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Resumo 

OLIVEIRA, Marina Paula da Cunha, M. Sc, Universidade Federal de Viçosa, abril de 

2013. Variação citogenética em populações de Scinax tripui Lourenço, Nascimento 

e Pires, 2009 (Anura, Hylidae): primeira detecção de sistema de cromossomos 

sexuais no gênero.  Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-orientador: 

Renato Neves Feio. 

Scinax tripui é um hilídeo pertencente ao grupo Scinax catharinae, maior grupo do 

clado Scinax catharine e do gênero Scinax. Possui como localidade tipo a Estação 

Ecológica do Tripuí, em Ouro Preto, estado de Minas Gerais, Brasil. Alguns espécimes 

com características morfológicas externas comuns em S. tripui foram encontrados em 

outras localidades do estado de Minas Gerais, mas, devido à taxonomia complexa do 

grupo sua identificação não foi confirmada. A fim de aumentar o número de caracteres 

para auxiliar a identificação de populações de S. tripui, o objetivo desse estudo foi 

caracterizar e comparar o perfil citogenético: coloração convencional, bandamento C, 

NORs e hibridização fluorescente in situ (FISH) com sondas de rDNA 18S em 

exemplares da população topotípica de S. tripui e espécimes de populações de três 

outras localidades identificados como esta espécie. As outras três populações são: Usina 

da Fumaça em Muriaé, Parque Estadual da Serra do Brigadeiro em Araponga e RPPN 

Mata do Sossego em Simonésia, todas as localidades situadas no estado de Minas 

Gerais, Brasil. Os resultados mostraram que todos os indivíduos analisados possuem 

mesmo número diploide apresentado para o gênero Scinax (2n = 24), mas há diferenças 

na morfologia dos cromossomos em relação a outras espécies do gênero. S. tripui 

apresentou um par de cromossomos heteromórfico entre os sexos, indicando a presença 

do sistema de determinação sexual XX/XY, registro inédito para o gênero Scinax. 

Diferenças na obtenção do padrão de banda C, nas marcações de Ag-NOR e FISH entre 

as populações de S. tripui indicam a ocorrência de rearranjos cromossômicos, gerando 

variações interpopulacionais. 
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Abstract 

OLIVEIRA, Marina Paula da Cunha, M.Sc, Universidade Federal de Viçosa, April, 

2013. Cytogenetic variation in populations of Scinax tripui Lourenço Nascimento 

and Pires, 2009 (Anura, Hylidae): first detection of sexual chromosomes in the 

genus. Adviser: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-adviser: Renato Neves Feio. 

Scinax tripui is a treefrog hylid and is a member of the Scinax catharinae species group, 

the biggest group of the genus Scinax and the clade Scinax catharinae. Its type-locality 

is the Tripui Ecological Station, in the municipality of Ouro Preto, in the State of Minas 

Gerais, Brazil. Populations morphologically similar to this species have also been 

reported in other localities in Minas Gerais, but due to the complex taxonomy of this 

species group, their taxonomic status remains uncertain. In order to increase the number 

of characters to be used to identify populations of S. tripui this study aimed to test the 

species cytogenetic identity (Giemsa, C and NOR-banding, and FISH) in four 

populations of S. tripui. The following populations were analyzed: the type-locality 

“Tripui Ecological Station” in Ouro Preto city, samples from the “Serra do Brigadeiro 

State Park” in the municipality of Araponga; “RRPN Mata do Sossego” in the 

municipality of Simonésia, Fumaça Dam Reservoir in the municipality of Muriaé, all 

localities are in the State of Minas Gerais, Brazil. All specimens shared the same diploid 

number, but chromosome morphology differed among the species of the genus Scinax. 

S. tripui showed a XX/XY sex chromosome system, the first reported for Scinax. 

Consistent different patterns of C, NOR-banding and FISH between the populations of 

S. tripui indicate multiple chromosome rearrangements. 
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1. Introdução Geral 

Os Amphibia atuais, ou Lissamphibia, são representados por três classes: 

Gymnophiona (cecílias ou cobra-cegas), Caudata (salamandras) e Anura (sapos, 

pererecas e rãs) [1]. Distribuem-se amplamente nas regiões tropicais e temperadas da 

Terra, exceto em algumas ilhas oceânicas, regiões de desertos com condições muito 

extremas e tundras subárticas [2]. 

No mundo, são conhecidas mais de 7000 espécies de anfíbios sendo que 

aproximadamente 6200 destas espécies pertencem à ordem Anura [3]. Até o momento 

estão descritas 946 espécies de anfíbios no Brasil, das quais 913 são anuros [4].  

Hylidae é uma grande família de anuros com mais de 900 espécies conhecidas; é 

composta por três subfamílias: Pelodryadinae, Phyllomedusinae e Hylinae. A subfamília 

Hylinae possui atualmente 41 gêneros, divididos em três tribos, dentre eles o gênero 

Scinax [3].  

O gênero Scinax Wagler, 1830 inclui, até o momento, mais de 110 espécies 

válidas [3], divididas em dois clados, cada um com dois grupos reconhecidos: o clado S. 

catharinae, com os grupos S. catharinae e S. perpusillus, e o clado S. ruber, com os 

grupos S. rostratus, S. uruguayus, além de outras espécies que não estão alocadas em 

nenhum destes grupos [5].  

