproximadamente 2 g/L1). A sonda foi desnaturada a 72°C 

por 10 min e permaneceu posteriormente a 37°C por 80 min. Simultaneamente, 

preparações cromossômicas previamente preparadas foram desnaturadas em solução de 

formamida 70% a 72°C por 2 min, e desidratadas em banhos sequenciais de metanol 

70%, 90% e 100% à temperatura ambiente (3 min em cada banho), sob agitação, 

conforme recomendado por Krylov et al. (2010). 

A sonda foi adicionada nas lâminas e estas foram cobertas com lamínulas e 

mantidas a 37°C por aproximadamente 48 h em câmara úmida. Após esse tempo, as 

lâminas foram submetidas a dois banhos (de 5 min cada) de formamida 50% a 42°C, 

seguidos de três banhos (de 5 min cada) de 2xSSC e um banho (de 5 min) de PBT (BSA-

Bovine Serum Albumin 0,4%; Tween 20 0,1%; PBS), sob agitação. Após esta etapa, as 

preparações cromossômicas foram submetidas a uma solução de anticorpos anti-

digoxigenina acoplados à rodamina (Roche) (0,06 µg/mL) por no mínimo 45 minutos. 

Posteriormente, o material foi lavado em três banhos de 5 min cada de PBT contra 

corados em DAPI 0,5 g/mL, analisados ao microscópio de fluorescência Olympus BX-60. 

As imagens foram editadas com o programa Image-Pro Plus v.4.5.0.19.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                           
1 Para a obtenção de DNA competidor, uma amostra do DNA genômico obtido a partir de 
fragmentos de fígado de espécimes de D. nanus foi diluída em NaCl 0,3M e autoclavada a 1,4 
ATM/ 120°C por 15 minutos. 
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4.1. DNAr 5S de D. soaresi 

 

Após eletroforese em gel de agarose do produto amplificado por PCR a partir de 

DNA genômico de D. soaresi, utilizando os primers 5S-A e 5S-B, foram observadas duas 

bandas que corresponderam ao acúmulo de fragmentos com aproximadamente 500 pb e 

1.000 pb. Após clonagem, foram obtidos doze clones recombinantes com insertos de 512 

pb, dos quais 392 pb correspondem à região não transcritora (NTS) (Figura 2). 

Possivelmente, os fragmentos com cerca de 1.000 pb isolados por PCR citados 

anteriormente correspondam a sequências portadoras de duas unidades repetitivas de 

512 pb. 

Quando comparadas entre si, as regiões presumivelmente transcritoras (região 

sombreada em cinza na Figura 2) das sequências de 512 pb obtidas de D. soaresi se 

mostraram idênticas e as regiões de NTS foram muito semelhantes (Figura 2).  
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Espécie 
DNAr 5S do tipo I de 

Dendropsophus soaresi 
DNAr 5S do tipo II de 

Dendropsophus soaresi 

Engystomops petersi – tipo I 
(JF325867.1)*1 

97% 81% 

Engystomops freibergi – tipo I 
(JF325870.1)*1 

96% 80% 

Physalaemus cuvieri – tipo I 
(JF281127.2)*1 

96% 80% 

Pseudis tocantins – tipo I 
(Gatto, 2013) 

78% 65% 

Engystomops petersi – tipo II 
(JF325858.1)*1 

84% 84% 

Engystomops freibergi – tipo II 
(JF325845.1)*1 

86% 84% 

Physalaemus cuvieri – tipo II 
(JF281134.2)*1 

88% 86% 

Pseudis tocantins – tipo II 
(Gatto, 2013) 

84%  89% 

Pelophylax lessonae – oocítico  
(FJ572051.1)*1 

93% 79% 

Pelophylax ridibundus – oocítico 
(FJ572052.1)*1 

93% 79% 

Gastrotheca riobambae 
(M74438.1)*1 

100% 84% 

 

 

É interessante notar também que, quando comparadas as sequências de DNAr 5S 

do tipo I de D. soaresi e a disponível para Gastrotheca riobambae, uma alta similaridade 

foi observada não apenas em relação à região presumivelmente transcritora, mas também 

em cerca de 105 pb do NTS (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Similaridade entre as sequências da região presumivelmente transcritora do DNAr 5S 
de D. soaresi com as de outras espécies de anuros. *1N° de acesso do GenBank. 
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4.2. Citogenética de D. seniculus e D. soaresi (pertencentes ao grupo de D. 

