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ABSTRACT
Interesting structural and temporal variations have been reported in embryonic stages of differ-
ent anuran groups. However, knowledge of the contribution of allometry and temporal patterns 
to the morphological change during ontogeny remains limited. We studied the early develop-
ment of five species of Hypsiboas (Anura: Hylidae), in order to explore heterochronic changes 
during the sequence of events in the development of some embryonic and larval characters, 
and interspecific shape-size relationships. Ontogenetic series were analyzed using multivariate 
methods and sequence heterochrony approach. The results show variations in morphology and 
in the developmental sequence of the considered characters, in some cases in relation with the 
oviposition mode of the studied species. The relationship between shape, size, and the events 
that define developmental stages varies interspecifically and reveals a decoupling between some 
characters which result in embryos with different morphologies. This paper provides informa-
tion and new questions towards a better understanding of the evolution of anuran development 
and variation in patterns and processes across different lineages.
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RESUMEN
Interesantes variaciones estructurales y temporales han sido reportadas en estadios embrionarios 
de diversos grupos de anuros. Sin embargo, el conocimiento de la contribución de patrones 
alométricos y temporales al cambio morfológico en el transcurso de la ontogenia continua 
siendo limitado. En este trabajo estudiamos el desarrollo temprano de cinco especies del género 
Hypsiboas (Anura: Hylidae) con el objeto de indagar en los cambios heterocrónicos durante 
la secuencia de eventos del desarrollo de ciertos caracteres embrionarios y larvales, y en las 
relaciones interespecíficas de forma-tamaño. Las series ontogenéticas se analizaron mediante 
métodos multivariados y la aproximación de heterocronías de secuencia. Los resultados mues-
tran variaciones morfológicas y en la secuencia de desarrollo en los caracteres considerados, en 
algunos casos en aparente relación con el modo de oviposición de las especies estudiadas. La 
relación entre forma, tamaño, y eventos que definen estadios de desarrollo es variable interes-
pecíficamente, y revela un desacople entre algunos caracteres que redunda en embriones con 
morfologías diferentes. Este trabajo genera numerosos nuevos interrogantes, cuya investigación 
es requisito para comprender la evolución del desarrollo en anuros y los cambios en patrones 
y procesos a través de diferentes linajes.

Palabras claves: Morfometría geométrica; Ontogenia; Heterocronías de secuencia; Forma; 
Tamaño.

Introducción

Diversos estudios comparativos de las últimas déca-
das están revelando interesantes variaciones estruc-
turales y temporales en los estadios embrionarios 
de los distintos grupos de anuros (e.g., Richardson 
et al., 1997; Chipman et al., 1999, 2000; Mitgutsch 

et al., 2008, 2009). Entre otras aproximaciones, la 
variación morfológica puede ser interpretada en su 
relación con el incremento de tamaño durante la 
ontogenia. Es así que el campo de la alometría (con 
sus diferentes niveles estático, ontogenético y evo-
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lutivo; Cock, 1966; Gould, 1966) se aboca al estudio 
del efecto de la variación del tamaño corporal en el 
desarrollo de caracteres particulares, y con esto en el 
cambio de forma durante la ontogenia. La relación 
entre la forma y el tamaño difiere entre especies 
cercanamente emparentadas, y la importancia de 
analizar la similitud de los patrones alométricos 
radica en que éstos reflejan el cambio evolutivo  en  
los  patrones  de  crecimiento  (Klingenberg, 2010). 

Entre los anfibios, la contribución de la alo-
metría ontogenética al cambio morfológico ha sido 
estudiada principalmente en urodelos (e.g., Alberch 
y Alberch, 1981; Hanken, 1984; Ivanović et al., 2007). 
Los anuros por su parte son particularmente adecua-
dos para estudios de alometría ya que son accesibles, 
fáciles de criar y atraviesan un aumento dramático 
de tamaño en un período de tiempo relativamente 
corto. Se han publicado investigaciones que refieren 
a patrones alométricos en estadios larvales y postme-
tamórficos (e.g., Larson, 2002, 2004, 2005, Di Cerbo 
y Biancardi, 2010; Garriga y Llorente, 2012; Lima 
y Pederassi, 2012) pero hasta donde conocemos, 
el rol de los cambios alométricos en las etapas de 
desarrollo embrionario no ha sido analizado aún. 
Complementariamente, los estudios comparativos 
pueden incluir transformaciones en los tiempos y 
secuencia en que ocurren los eventos del desarrollo 
(Smith, 2001, 2002, 2003). Estos cambios hetero-
crónicos son una fuente bien establecida de cambio 
evolutivo (Klingenberg, 1998), y en el caso de estruc-
turas larvales y transitorias (i.e., que desaparecen en 
estadios larvales o durante la metamorfosis, y por lo 
tanto no tendrían participación en la definición del 
plan corporal adulto), la variación insospechada y 
amplia que se reporta conlleva un interés intrínseco 
por los mecanismos tempranos que la causan y su 
alto potencial evolutivo. 