As sinapomorfias morfológicas do clado S. catharinae são: ausência do processo 

anterior da supraescápula, músculo depressor mandibulae sem origem na fascia dorsal 

que cobre a supraescápula, divisão distal do ramo medial do músculo extensor 

digitorum comunis longus e inserção do lado medial deste músculo no tendão do 

músculo extensor brevis medius digiti IV. O monofiletismo do grupo S. catharinae, 

excluindo-se S. agilis, que apresenta um mosaico de características comuns ao clado S. 
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ruber, foi fracamente suportado por cinco caracteres, sendo eles: forte inclinação da 

laringe em relação ao processo posteromedial, formato da aritenoide em visão dorsal, 

proeminência dorsal da aritenoide desenvolvida medialmente, nenhuma fibra do 

músculo depressor mandibulae originada no anel timpânico e presença lateral do 

músculo extensor brevis distalis digiti I [6]. 

O grupo S. catharinae é o maior do gênero, composto por mais de 30 espécies, 

dentre elas Scinax tripui Lourenço et al.,  2009 [7]. A identificação das espécies do 

grupo é complexa, por haver um grande número, muito semelhantes morfologicamente 

e com poucos dados sobre sua biologia, bioacústica e formas larvais [8, 9]. 

A localidade tipo de Scinax tripui é a Estação Ecológica do Tripuí em Ouro 

Preto, Minas Gerais, Brasil. A espécie é caracterizada por apresentar focinho subovoide 

em vista dorsal, canto rostral ligeiramente côncavo e bem marcado, dorso marrom com 

superfície escura e manchas marrons e verdes, calos nupciais bem desenvolvidos, mas 

não hipertrofiados, mancha em forma de W na região interorbital, coloração verde nas 

regiões ocultas dos flancos e das coxas e ventre com coloração creme e região gular 

com muitos pontos marrons escuros [7]. 

Lourenço e colegas [7] indicam que, a identidade taxonômica de S. tripui era 

confusa, sendo identificada como S. flavoguttatus por alguns coletores. Após análises 

posteriores se observou que a espécie era ainda desconhecida pela Ciência e foi feito o 

trabalho de descrição do hilídeo da Estação Ecológica do Tripuí. Populações 

possivelmente pertencentes à espécie S. tripui foram encontrados em riachos no Parque 

Estadual da Serra do Brigadeiro, município de Araponga; na Reserva Particular do 

Patrimônio Natural Mata do Sossego, em Simonésia e na Usina da Fumaça, localizada 

no município de Muriaé, todas as localidades pertencentes ao estado de Minas Gerais 

[10, 11 12, e observações pessoais]. No entanto, devido à taxonomia complexa do 
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grupo, a confirmação da identidade taxonômica destas populações não foi concretizada 

nesses trabalhos, e os espécimes foram identificados como Scinax cf. tripui.  

Poucos dados sobre a biologia de S. tripui são conhecidos. Lourenço e 

colaboradores [7] encontraram indivíduos da espécie principalmente na estação fria e 

seca, entre os meses de abril a setembro, período em que observaram machos 

vocalizando. Os machos vocalizam próximos uns dos outros, em raízes ou folhas de 

plantas nas bordas de córregos. As desovas desta espécie são encontradas em locais de 

fluxo mais lento e depositadas na parte inferior do substrato. Além disso, a equipe de 

Lourenço observou que os girinos são pouco ativos durante a noite, permanecendo 

escondidos sob rochas e folhas e surgindo perto da superfície durante o dia. Os girinos 

levam em média um mês para alcançar a fase juvenil, observada comumente no final do 

mês de agosto.  

Scinax é um gênero muito diverso e taxonomicamente complexo. Ainda há 

muito para ser estudado sobre sua diversidade cariotípica e evolução, com muitas 

espécies sem o cariótipo descrito; tal é o caso de S. tripui. Estudos citogenéticos podem 

contribuir para compreender homologias cromossômicas e relações filogenéticas neste 

gênero [13], e trazer novas informações a respeito das relações taxonômicas e 

evolutivas das espécies, principalmente se considerarmos que em alguns anuros, há uma 

dificuldade em estabelecê-las com análises morfológicas [14, 15]. 

Nas décadas de 60 e 70 começaram os primeiros estudos citogenéticos com 

anuros. Inicialmente, os trabalhos se concentraram na descrição dos cariótipos das 

espécies, identificando o número e a morfologia dos cromossomos através de coloração 

convencional [16]. A partir da década de 70, foram desenvolvidos métodos e técnicas 

que permitiram observar marcações ao longo dos cromossomos, o que facilitou a 

identificação individual e permitiu a formulação de hipóteses sobre as relações 



4 

filogenéticas entre anuros e os mecanismos evolutivos envolvidos nas diferenciações 

cariotípicas [17]. Dentre estas técnicas encontram-se os métodos de Ag-NOR, 

bandamento C e hibridização in situ [18]. 

A análise do número e morfologia dos cromossomos pode ser útil para indicar 

relações filogenéticas e até mesmo, a ocorrência de processos de especiação [19]. 

Diferenças no número ou morfologia de cromossomos entre populações ou espécies, 

podem ser resultados de rearranjos cromossômicos como, inversões pericêntricas ou 

paracêntricas, fusões, fissões e translocações. Estes rearranjos podem ter papel crucial 

em eventos de especiação [20].  

As regiões organizadoras do nucléolo (NOR’s, sigla em inglês) são sequências 

de genes, de determinados cromossomos, responsáveis pela síntese de RNA 

ribossômico e outros componentes do nucléolo [21]. Proteínas associadas a genes ativos 

da NOR possuem propriedades argirofílicas reagindo com sais de prata (nitrato de prata, 

por exemplo) o que permite detectar a localização da NOR no cromossomo [22]. Este 

método pode constituir um excelente marcador citotaxonômico para alguns grupos, pois 

pode apresentar variação inter e intraespecífica quanto ao número, localização, 

intensidade e tamanho das marcações [23]. 