marmoratus) 

 

Dendropsophus seniculus e D. soaresi apresentaram cariótipos muito similares, 

sendo compostos por três pares cromossômicos submetacêntricos (pares 1, 2, 4), sete 

pares metacêntricos (3, 8, 9, 10, 11, 12 e 14) e cinco pares telocêntricos (pares 5, 6, 7, 13 

e 15) (Figura 7). Uma constrição secundária distal foi observada no braço longo dos 

cromossomos do par 9 em ambas as espécies (Figuras 7A e 7E) e, após a técnica de Ag-

NOR, correspondeu à localização da NOR (Figuras 8A e 8C). 

Após bandamento C, foram reveladas as regiões centroméricas de todos os 

cromossomos tanto de D. seniculus quanto de D. soaresi (Figuras 7B e 7F), evidenciadas 

também após coloração com DAPI (Figuras 7C e 7G). Nenhuma banda C não 

centromérica foi encontrada nesses cariótipos (Figuras 7C e 7G). 

A hibridação in situ utilizando sondas teloméricas detectou marcações nos 

telômeros de todos os cromossomos de D. seniculus e D. soaresi (Figuras 7D e 7H). 

Adicionalmente, em D. soaresi foram observados fortes sinais de hibridação dessas 

sondas também em regiões centroméricas e pericentroméricas de todos os pares 

cromossômicos, exceto nos pares telocêntricos 5 e 6 (Figuras 7H). 

A sequência de DNAr 5S do tipo I isoladas de D. soaresi (ver item anterior) foi 

mapeada no cromossomo 2 de ambas as espécies (Figuras 8B e 8D).  
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A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 
Figura 7. Cariótipos de D. seniculus (A-D) e D. soaresi (E-H) corados 
com Giemsa (A, E), submetidos ao bandamento C seguido de coloração 
com Giemsa (B, F) ou com DAPI (C, G) e hibridados com sonda 
telomérica (D, H). As setas indicam constrições secundárias. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 



 

 

32 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.3. Citogenética de D. decipiens, D. meridianus e D. werneri (pertencentes ao grupo 

de D. microcephalus) 

 

Os cariótipos de D. decipiens, D. meridianus e D. werneri apresentaram 2n=30, 

mas diferiram em relação ao número de cromossomos telocêntricos. Em D. decipiens, 

foram observados quatro pares de cromossomos submetacêntricos (pares 1, 2, 3 e 4), 

sete pares de metacêntricos (pares 8, 9, 10, 11, 13, 14 e 15), três pares de telocêntricos 

(pares 5, 6 e 7), e apenas um par subtelocêntrico (par 12) (Figura 9A). Nesse último par 

foi observada uma constrição secundária distal, que correspondeu à NOR nessa espécie 

(Figura 9A). O bandamento C revelou as regiões centroméricas de todos os cromossomos 

 

A 

B 

C 

D 
Figura 8. Localização da NOR (A, C) e do DNA ribossomal 5S (B, D) no cariótipo de D. 
seniculus (A,B) e D. soaresi (C, D). As setas em B e D indicam os sinais de hibridação da 
sonda de DNAr 5S construída a partir da sequência do tipo I isolada de D. soaresi. 
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(Figura 9B). A coloração com DAPI de metáfases submetidas ao bandamento C revelou 

as mesmas bandas detectadas pelo bandamento C seguido de coloração com Giemsa 

(Figuras 9C). 

Em Dendropsophus meridianus, foram observados oito pares de cromossomos 

submetacêntricos (pares 1, 2, 4, 5, 7, 8, 11 e 13), cinco pares de metacêntricos (pares 3, 

9, 10, 14 e 15), e dois pares de telocêntricos (pares 6 e 12) (Figura 9D). A NOR foi 

observada no par telocêntrico 12, em uma região adjacente aos telômeros (Destaque na 

Figura D).  O bandamento C, seguido ou não de coloração com DAPI, revelou as regiões 

centroméricas de todos os cromossomos (Figuras 9E e 9F). Após a coloração com DAPI, 

foi possível observar uma banda pericentromérica sutil no par 12 (Figura 9F). 