Nuestro objeto de estudio fueron ranas neotro-
picales del género Hypsiboas Wagler, 1830 (Hylidae: 
Cophomantini; Faivovich et al., 2005). El género 
contiene 93 especies (Frost, 2016) distribuidas en 
siete grupos. Entre estos, los grupos de H. pulchellus e 
H. faber son clados hermanos y los más derivados en 
la filogenia, por lo que comparten algunos caracteres 
a la vez que difieren en otros interesantes de indagar 
(revisado en Kolenc et al., 2008). Los estudios sobre 
ontogenia temprana en estos taxones son escasos y 
dispersos. Por ello en este trabajo, nos propusimos 
analizar la variación interespecífica en las series 
ontogenéticas considerando: 1) la relación entre la 
forma y el tamaño durante el desarrollo embrio-

nario, a fin de interpretar y comparar patrones de 
cambio alométrico; y 2) cambios en la secuencia de 
desarrollo de caracteres embrionarios y larvales. Este 
trabajo complementa datos ya presentados (Navarro 
Acosta et al., 2017) concernientes a variaciones mor-
fológicas en las estructuras larvales y embrionarias 
en estas mismas especies.

Materiales y métodos

Especímenes y confección de las series ontoge-
néticas
Trabajamos con embriones de cinco especies de 
anuros del género Hypsiboas: H. faber (del grupo 
homónimo), e H. curupi, H. pulchellus, H. rio-
janus  y una especie innominada (del grupo de H. 
pulchellus) (Faivovich et al., 2005; Frost, 2016). Se 
colectaron oviposiciones de cada una de estas es-
pecies, a partir de ejemplares adultos en amplexo 
colectados en el campo (Tabla 1). Las puestas se 
trasladaron al laboratorio y allí se mantuvieron 
con fotoperíodo y temperatura ambientales en 
recipientes con agua declorinada. Una porción de 
los huevos se fijó inmediatamente en formol 4%, y 
luego a intervalos regulares cada 6–8 horas durante 
una semana aproximadamente. Con el material 
fijado se confeccionaron las series ontogenéticas, 
seleccionando embriones en etapas de desarrollo 
sucesivas cada vez que se notaba un cambio morfo-
lógico relevante. Consideramos principalmente los 
estadios de Gosner (1960; en adelante St.) entre el 18 
y 25, período en que se desarrollan las estructuras 
embrionarias transitorias y larvales de interés. La 
series de desarrollo y las variaciones estructurales 
entre especies están descriptas en detalle en Navarro 
Acosta et al. (2017). 

Análisis de las series ontogenéticas
Trayectorias alométricas. La relación entre forma 
y tamaño durante la ontogenia se estudió mediante 
regresiones multivariadas sobre un conjunto de em-
briones en estadios 18–25 (N = 179; Tabla 1). Para 
representar la forma de los especímenes aplicamos 
métodos estándar de morfometría geométrica, to-
mando fotografías en vista lateral y digitalizando un 
grupo de landmarks (puntos biológica y/o geomé-
tricamente homólogos; tpsDig2; Rohlf, 2005). Los 
landmarks considerados se ilustran en la Figura 1: 
(1) punto más anterior del cuerpo; (2) punto más 
anterior de la córnea; (3) punto más posterior de 
la córnea; (4) máxima altura del cuerpo; (5) origen 
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de la aleta dorsal; (6) máxima curvatura de la aleta 
dorsal; (7) extremo de la aleta caudal; (8) punto más 
anterior de la unión tubo proctodeal-aleta ventral; 
(9) máxima curvatura ventral del cuerpo; (10) punto 
de máxima curvatura de la glándula adhesiva; (11) 

punto más dorsal de la unión cuerpo-musculatura 
caudal; (12) extremo de la musculatura caudal; (13) 
punto más ventral de la unión cuerpo-musculatura 
caudal; (14) punto más anterior de la línea media o 
eje de los miótomos caudales; (15) región branquial. 