A heterocromatina pode ser definida genericamente como segmentos 

cromossômicos que permanecem fortemente condensados e sem atividade transcricional 

durante o ciclo celular [24]. A técnica de banda C consiste em reações químicas 

responsáveis pela depurinação e perda de DNA [25], produzindo coloração seletiva das 

regiões heterocromáticas, formando blocos escuros, presentes na maioria das vezes nas 

regiões centroméricas dos cromossomos [26]. Espécies muito próximas podem diferir 

na quantidade, número, localização e nas propriedades de coloração da heterocromatina 

[27]. Em alguns anfíbios, a diferença na quantidade de heterocromatina pode estar 
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associada à diferenciação dos cromossomos sexuais, que sofrem heterocromatização 

[28].  

A técnica de hibridização fluorescente in situ (FISH) consiste na reação de 

sequências complementares de determinados segmentos de RNA ou DNA, diretamente 

com o DNA-alvo presente nos cromossomos metafásicos e nos núcleos interfásicos 

[29]. Além disso, a adição de moléculas de biotina ou digoxigenina à sonda permite a 

detecção destas regiões por anticorpos ligados a fluorocromos [17]. A técnica permite 

observar diferenças entre espécies e populações com maior acurácia, devido ao seu alto 

grau de especificidade [17, 26]. 

As análises citogenéticas tem permitido a caracterização de vários fenômenos 

cromossômicos que, ao contrário do observado em nível morfológico, tem mostrado 

grande variabilidade em Anura [14]. Alguns táxons possuem cariótipos com grande 

variabilidade, assim como a disposição de regiões organizadoras do nucléolo e as 

regiões heterocromáticas [30, 31] enquanto que para outros táxons, a evolução 

cariotípica tem se mostrado bastante conservativa [32]. 

O gênero Scinax possui atualmente pouco mais de 35 espécies com cariótipo 

descrito [8, 15, 16, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40]. Em todos estes estudos, as espécies 

deste gênero apresentam 2n=24, mas com diferenças na morfologia de alguns pares 

cromossômicos entre as espécies [13, 40]. 

 A Ag-NOR localiza-se no par 6 em S. albicans, S. argyreornatus, S. ariadne, S. 

aromothyella, S. berthae, S. hiemalis, S. littoralis, S. longilineus, S. obtriangulatus, S. 

rizibilis, Scinax sp. 1 (grupo perpusillus), e Scinax sp. 2 (grupo perpusillus) [13]; no par 

11 em S. acuminatus, S. canastrensis (com registros de uma marcação adicional de Ag-

NOR no par 6), S. curicica, S. duartei, S. eurydice, S. fuscomarginatus, S. fuscovarius, 
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S. granulatus, S. hayii (com marcação adicional no par 8), S. nasicus, S. perereca, S. 

similis, S. squalirostris e S. uruguayus [40] e no par 3 e 4 em S. alter [13, 40]. 

A heterocromatina se apresenta na região centromérica ou pericentromérica na 

maioria das espécies em que foi obtida, com marcações coincidentes com a Ag-NOR 

em alguns cariótipos [13, 15, 40]. 

A citogenética tem se mostrado uma ferramenta importante na caracterização de 

diversas espécies, se tornando ainda mais forte quando associada a outras metodologias, 

o que permite reconhecer e identificar algumas espécies crípticas e taxonomicamente 

problemáticas [41]. Além de apresentar importantes contribuições em estudos 

evolutivos, em determinar relações filogenéticas e identificar polimorfismos intra e 

interespecíficos [42].   
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2. Objetivos 

2.1 Objetivos gerais 

Caracterizar a citogenética de populações de Scinax tripui que ocorrem na 

Estação Ecológica do Tripuí em Ouro Preto (localidade tipo), no Parque Estadual da 

Serra do Brigadeiro em Araponga (Brigadeiro), na Reserva Particular do Patrimônio 

Natural Mata do Sossego em Simonésia (Sossego) e na Usina da Fumaça em Muriaé 

(Fumaça), todas as localidades no estado de Minas Gerais, Brasil. 

2.2 Objetivos específicos 

I. Caracterizar e comparar o cariótipo de populações de Scinax tripui, a fim 

de fornecer novos elementos para a identificação destas populações.  

II. Avaliar se existem diferenças interpopulacionais quanto à variabilidade 

cariotípica, Ag-NORs, regiões heterocromáticas e 18S rDNA em S. tripui. 
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3.  Introdução  

O gênero Scinax Wagler, 1830, pertencente à subfamília Hylinae, inclui até o 

momento mais de 100 espécies descritas [1], divididas em dois clados, cada um com 

dois grupos taxonômicos reconhecidos: o clado S. catharinae, com os grupos S. 

catharinae e S. perpusillus, e o clado S. ruber, com os grupos S. rostratus, S. 

uruguayus, além de outras espécies que não estão alocadas em nenhum destes grupos 

[2].  

O grupo S. catharinae é o maior do gênero, composto por aproximadamente 30 

espécies, dentre elas Scinax tripui, Lourenço et al., 2009 [3]. A identificação dos 

indivíduos pertencentes ao grupo é complexa, por haver um grande número de espécies 

que são muito semelhantes morfologicamente e que possuem poucos dados sobre sua 

biologia, bioacústica e formas larvais [4, 5]. 