Já em Dendropsophus werneri, dentre os 15 pares observados, seis pares são 

submetacêntricos (pares 1, 2, 4, 5, 8 e 10), sete pares são metacêntricos (pares 3, 7, 9, 

11, 13, 14 e 15), e dois pares são telocêntricos (pares 6 e 12) (Figura 9G). Nessa espécie, 

a NOR se localiza também no braço longo dos cromossomos telocêntricos do par 12, 

adjacente aos telômeros (Destaque na Figura 9G). Uma pequena e sutil banda C 

pericentromérica foi observada no braço longo dos cromossomos do par telocêntrico 12, 

(Figura 6H), mais evidente quando observada após coloração com DAPI (Figura 9I). 

Todas as regiões centroméricas banda C-positivas (Figura 9H) foram coradas com DAPI 

(Figura 9I). 
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B 

Figura 9. Cariótipos de D. decipiens (A-C), D. meridianus (D-F) e D. 
werneri (G-I) corados com Giemsa (A, D e G), submetidos ao 
bandamento C seguido de coloração com Giemsa (B, E e H) ou com 
DAPI (C, F e I). A seta indicam constrições secundárias. Em 
destaque em A, D e G, pares cromossômicos 12 com a NOR 
revelada pelo método Ag-NOR. 

G 

A 

C 

F 

D 

E 

H 

I 



 

 

35 

 

Após a hibridação in situ utilizando sondas teloméricas, foram observadas 

marcações nos telômeros de todos os cromossomos de D. decipiens, D. meridianus e D. 

werneri (Figuras 10 e 11).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Devido à grande similaridade em tamanho e morfologia de alguns pares de 

cromossomos e da escassez de marcadores citogenéticos que os diferenciem, a 

classificação numérica destes cromossomos em Dendropsophus é bastante dificultada e, 

portanto, a ordenação dos pares aqui apresentada deve ser tratada com cautela e deve 

Figura 10. Hibridação de sondas teloméricas nos cariótipos de D. decipiens (A) e de D. 
meridianus (B). 

A B 
  

Figura 11. Hibridação de sondas teloméricas em metáfase de D. werneri. A. Coloração com 
DAPI. B. Sobreposição da imagem dos sinais de hibridação das sondas com a imagem dos 
cromossomos corados com DAPI. 
 

A 

B 
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estar sujeita a ajustes quando futuras hipóteses de homeologias cromossômicos forem 

inferidas. 

 

4.4. Pintura do cromossomo 15 de D. nanus 

 
A partir da microdissecção de 20 cromossomos telocêntricos pequenos do 

cariótipo do exemplar de D. nanus ZUEC-18686 (de Rio Claro/SP), foi obtida uma sonda 

(pDn15) que detectou, em 38 metáfases desse mesmo exemplar, especificamente um dos 

pares cromossômicos desse cariótipo, considerado como o par 15 (Figura 12).  

Quando hibridada com metáfases de exemplares de D. nanus de Serra da 

Bodoquena/MS, a sonda cromossômica pDn15 também detectou um par de 

cromossomos telocêntricos (Figura 13A). Já em relação ao cariótipo de D. walfordi, os 

dados gerados com essa sonda ainda foram inconclusivos. Em duas metáfases de um 

exemplar de D. walfordi de Guajará-Mirim/RO, a sonda pDn15 detectou fortemente um 

cromossomo telocêntrico pequeno (Figura 13B). No entanto, a má qualidade das 

preparações cromossômicas desse exemplar não permite descartar a possibilidade de 

que outros cromossomos também tenham hibridado com a sonda. Novos testes ainda 

serão realizados para confirmar esses resultados. 
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 Figura 13. Hibridação da sonda do cromossomo 15 de D. nanus (construída a partir de um 
exemplar de Rio Claro/SP) com metáfases de D. nanus de Serra da Bodoquena/MS (ZUEC-
12398) (A), D. walfordi de Guajará-Mirim/RO (ZUEC-12204) (B). À esquerda, imagens do DAPI 
e à direita, imagens de DAPI sobrepostas com as da sonda. 
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5.1. DNA ribossomal 5S em Dendropsophus 