Sitio N Acrónimo

Hypsiboas faber San Pedro, Misiones, Argentina 58 LGE 00256
18 6
19 11

20 1
21 7
22 8
23 9
24 5
25 11
Hypsiboas curupi Cainguas, Misiones, Argentina

25 de Mayo, Misiones, Argentina
31 LGE 00142 

LGE 03387
18 2
19-20 4
21 5
23 8
24 3
25 9
Hypsiboas pulchellus Valentines, Uruguay 38 LGE 9361
19-20 2
21-22 7
23 12
24 8
25 9
Hypsiobas sp. gr. pulchellus Balneario del Arroyo Cuña Pirú Chico, Cainguas, Misiones, 

Argentina
8 LGE 142

19-20 1
21-22 1
23 2
24 2
25 2
Hypsiboas riojanus Andalgalá, Catamarca, Argentina 44 LGE 02561
18 2
19-20 3
21 1
22 8
23 10
24 12
25 8

Tabla 1. Material utilizado: series ontogenéticas de 5 especies de Hypsiboas (St. 18–25). LGE: Laboratorio de Genética Evolutiva, 
Universidad Nacional de Misiones.
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Estos puntos fueron seleccionados de tal manera 
que representen el cambio de forma en el lapso 
considerado y puedan ser identificados en todos 
los especímenes, por lo que no incluyen estructuras 
que cambian drásticamente en este período (e.g., 
el disco oral). La región branquial también sufre 
cambios fundamentales desde la diferenciación de 
las branquias hasta la formación del espiráculo; para 
muestrear la región incluimos un landmark “fuzzy” 
(Valeri et al., 1998) que marcamos como un punto 
central en el área que ocupan el esbozo de los arcos 
branquiales, las branquias externas y el espiráculo. 

Una vez digitalizadas, las configuraciones 
fueron trasladadas, rotadas y escaladas a través del 
método de superimposición de Procrustes Genera-
lizado (Generalized Procrustes Analysis, GPA) con 
el programa MorphoJ (Klingenberg et al., 2011). 
Esto elimina las diferencias en tamaño, posición 
y rotación de los objetos y produce una configu-
ración consenso contra la cual se interpretan los 
patrones de variación morfológica en el conjunto 
de datos. Con la matriz de coordenadas alineadas 
se efectuó un análisis de componentes principales 
(PCA), obteniendo un gráfico de especímenes en 
un espacio definido por ejes de variación, y grillas 
de deformación que ilustran el cambio de forma en 
el morfoespacio calculado. 

Seguidamente, efectuamos una regresión 
multivariada de la forma (matriz de coordenadas 

alineadas) contra el tamaño para cada especie por 
separado. El tamaño se representó a través del ta-
maño centroide (CS, transformado a logCS), una 
variable que resulta del cálculo de la raíz cuadrada 
de la sumatoria de las distancias cuadradas de cada 
uno de los landmarks de la configuración hasta el 
centro (centroide) de la forma (Rohlf y Bookstein,  
1990). La hipótesis nula de la regresión afirma que 
la forma se desarrolla de manera isométrica, por lo 
que una regresión significativa indica que la forma 
cambia con el aumento de tamaño siguiendo un mo-
delo predecible. La cantidad de variación explicada 
por el modelo de regresión se cuantificó como el 
porcentaje de variación de forma total (Klingenberg 
y McIntyre, 1998). La significancia estadística de 
las regresiones se probó mediante permutaciones, 
contra la hipótesis nula de independencia (Drake 
y Klingenberg, 2008). Los análisis de regresión se 
llevaron a cabo también en MorphoJ (Klingenberg 
et al., 2011). 

Heterocronías de secuencia. Las variaciones en la 
secuencia de eventos morfogenéticos en el desarrollo 
se analizaron mediante la aproximación de hetero-
cronías de secuencia, que se reconoce cuando la 
posición de un evento en la secuencia de desarrollo 
cambia con respecto a otros eventos (Smith, 2001, 
2002). Para el establecimiento de los eventos a ana-
lizar definimos estados relevantes en el desarrollo de 

Figura 1. Configuración de landmarks definida para el análisis de morfometría geométrica sobre embriones y larvas en vista lateral 
(dibujos no a escala). Los landmarks se definen en el texto.
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cada una de las estructuras embrionarias y larvales 
bajo estudio, como sigue: Glándulas adhesivas: (1) 
surco en V, (2) glándulas como dos estructuras 
separadas, (3) glándulas no visibles; Glándula de 
eclosión: (1) glándula en máximo desarrollo, (2) 
glándula no visible; Branquias externas: (1) esbozos 
branquiales, (2) ramificación de filamentos bran-
quiales, (3) branquias en máximo desarrollo, (4) 
branquia derecha cubierta, (5) branquia izquierda 
cubierta; Opérculo: (1) pliegue opercular en la base 
de las branquias, (2) opérculo fusionado medial-
mente, (3) espiráculo formado; Ciliación corporal: 
(1) ciliación máxima, (2) ciliación en regresión; 
Pliegues labiales= LTRF (fórmula labial): (1) 1/1, (2) 
2/2, (3) 2/3, (4) 2/4, (5) 3/5; Dientes labiales: (1) pri-
meros dientes labiales, (2) dientes labiales en hilera 
P3; Margen papilar: (1) papilas en labio superior y 
comisuras, (2) margen papilar completo, (3) papilas 
submarginales con dientes. 