A localidade tipo de S. tripui é a Estação Ecológica do Tripuí em Ouro Preto, 

Minas Gerais, Brasil. A espécie é caracterizada por apresentar focinho subovoide em 

vista dorsal, canto rostral ligeiramente côncavo e bem marcado, dorso marrom com 

superfície escura e manchas marrons e verdes, calos nupciais bem desenvolvidos, mas 

não hipertrofiados, mancha em forma de W na região interorbital, coloração verde nas 

regiões ocultas dos flancos e das coxas e ventre com coloração creme e região gular 

com muitos pontos marrons escuros [3]. 

Lourenço e colegas [3] indicam que antes mesmo de ser descrita a identidade 

taxonômica de S. tripui era confusa, sendo identificada como S. flavoguttatus por alguns 

coletores. Após análises posteriores foi feito o trabalho de descrição do hilídeo da 

Estação Ecológica do Tripuí. Populações possivelmente pertencentes à espécie S. tripui 

foram encontrados em riachos no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, município de 

Araponga; na Reserva Particular do Patrimônio Natural Mata do Sossego, em 

Simonésia e na Usina da Fumaça, localizada no município de Muriaé, todas as 
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localidades pertencentes ao estado de Minas Gerais [6, 7, 8, e observações pessoais]. No 

entanto, devido à taxonomia complexa do grupo a confirmação sobre qual espécie estas 

populações pertencem não foi concretizada nesses trabalhos, e os espécimes firam 

identificados como Scinax cf. tripui. 

Scinax é um gênero muito diverso e taxonomicamente complexo. Ainda há 

muito para ser estudado sobre sua diversidade cariotípica e evolução, com muitas 

espécies sem o cariótipo descrito; tal é o caso de S. tripui. Estudos citogenéticos 

poderão contribuir para compreender homologias cromossômicas e relações 

filogenéticas neste gênero [9], e trazer novas informações a respeito das relações 

taxonômicas e evolutivas das espécies [10, 11]. 

O gênero Scinax possui atualmente, pouco mais de 35 espécies com cariótipo 

descrito [4, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20]. Em todos estes trabalhos, as espécies 

do gênero apresentaram 2n=24, mas com diferenças na morfologia de alguns pares 

cromossômicos entre as espécies [9, 20]. 

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterização citogenética da população 

topotípica de Scinax tripui da Estação Ecológica do Tripuí em Ouro Preto (Tripuí) e de 

outras três populações que ocorrem no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro 

(Brigadeiro), na Reserva Particular do Patrimônio Natural Mata do Sossego (Sossego) e 

na Usina da Fumaça no município de Muriaé (Fumaça), todas as localidades no estado 

de Minas Gerais, Brasil, a fim de fornecer novos elementos para a identificação destas 

populações e avaliar as diferenças interpopulacionais quanto à variabilidade 

citogenética. 

4.  Materiais e métodos 

Foram analisados neste estudo quatro espécimes machos da população topotípica 

de Scinax tripui (S 20º23’17.3’’/W 043º31’31.3’’) e 22 espécimes machos e oito fêmeas 

de outras três populações de espécimes atribuídos a Scinax tripui (Tabela 1) da Serra do 
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Brigadeiro em Araponga (S 20º43’19”/W 42º28’43”); da RPPN Mata do Sossego em 

Simonésia (S 20º04’22.1’’/W 42º04’12.8’’) e da cachoeira Usina da Fumaça em Muriaé 

(S 21º03’17.7”/W 042º26’41.3’’), todas as localidades no estado de Minas Gerais Brasil 

(Figura 1) (Licenças IBAMA/ICMBIO-26525-1, IEF-040/11 e 041/11). Todos os 

exemplares foram depositados na coleção herpetológica do Museu de Zoologia João 

Moojen, da Universidade Federal de Viçosa (MZUFV). 

Os procedimentos citogenéticos foram realizados no Laboratório de Sistemática 

Molecular da Universidade Federal de Viçosa. Os cromossomos mitóticos foram 

obtidos a partir de células do epitélio intestinal, conforme técnica descrita em Schmid, 

1978 [21]. Em cada espécime foi injetada intraperitonealmente solução de 0,1% de 

colchicina (0,1 mL para cada 10 g de peso do animal), por 4 horas antes da eutanásia 

dos animais (feito com Lidocaína 5%). Após os procedimentos de obtenção das 

suspensões de células, as preparações contendo os cromossomos metafásicos foram 

examinadas em microscópio óptico, para determinação do valor modal (2n) e do 

número fundamental (NF) de cada espécime. As melhores metáfases foram fotografadas 

em sistema digital do fotomicroscópio Olympus BX50 equipado com epifluorescência, 

com a objetiva de imersão de 100x, para aumento de 1000x. O pareamento e ordenação 

dos cromossomos se basearam na observação visual, auxiliada por medições diretas 

com o auxílio do software Image Pro Plus (IPP versão 4.5). Os homólogos foram 

pareados e agrupados de acordo com a posição do centrômero, em ordem decrescente de 

tamanho. Os cromossomos foram classificados de acordo com seus índices 

centroméricos [22] em metacêntricos (m), submetacêntricos (sm), subtelocêntricos (st) e 

telocêntricos (t). Posteriormente, o material foi processado para obtenção de banda-C 

(heterocromatina constitutiva) [23] e bandamento Ag-NOR, visando evidenciar as 

regiões organizadoras do nucléolo por impregnação por nitrato de prata [24]. A técnica 

de hibridização fluorescente in situ (FISH) foi realizada segundo Pinkel e colaboradores 
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[25], utilizando sondas 18S rDNA [26]. As sondas foram marcadas por nick-translation 

com biotina-14-dATP. A detecção do sinal e amplificação foi realizada utilizando sonda 

de isotiocianato de fluoresceína-avidina conjugada (FITC) e anti-avidina-biotina. 