 

No presente estudo foi possível isolar dois tipos de sequência de DNAr 5S de um 

indivíduo de D. soaresi, que diferiram principalmente em relação ao NTS, que é composto 

por 392 pb nas sequências do tipo I, e por 249 pb na sequência do tipo II. A alta 

similaridade entre as regiões presumivelmente transcritoras das sequências isoladas de 

D. soaresi com as sequências de DNAr 5S de outros anuros disponíveis no GenBank 

permitiu confirmar que os fragmentos isolados se tratavam de DNAr 5S. No entanto, 

testes de funcionalidade ainda devem ser realizados a fim de verificar se essas 

sequências são realmente transcritas. 

Já que os dois tipos de DNAr 5S foram encontrados em um mesmo inserto, é 

possível que eles estejam intercalados no genoma de D. soaresi. No entanto, é também 

possível que o inserto obtido corresponda a um segmento da região de transição entre um 

cluster de sequências do tipo I e um cluster de sequências do tipo II. Para testar essas 

hipóteses e melhor compreender a organização das sequências de DNAr 5S no genoma 

de D. soaresi, outras análises ainda são necessárias, tais como hibridação in situ de 

sondas para as sequências do tipo I e do tipo II em fibras cromatínicas de D. soaresi 

(técnica de “double Fiber FISH”).  

A sequência do tipo I de D. soaresi foi mapeada em uma região distal do par 

submetacêntrico 2 dessa espécie e também em D. seniculus. Estudos envolvendo a 

localização do DNAr 5S ainda são escassos na literatura, mas ainda assim é possível 

notar que este tipo de sequência pode fornecer valiosos dados para estudos citogenéticos 

de anuros (para exemplos, ver Harper et al., 1983; Nascimento et al., 2010; Vittorazzi et 

al., 2011; Rodrigues et al., 2012).   

 

 

5.2. Citogenética no grupo D. marmoratus 

 

As espécies D. seniculus e D. soaresi estão alocadas no grupo D. marmoratus, 

juntamente com outras seis espécies (D. acreanus, D. dutrai, D. marmoratus, D. 

melanargyreus, D. nahdereri, D. novaisi) (Faivovich et al., 2005). Destas, somente três 

espécies já tinham sido estudadas citogeneticamente (D. marmoratus, D. melanargyreus 

e D. nahdereri) (Bogart e Bogart, 1971; Bogart, 1973; Gruber et al., 2005; Suárez et al., 

2013).  Após as análises citogenéticas do presente estudo, foi possível notar uma grande 
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semelhança morfológica entre os cariótipos já descritos e os cariótipos de D. seniculus e 

D. soaresi aqui estudados. Todos esses cariótipos apresentam cinco pares de 

cromossomos telocêntricos, que são provavelmente homeólogos, embora em D. 

nahdereri os cromossomos telocêntricos tenham sido classificados como 5-7, 11 e 15 

(Gruber et al., 2005), e em D. marmoratus (Suárez et al., 2013), D. melanargyreus 

(Suárez et al., 2013), D. soaresi e D. seniculus, como pertencentes ao pares 5-7, 13 e 15. 

A presença de cinco pares de cromossomos telocêntricos caracteriza também o 

cariótipo de D. labialis (gr. D. labialis) (Bogart, 1973), que se assemelha àqueles 

encontrados no grupo D. mamoratus. Já D. jimi e D. sanborni, espécies pertencentes ao 

grupo D. microcephalus, também apresentam cinco pares de telocêntricos (Medeiros et 

al., 2013), mas esses foram identificados como cromossomos 5, 6, 12, 13 e 15. Não 

podemos descartar, no entanto, que o cromossomo 12 de D. jimi e D. sanborni sejam 

homeólogos ao cromossomo 7 das espécies do grupo D. marmoratus e de D. labialis, 

embora o cromossomo 12 de D. jimi e D. sanborni difiram daqueles por serem portadores 

de NOR (Medeiros et al., 2013). 