5. Resultados 

Todos os espécimes analisados neste estudo apresentaram um número diplóide 

2n = 24 e número fundamental NF = 48, em ambos os sexos. Os maiores cromossomos 

corresponderam aos pares 1-7, enquanto que os cromossomos menores foram 

representados pelos pares cromossômicos 8 a 11. Os pares 1, 2, 3, 5 e 8 foram 

submetacêntricos; 4, 6 e 7 subtelocêntricos e 9 a 12 metacêntricos. O terceiro par 

apresentou heteromorfia entre os sexos pelo método de coloração convencional. Em 

todas as amostras, um cromossomo do par nos machos foi representado por um 

cromossomo submetacêntrico e o outro subtelocêntrico, enquanto que nas fêmeas, o par 

equivalente foi representado por dois cromossomos submetacêntricos. Na Estação 

Ecológica de Tripuí, a amostra foi composta apenas por machos e neles, o 

heteromorfismo do par cromossômico foi também confirmado (Figura 2) (Tabela 2). 

A heterocromatina constitutiva foi detectada nas regiões centroméricas e 

pericentroméricas de alguns cromossomos dos espécimes provenientes da população do 

município de Muriaé. Não foi observado heteromorfismo nas bandas de 

heterocromatina entre os sexos. O protocolo de Banda C deu resultados satisfatórios 

apenas para a amostra de Muriaé (Figura 3). 

A NOR foi detectada na região pericentromérica do braço curto do quinto par de 

cromossomos em todos os espécimes analisados, mas a marcação nem sempre ocorreu 

em ambos os homólogos do par de cromossomos. Além da marcação no quinto par 

cromossômico, a população da Estação Ecológica do Tripuí mostrou uma marcação 

adicional de NOR na região telomérica do braço longo do cromossomo submetacêntrico 

do terceiro par (par heteromórfico) (Figura 4). Foi detectada a presença de constrição 
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secundária associada com a NOR no quinto par, nem sempre visualizada em ambos os 

homólogos (Figura 2). 

Foram detectadas marcações da sonda 18S rDNA coincidindo com a constrição 

secundária e as marcações de Ag-NOR na região pericentromérica do braço curto do 

quinto par de cromossomos para os machos das populações do PESB e de Muriaé, e 

para as fêmeas da RPPN Mata do Sossego e do PESB, sendo que nesta última foi 

visualizada a marcação em apenas em um dos homólogos do par. No macho da 

população da Estação Ecológica do Tripuí foram encontradas marcações múltiplas para 

o FISH 18S rDNA. Além das marcações do quinto par, foi encontrada uma pequena 

marcação telomérica no braço longo do cromossomo submetacêntrico do terceiro par, 

coincidindo com a marcação de Ag-Nor e uma marcação na região intersticial do braço 

longo de um dos cromossomos do quarto par (Figura 5). 

6. Discussão 

O cariótipo com 2n = 24 e NF = 48 apresentado pelos indivíduos de todas as 

populações de Scinax tripui, analisados neste trabalho, é característico de todas as outras 

espécies do gênero [4, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20]. Por outro lado, diferenças 

na morfologia de alguns pares de cromossomos foram observadas entre os indivíduos 

analisados nesse estudo e outras espécies de Scinax do grupo catharinae. A diferença 

em relação a S. albicans ocorre no terceiro e quinto pares de cromossomos que são 

subtelocêntricos nessa espécie, enquanto no presente estudo esses cromossomos foram 

submetacêntricos [9]. Os espécimes aqui estudados diferem de S. argyreornatus, S. 

ariadne, S. aromothyella, S. berthae, S. hiemalis, S. littoralis, S. longilineus, S. 

obtriangulatus, S. rizibilis e S. trapicheiroi na morfologia dos quarto e sétimo pares de 

cromossomos, que são submetacêntricos nessas espécies e subtelocêntricos em S. tripui 

[9, 20]. S. tripui difere de S. canastrensis pelos quarto, sexto e sétimo pares que foram 

subtelocêntricos nas populações da primeira espécie e submetacêntricos na segunda, e 
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pelo quinto par que foi submetacêntrico nesse estudo e é metacêntrico em S. 

canastrensis [9]. Os quarto, sexto e sétimo pares cromossômicos subtelocêntricos nos 

indivíduos deste estudo diferem dos pares submetacêntricos em S. catharinae [9, 20]. 

Todos os espécimes de S. tripui apresentaram o oitavo par de cromossomos 

submetacêntricos, diferentemente de todas as espécies de Scinax do grupo catharinae 

que o apresenta metacêntrico [9, 20]. 

Diferenças na morfologia dos cromossomos entre as espécies, sem alterar o 

número cromossômico, pode ser resultado de inversões pericêntricas, em que há uma 

quebra do cromossomo e inversão da posição do centrômero, alterando a classificação 

do cromossomo, mas mantendo o 2n [27]. Essas inversões podem ter participado dos 

eventos de especiação entre as espécies do gênero Scinax na medida em que podem 

dificultar o fluxo gênico devido à supressão da recombinação durante a meiose [28, 29]. 

Assim como as outras espécies de Scinax do grupo catharinae com o cariótipo 

descrito, os espécimes aqui estudados apresentaram os pares cromossômicos 1 e 2 

submetacêntricos com tamanho parecido, características estas consideradas 

sinapomórficas para o grupo e que podem indicar seu monofiletismo [9]. Os pares 9 a 

11 são metacêntricos em todas as espécies do grupo e em muitas outras do gênero [9, 

11, 20]. No entanto, Scinax tripui apresenta o terceiro par heteromórfico nos machos 

(submetacêntrico e subtelocêntrico) e submetacêntrico nas fêmeas, caráter derivado para 

a espécie e que pode caracterizar o sistema de determinação sexual XX/XY. Assim, as 

evidências indicam que os cromossomos sexuais surgiram de cromossomos de membros 

do terceiro par em espécies sem sistema de cromossomos sexuais evidentes (Figura 2, 

Tabela 3).  

A presença de cromossomos sexuais em S. tripui é registro inédito para o 

gênero. Não existe um padrão genético para determinação sexual em anfíbios, sendo 

poucas espécies em que os cromossomos sexuais são reconhecidos por coloração 
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convencional com Giemsa. Em muitos casos a detecção destes sistemas ocorre através 

da utilização de algum método de coloração diferencial dos cromossomos [30]. A 

caracterização dos cromossomos sexuais em espécies proximamente relacionadas pode 

auxiliar na inferência de possíveis fenômenos relevantes no processo de acúmulo de 

diferenças entre os cromossomos sexuais [31]. Em anfíbios são conhecidos sistemas de 

determinação sexual em que o sexo heterogamético pode ser o macho (XX/XY) ou a 

fêmea (ZZ/ZW ou OO/OW). Análises filogenéticas mostram que a evolução desses 

sistemas ocorreu independentemente inúmeras vezes durante a história evolutiva das 

espécies [32]. Heterogamia masculina (XY/XX) é encontrada em poucas espécies de 

anuros, como: Bufo melanostictus [33], Eleutherodactylus riveroi [34], E. maussi [35] 

Eupsophus migueli [36], Gastrotheca riobambae [37], Hyla femoralis [38], Phasmahyla 

exilis [11], Physalaemus petersi [39], Pseudis tocantins [30], Pseudopaludicola saltica 

[40], Rana esculenta [41], Rana rugosa [42]. O número global é reduzido, sendo menos 

de 50 espécies com algum tipo aparente de determinação sexual [43].  

O sistema de determinação sexual XY provavelmente ocorreu através de algum 

evento de inversão cromossômica, e o efeito consequente de supressão de 

recombinação, que manteve um cromossomo em um estado inalterado ou basal e o 

invertido, configurando um heterozigoto. A partir desta condição, alterações 

moleculares podem se acumular até o ponto de se tornarem perceptíveis a nível 

citológico. Duas dessas alterações são mais comuns: o acúmulo de heterocromatina ou o 

encurtamento do cromossomo heterogamético por perda de material genético [44], o 

que provavelmente ocorreu durante a evolução do cromossomo Y em Scinax tripui. 

Além disso, a presença de genes macho-específicos, ou que conferem benefícios ao 

macho garantiram a estabilidade e sobrevivência do cromossomo Y [45].  

O padrão de heterocromatina analisado foi semelhante ao encontrado em outras 

espécies de Scinax do grupo catharinae e que é comum em outras espécies de anuros, 
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com marcações centroméricas e pericentroméricas presentes em vários cromossomos, 

[9, 20, 45, 46, 47]. A ausência de padrão de bandamento C entre machos e fêmeas 

reforça a hipótese de que a evolução do cromossomo Y envolveu o processo de 

encurtamento e não de heterocromatização, como ocorre em outras espécies de anuros 

[48, 49]. Muitas espécies de anuros mostram diversidade interespecífica na quantidade e 

distribuição de heterocromatina, sugerindo que a amplificação destas regiões é uma 

tendência evolutiva no grupo [50]. Os resultados contrastantes observados nas 

diferentes amostras e obtidos com o mesmo protocolo de banda C podem refletir 

diferenças reais no conteúdo de heterocromatina em populações de Scinax tripui. 

As marcações das Regiões Organizadoras do Nucléolo utilizando Ag-NOR 

foram encontradas no sexto par de cromossomos, na maioria das espécies do grupo 

Scinax catharinae [9, 11, 20]. Em Scinax rizibilis, as marcações estão presentes no 

quinto e sexto pares de cromossomos nas populações de Quatro Barras (município do 

Paraná) e do estado de São Paulo, respectivamente, [9, 20]. Marcações de NOR múltipla 

foram observadas em S. canastrensis (sexto e décimo primeiro pares) [98] e em S. 

catharinae (quarto e quinto pares) [20]. Na maioria das espécies de outros grupos do 

gênero Scinax, a NOR encontra-se no décimo primeiro par, caráter considerado 

ancestral para o gênero, enquanto a NOR no sexto par é considerada uma sinapomorfia 

para o grupo S. catharinae [9]. Assim, a presença de NOR no quinto par de 

cromossomos nas populações de S. tripui do Brigadeiro, do Sossego e da Fumaça e as 

marcações múltiplas nos terceiro e quinto pares de S. tripui da localidade topotípica, 

podem ser consideradas características derivadas para essas populações.  

A constrição secundária associada à NOR foi encontrada na região intersticial 

próxima à região centromérica do quinto par cromossômico, mas nem sempre foi visível 

nos dois homólogos. Em anuros esta associação é frequente [46] e ocorre também em 
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outras espécies do grupo S. catharinae [9, 20]. As constrições detectadas com nitrato de 

prata estão associadas a genes com atividades ribossomais na última intérfase [51].  