Em D. soaresi e D. seniculus, a NOR ocupa uma posição distal no cromossomo 

metacêntrico 9, assim como em D. marmoratus e D. melanargyreus Suárez et al. (2013). 

Já em D. nahdereri, a NOR é observada no braço curto do par 1 submetacêntrico (Gruber 

et al., 2005).  

Em relação à presença de heterocromatina, Suárez et al. (2013) encontraram 

algumas bandas intersticiais e distais em D. marmoratus, o que difere do padrão 

heterocromático encontrado em D. soaresi e D. seniculus (presente estudo), e D. 

melanargyreus (Suárez et al., 2013), que apresentaram somente bandas centroméricas. 

Um resultado interessante reportado aqui foi a presença de sequências 

teloméricas em regiões centroméricas e pericentroméricas de D. soaresi. A presença 

destas sequências adicionais em regiões cromossômicas não-teloméricas já foi reportada 

para vários outros grupos animais, principalmente em mamíferos (Meyne et al., 1990) e 

em algumas espécies de plantas (Tek e Jiang, 2004). Em anfíbios, há exemplos em 

Xenopus laevis e Xenopus clivii (Meyne et al., 1990; Nanda et al., 2008), 

Eleutherodactylus riveroi (Meyne et al., 1990; Schmid et al., 2003), Hyla versicolor, H. 

chrysoscelis, H. femoralis, H. squirella e H. cinerea, Pseudacris nigrita e P. brimleyi 

(Meyne et al., 1990; Wiley et al., 1992), Aplastodiscus albofrenatus e A. arildae (Carvalho 

et al., 2009), Pristimantis cruentus (Schmid et al., 2010), Scarthyla goinorum, 

Sphaenorhynchus dorisae e S. lacteus (Suárez et al., 2013). No gênero Dendropsophus, 
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esta é a primeira vez em que esse tipo de sequência é observado em regiões 

cromossômicas não-teloméricas e essa característica não é compartilhada por todas as 

espécies do grupo D. marmoratus, já que em D. seniculus (presente estudo), D. 

melanargyreus e D. marmoratus (Suárez et al. 2013) a sonda (5’ TTAGGG 3’)n detecta 

apenas as regiões de telômeros.  

Essas sequências teloméricas em regiões distintas no genoma são 

conceitualmente caracterizadas como sequências teloméricas intersticiais (ou ITSs, do 

inglês “Interstitial Telomeric Sequences”) e vários estudos correlacionam a presença 

destas sequências com eventos de rearranjos cromossômicos. Desta forma, a localização 

destas sequências tem sido de grande importância em estudos de evolução 

cromossômica em muitos grupos de espécies (Schmid et al., 1994; Garagna et al., 1997; 

Fagundes et al., 1997, Silva e Yonenaga-Yassuda, 1997).  

O estudo aprofundado dessas sequências em anuros ainda é escasso, mas há 

algumas hipóteses discutidas acerca de sua origem (ver revisão de Ruiz-Herrera et al., 

2008). As três principais hipóteses se referem a: 1) rearranjos cromossômicos, como 

inversões e fusões cêntricas envolvendo telômeros, cujas sequências se mantiveram 

conservadas nessas regiões (Lee et al., 1993; Vermeesch et al., 1996); 2) crossing-over 

desigual, transposição ou amplificação de sequências endógenas; e 3) mecanismos de 

reparo do DNA que deixaram as sequências teloméricas como “cicatrizes” no DNA 

(Vermeesch et al., 1996; Garagna et al., 1997).  

Embora não seja possível esclarecer a origem das ITSs de D. soaresi, o resultado 

observado nessa espécie abre novas perspectivas de estudo. É também interessante o 

fato de dois dos três pares de cromossomos telocêntricos grandes (pares 5 e 6) não 

apresentarem ITSs, o que os diferencia do par de cromossomos telocêntricos 7, 

morfologicamente muito semelhante aos pares 5 e 6.  