As marcações fluorescentes obtidas através da hibridização in situ das sondas de 

rDNA 18S confirmaram a diferença citogenética entre a população topotípica do Tripuí 

e as outras populações analisadas, e houve correlação parcial entre a marcação FISH 

com o padrão Ag-NOR. Essa correlação foi completa nas populações do Brigadeiro, do 

Sossego e da Fumaça. Já na população do Tripuí, a FISH detectou cistrons de rDNA 

18S no quarto par cromossômico, além daquelas detectadas por Ag-NOR no terceiro e 

quinto pares cromossômicos. A hibridização in situ detecta regiões de rDNA, 

independentemente da ativação desta região, permitindo detectar polimorfismos entre as 

populações ou espécies comparadas [53].  

A análise do número e morfologia dos cromossomos tem sido útil para 

diferenciar espécies de anuros com morfologia externa muito semelhante [54, 55]. Em 

alguns casos, a diferença se restringe ao padrão de heterocromatina ou à posição da 

região organizadora do nucléolo. Populações de Barycholos cf. ternetzi possuem 

cariótipo muito parecido, mas NOR’s em posições diferentes entre as populações, 

indicando que um incipiente processo de diferenciação pode ter ocorrido entre estas 

populações [56]. Variações interespecíficas na posição da NOR foram encontradas para 

outras espécies como no grupo de Hypsiboas pulchellus [57] e no gênero 

Pseudopaludicola [40] e usadas como critério para diferenciar espécies com morfologia 

externa muito semelhante.  

A quebra de segmentos de rDNA de um cromossomo e sua reinserção em outro 

poderia explicar a mudança no número e localização das regiões organizadoras do 

nucléolo nos cromossomos entre as populações aqui estudadas, assim como em 

Phyllomedusa rohdei e Physalaemus cuvieri [46, 52]. Rearranjos cromossômicos, do 

tipo fissão e fusão, assim como as inversões pericêntricas, podem ter papel crucial nos 
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eventos de especiação, na medida em que contribuem para o isolamento reprodutivo ou 

do fluxo gênico entre as espécies, por supressão da recombinação [28, 29] ou causam a 

inviabilidade do heterozigoto cromossômico, devido à formação desigual de gametas 

durante a meiose [58, 59].   

Os cariótipos das populações de Scinax tripui do Brigadeiro, Sossego e da Usina 

da Fumaça, apresentaram mesma morfologia, padrão de bandamento Ag-NOR e FISH 

indicando que essas populações possivelmente pertencem à mesma espécie ou tem 

parentesco muito próximo. Já a população da Estação Ecológica do Tripuí apresentou 

diferenças nas marcações de Ag-NOR e FISH em relação às outras três populações 

(Parque Estadual do Brigadeiro, RPPN Mata do Sossego e Usina da Fumaça) indicando 

a ocorrência de rearranjos cromossômicos, do tipo fissão e fusão envolvendo as regiões 

organizadoras do nucléolo entre essas populações, gerando as variações 

interpopulacionais.  
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Tabela 1 Material depositado no Museu de Zoologia João Moojen (código MZUFV), 

de acordo com a localidade e o sexo. Acompanham os números de registros no livro de 

citogenética (CT) do Laboratório de Sistemática Molecular – Beagle, onde foram 

realizados os estudos citogenéticos 

Número de 

tombo 
Sexo Localidade 

Cógido 

CT 

MZUFV 9865 ♂ 

Parque Estadual da Serra do 

Brigadeiro 

CT 1717 

MZUFV 9870 ♂ CT 1723 

MZUFV 9871 ♂ CT 1724 

MZUFV 9872 ♂ CT 1725 

MZUFV10294 ♂ CT 1831 

MZUFV 10299 ♂ CT 1852 

MZUFV 10300  ♂ CT 1853 

MZUFV 10301 ♂ CT 1854 

MZUFV 11421 ♂ CT 2559 

MZUFV 11511 ♀ 
Parque Estadual da Serra do 

Brigadeiro 

CT 2649 

MZUFV 12103 ♀ CT 2782 

MZUFV 12104 ♀ CT 2783 

MZUFV 11441 ♂ 

RPPN Mata do Sossego 

CT 2567 

MZUFV 11442 ♂ CT 2568 

MZUFV 11443 ♂ CT 2569 

MZUFV 12571 ♂ CT 3025 

MZUFV 12575 ♂ CT 3029 

MZUFV12576 ♂ CT 3031 

MZUFV 12573 ♀ 
RPPN Mata do Sossego 

CT 3027 

MZUFV 12577 ♀ CT 3032 

MZUFV 11444 ♂ 

Usina da Fumaça - Muriaé 

CT 2573 

MZUFV 11445 ♂ CT 2574 

MZUFV 11446 ♂ CT 2575 

MZUFV 11447 ♂ CT 2579 

MZUFV 11448 ♂ CT 2580 

MZUFV 11449 ♂ CT 2581 

MZUFV 11438 ♀ 

Usina da Fumaça - Muriaé 

CT 2570 

MZUFV 11439 ♀ CT 2571 

MZUFV 11440 ♀ CT 2572 

- ♂ 

Estação Ecológica do Tripuí 

CT 2606 

- ♂ CT 2607 

MZUFV 12447 ♂ CT 3011 

MZUFV 12448 ♂ CT 3012 

MZUFV12449 ♂ CT 3015 
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Tabela 2 Morfologia comparativa dos pares cromossômicos de Scinax tripui no estado de Minas Gerais, Brasil 