 

 

5.3. Citogenética no grupo D. microcephalus 

 

As espécies D. decipiens, D. meridianus e D. werneri aqui estudadas estão 

alocadas no grupo D. microcephalus (Faivovich et al., 2005), juntamente com outras 29 

espécies. Dessas, somente 17 espécies foram estudadas citogeneticamente (D. 

berthalutzae, D. bipunctatus, D. branneri, D. cruzi, D. elianeae, D. decipiens, D. leali, D. 

meridianus, D. microcephalus, D. nanus, D. oliveirai, D. phlebodes, D. rhodopeplus, D. 
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rubicundulus, D. sanborni, D. walfordi), algumas delas com informações disponíveis 

apenas sobre a morfologia dos cromossomos (para referências, ver Tabela 1 na seção 

Introdução). No presente estudo é apresentada a descrição do cariótipo de D. werneri, 

informações detalhadas do cariótipo de D. meridianus e de D. decipiens, como uma 

contribuição adicional para os dados citogenéticos já publicados sobre o grupo. 

Uma característica interessante observada nos cariótipos em estudo é a diferença 

no número de telocêntricos. Enquanto D. decipiens apresentou três pares de 

cromossomos telocêntricos, D. meridianus e D. werneri apresentaram apenas dois pares. 

Outras espécies do mesmo grupo também diferem em relação ao número de pares de 

cromossomos telocêntricos. D. sanborni e D. jimi apresentam cinco pares de 

cromossomos telocêntricos (Medeiros et al., 2013), D. nanus, D. walfordi e D. berthalutzae 

apresentam quatro pares (Gruber et al., 2005; Medeiros et al., 2003; Medeiros et al., 

2013), e D. oliveirai, D. rubicundulus, D. cruzi e D. branneri apresentam três pares 

(Foresti, 1972; Gruber et al., 2005;). Já as espécies D. elianeae, D. phlebodes e D. 

bipunctatus possuem dois pares de telocêntricos (Bogart, 1973; Kaiser et al., 1996; 

Medeiros et al., 2013), e D. microcephalus e D. rhodopeplus apresentam apenas um par 

(Bogart, 1973; Kaiser et al., 1996). Ainda neste grupo, somente uma das espécies 

cariotipadas até hoje, D. leali, não apresenta nenhum par telocêntrico em seu cariótipo 

(Bogart, 1973), característica semelhante ao que ocorre na espécie D. minutus, 

pertencente ao grupo D. minutus, que possui um NF= 60 (Gruber et al., 2005).  

É interessante notar que espécies de outros grupos de Dendropsophus também 

apresentam os mesmo números de telocêntricos encontrados nas espécies em estudo. 

Dendropsophus microps (grupo D. parviceps), por exemplo, e D. anceps (grupo D. 

leucophyllatus) apresentam três pares de cromossomos telocêntricos (Foresti, 1972; 

Bogart, 1973). Vale ressaltar que do clado de D. decipiens, que inclui D. berthalutzae, D. 

decipiens, D. haddadi e D. oliveirai, haviam sido estudadas citogeneticamente apenas D. 

berthalutzae e D. oliveirai (Foresti, 1972; Gruber et al., 2005), e seus cariótipos diferem 

daquele de D. decipiens em relação ao número e ao tamanho dos cromossomos 

telocêntricos. Enquanto em D. decipiens foram observados três pares de cromossomos 

telocêntricos (pares 5, 6 e 7), em D. berthalutzae e D. oliveirai foram descritos quatro 

(pares 5, 6, 11 e 15) e três pares (pares 3, 6 e 7), respectivamente. 

A variação no número de cromossomos telocêntricos é esperada para espécies 

desse gênero. Os primeiros autores a estudarem o cariótipo de Dendropsophus (Beçak, 

1968; Rabello, 1970; Foresti, 1972) já verificaram uma variação no número de pares 
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telocêntricos, e rearranjos cromossômicos, como translocações e inversões pericêntricas, 

foram considerados como possíveis causas disso (Foresti, 1972). 

No entanto, até o momento a inferência de homeologia entre quaisquer desses 

cromossomos telocêntricos das diferentes espécies de Dendropsophus não pode ser 

fortemente corroborada, já que não há marcadores cromossômicos suficientes para uma 

comparação interespecífica mais precisa. Essa escassez de dados impossibilita, portanto, 

que os rearranjos envolvidos na variação cromossômica observada em Dendropsophus 

sejam satisfatoriamente identificados. É nesse contexto que iniciamos a construção de 

sondas para cromossomos telocêntricos, cujos resultados estão discutidos no próximo 

item. 