      Pares cromossômicos     

Localidade Sexo   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Parque Estadual 

da Serra do 

Brigadeiro 

Fêmea 
IC 2,41 2,53 2 3,38 2,46 3,25 4,55 2,4 1,25 1,11 1,23 1,19 

NPC SM SM SM ST SM ST ST SM M M M M 

Macho 
IC 2,11 2,32 2,3/3,3 3,57 1,99 3,4 3,19 2,31 1,1 1,1 1,1 1,17 

NPC SM SM SM/ST ST SM ST ST SM M M M M 

Mata do 

Sossego 

Fêmea 
IC 2,38 2,28 2,41 3,91 2,04 3,96 3,63 2,17 1,49 1,35 1,15 1,26 

NPC SM SM SM ST SM ST ST SM M M M M 

Macho 
IC 2,17 2,18 2,09/3,3 3,49 2,1 3,45 3,53 2,05 1,23 1,32 1,19 1,14 

NPC SM SM SM/ST ST SM ST ST SM M M M M 

Muriaé 

Fêmea 
IC 2,58 2,62 1,97 3,68 2,56 3,66 3,53 2,13 1,45 1,33 1,28 1,16 

NPC SM SM SM ST SM ST ST SM M M M M  

Macho 
IC 2,3 2,42 1,8/4,1 3,46 2,06 3,57 3,95 2,31 1,31 1,33 1,2 1,28 

NPC SM SM SM/ST ST SM  ST ST SM M M M M  

Tripuí Macho 
IC 2,39 2,44 2,51/3,23  3,76 2,31 3,67 3,67 1,81 1,35 1,19 1,15 1,14 

NPC SM SM SM/ST ST  SM ST ST  SM M M M M  

IC = Indíce Centromérico; NPC = Nomenclatura para Posição do Centrômero; M = Metacêntrico; SM = Submetacêntrico; ST = Subtelocêntrico.  
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Tabela 3 Morfologia comparativa dos pares cromossômicos das espécies do gênero Scinax com cariótipo descrito 

    Classificação dos cromossomos 

Espécies de 

Scinax com 

cariótipo descrito 

Referência 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

S. tripui Presente estudo SM SM SM ST SM ST ST SM M M M M 

S. albicans Cardozo et al., 2011 SM SM ST ST ST ST ST M M M M M 

S. argyreornatus Nunes e fagundes, Cardozo 

et al., 2011 
SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. ariadne  Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. aromothyella Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. berthae Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. canastrensis Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM M SM SM M M M M M 

S. catharinae Adriele Karlokoski, 2011; 

Bogart, 1973 
SM SM SM SM SM SM SM M M M M M 

S. hiemalis Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. littoralis Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. longilineus Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. obtriangulatus Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. rizibilis 
Adriele Karlokoski, 2011; 

Cardozo et al., 2011 
SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

S. trapicheiroi Cardozo et al., 2011 SM SM SM SM SM ST SM M M M M M 

M = Metacêntrico; SM = Submetacêntrico; ST = Subtelocêntrico. 
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Figura 1 Localização dos pontos de coleta de Scinax tripui no estado de Minas Gerais, 

Brasil.  
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Figura 2 Cariótipo com coloração convencional (Giemsa) de indivíduos de Scinax 

tripui coletados no estado de Minas Gerais, Brasil. A. CT1853, B. CT2649 (A e B – 

coletados no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro). C. CT2580, D. CT2572 (C e D –

coletados na Usina da Fumaça). Setas indicam constrições secundárias. Par de 

cromossomos sexuais (3° par) em destaque. As barras correspondem à medida de 10µm. 
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Figura 2 (continuação) Cariótipo com coloração convencional (Giemsa) de indivíduos 

de Scinax tripui coletados no estado de Minas Gerais, Brasil. E. CT2568, F. CT3027 (E 

e F – coletados na RPPN Mata do Sossego). G. CT2606 (coletado na Estação Ecológica 

do Tripuí). Setas indicam constrições secundárias. Par de cromossomos sexuais (3° par) 

em destaque. As barras correspondem à medida de 10µm.  
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Figura 3 Padrão de distribuição de heterocromatina de macho Scinax tripui da 

população da Usina da Fumaça - A. CT2574. Setas indicam constrições secundárias. As 

barras correspondem à medida de 10µm. 

 

  

 

Figura 4 Coloração por nitrato de prata evidenciando as regiões organizadoras do 

nucléolo (setas) de indivíduos de Scinax tripui coletados no estado de Minas Gerais, 

Brasil. A. CT2559 macho do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, B. CT2649 fêmea 

do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, C. CT2573 macho da Usina da Fumaça, D. 

CT2572 fêmea da Usina da Fumaça. 
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Figura 4 (continuação) Coloração por nitrato de prata evidenciando as regiões 

organizadoras do nucléolo (setas) de indivíduos de Scinax tripui coletados no estado de 

Minas Gerais, Brasil. E. CT2568 macho da RPPN Mata do Sossego, F. CT3027 fêmea 

da RPPN Mata do Sossego, G. CT2606 macho da Estação Ecológica do Tripuí. As 

barras correspondem à medida de 10µm. 

  

Figura 5 Marcação de sondas 18rDNA fluorescentes (rosa) obtidas a partir de 

hibridização in situ (FISH) em populações de Scinax tripui coletados no Estado de 

Minas Gerais, Brasil A Estação Ecológica do Tripuí (CT 2606); B. macho da Usina da  

Fumaça (CT 2574). 
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Figura 5 (continuação) Marcação de sondas 18rDNA fluorescentes (rosa) obtidas a 

partir de hibridização in situ (FISH) em populações de Scinax tripui coletados no Estado 

de Minas Gerais, Brasil: C. macho da RPPN Mata do Sossego (CT 3031); e D. fêmea do 

Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (CT 2782). 

 