 

 

5.4. Pintura Cromossômica 

 

Dendropsophus nanus e D. walfordi são duas espécies muito semelhantes em 

vários aspectos biológicos (Lutz, 1983; Langone e Basso, 1989; Fouquet et al., 2011; 

Medeiros et al., 2013). Estudos taxonômicos envolvendo estas duas espécies, baseados 

em caracteres morfológicos, propuseram a sinonimização desses táxons (Lutz, 1983), 

mas Langone e Basso (1989), avaliando dados de vocalização e morfologia dos girinos, 

revalidaram D. walfordi. Estudos recentes baseados em inferências filogenéticas sugerem 

o parafiletismo entre essas duas espécies, levantando a necessidade de uma nova 

revisão do grupo (Fouquet et al., 2011; Medeiros et al., 2013; Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

46 

 

informações bastante relevantes para cada grupo. Outros grupos, como répteis, aves e 

alguns insetos, são relativamente bastante estudados com alguns exemplos de estudos 

que utilizaram a pintura cromossômica interespecífica (Trifonov et al., 2011; Kawagoshi et 

al., 2012; Martins et al., 2013). 

Em anuros, no entanto, a técnica tem sido ainda pouco aplicada. O primeiro e 

único estudo até o momento envolvendo anuros foi conduzido por Krylov et al. (2010), que 

tinham por objetivo verificar a origem do cariótipo de Xenopus leavis. Neste estudo, os 

autores hibridaram sondas construídas a partir de cromossomos microdissecados de X. 

tropicalis em cariótipos de X. leavis, e verificaram algumas regiões de homeologias entre 

estes cariótipos. Apesar dos resultados obtidos neste estudo, os autores ressaltam que há 

ainda algumas dificuldades na padronização da técnica para anuros. 

O presente estudo constitui, portanto, um dos raros exemplos da utilização da 

técnica de pintura cromossômica em anuros, e as dificuldades técnicas aqui encontradas 

são decorrentes da inexistência de um protocolo eficaz para a realização dessa técnica. 

Apesar dos problemas relatados, alguns resultados satisfatórios foram obtidos, sugerindo 

que a pintura de cromossomos telocêntricos pode vir a ser uma interessante ferramenta 

para verificar homeologias cromossômicas entre espécies de Dendropsophus.  
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 Dois tipos de DNAr 5S, que diferiram principalmente em relação ao NTS, foram 

encontrados em D. soaresi. O DNAr 5S do tipo I foi mapeado no cromossomo 2 de D. 

soaresi e D. seniculus, mostrando que os cariótipos dessas espécies são similares 

também em relação à localização desse tipo de sequência.  

 

 A hibridação in situ com sondas teloméricas revelou ITSs no cariótipo de D. soaresi, 

embora nos cariótipos de D. seniculus e D. melanargyreus apenas as regiões terminais 

dos cromossomos tenham sido detectadas por essas sondas. Embora seja uma 

característica interessante para estudos futuros, ainda não há evidências de que a 

origem das ITSs observadas em D. soaresi seja relacionada a eventos de fusão 

cromossômica em Dendropsophus. 

 

 A ausência de ITSs em dois pares de cromossomos telocêntricos de D. soaresi 

permitiu diferenciá-los de outros cromossomos telocêntricos morfologicamente muito 

semelhantes.  

 

 Com base em experimentos de pintura cromossômica, foi inferida a homeologia entre o 

cromossomo 15 de D. nanus e o menor cromossomo telocêntrico de D. walfordi.  

 

 Os dados citogenéticos obtidos no presente estudo permitiram o aumento do número 

de espécies de Dendropsophus cariotipadas de 31 para 36, utilizando inclusive 

técnicas citogenéticas ainda pouco ou não utilizadas até o momento para o gênero, 

como o mapeamento de sequências teloméricas e o isolamento e mapeamento de 

DNAr 5S. Além disso, foram realizados os primeiros passos para o emprego da técnica 

de pintura cromossômica para o estudo de homeologias cromossômicas em 

Dendropsophus. 
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