 Para comparar las variaciones entre se-
cuencias se asigna un número de orden para cada 
evento, y se grafican las trayectorias en comparación 
a una considerada de referencia. En este caso, con-
sideramos la trayectoria de desarrollo en Rhinella 
arenarum, a fin de destacar las características de 
Hypsiboas en contraste con una especie de otra fa-
milia (Bufonidae). El número de orden para eventos 
sincrónicos (sea porque ocurren sincrónicamente 
o porque la resolución del muestreo así lo resume) 
se calcula como el promedio entre los números de 
orden correspondientes.

Resultados

Trayectorias alométricas
El PCA de datos morfogeométricos para las cinco 
especies de Hypsiboas se ilustra en el espacio de-
finido por los dos primeros componentes (PC1 y 
PC2; Fig. 2A). El primer eje captura casi un 72% 
de la variación de forma total de los embriones; 
la variación de forma en el PC2 es despreciable en 
comparación (7%). El PC1 describe la variación 
ontogenética desde los embriones más tempranos 
analizados, en el extremo negativo, hasta las formas 
casi larvales localizadas hacia el extremo positivo. 
Las grillas de deformación interpolan los cambios 
de forma a partir de la configuración consenso y a 
lo largo del eje. Los scores en el extremo positivo se 
asocian con una reducción en la altura del cuerpo 
por pérdida de masa vitelina, acompañada de acor-
tamiento del cuerpo y concomitante alargamiento 

proporcional de la cola. Cambios más localizados 
indican la reducción de las glándulas adhesivas y 
un desplazamiento caudal de la región branquial. La 
distribución de los especímenes de H. pulchellus se 
restringe al extremo de la distribución, expresando 
un cambio de forma total menos marcado entre los 
embriones más tempranos y más tardíos analizados. 

Entre los estadios 18 y 23 (Fig. 2B) el primer 
eje ordena los especímenes en un sentido ontogené-
tico; el segundo eje, con un pequeño porcentaje de 
variación explicada, permite distinguir además una 
leve tendencia de las especies a discriminarse por el 
nacimiento de la aleta dorsal y la forma general del 
cuerpo (con Hypsiboas pulchellus en general con la 
aleta más anterior, e H. faber en general más poste-
rior). Por el contrario, el análisis de los estadios 24 
y 25 (Fig. 2C) muestra que la variación de forma no 
está relacionada fundamentalmente con la ontoge-
nia (i.e., las larvas con o sin espiráculo formado de 
todas las especies tienen formas similares) sino con 
características de las especies; los embriones de H. 
faber que aparecen segregados son en general más 
deprimidos y tienen colas proporcionalmente más 
largas que los de las demás especies. 

Los análisis de regresión forma-tamaño re-
sultan en modelos de cambio de forma alométricos 
significativos en cuatro de las especies analizadas (p 
< 0.01 en todos los casos); los embriones de Hypsi-
boas sp. no se estudiaron en este contexto, dado su N 
muy bajo. Los porcentajes de variación del cambio de 
forma explicado por el incremento de tamaño para 
las otras cuatro especies son: H. faber: 69,47%; H. 
curupi: 64,53%; H. riojanus: 43,68%; H. pulchellus: 
44,94%. La Figura 3 muestra las trayectorias alomé-
tricas de las cinco especies, destacando la variación 
interespecífica (Fig. 3A) e identificando además 
los estadios de desarrollo (Fig. 3B); las grillas de 
deformación de cada especie muestran el cambio de 
forma en una unidad de aumento de tamaño elegida 
a partir de un ejemplar promedio. En primer lugar 
se observa que las trayectorias son bastante simila-
res, en general alineadas y superpuestas. La forma 
cambia linealmente con el tamaño hasta el estadio 
23 aproximadamente, y luego de eso el tamaño sigue 
aumentando casi sin variación de forma. La trayec-
toria de H. faber diverge ligeramente de las de H. 
riojanus e H. curupi hacia el final, con los embriones 
de H. faber exhibiendo una forma más avanzada que 
los de las otras especies a tamaños comparables. Al 
individualizar los estadios de Gosner se aprecia que 
los especímenes de esta especie en general suceden a 
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los de las otras en estadios equivalentes; esto indica 
que los eventos que definen estadios ocurren más 
tardíamente (i.e., con una forma más avanzada y 
un tamaño mayor) en esta especie que en las demás. 

Por otra parte, la trayectoria de Hypsiboas 
pulchellus es visiblemente más corta. Esto resulta de 
que no pudimos incluir embriones tan tempranos 
como en las otras especies, pero además, de que los 
cambios de forma ocurren rápidamente por unidad 
de tamaño y los eventos que definen estadios ocurren 
más tempranamente (i.e., en forma y tamaño) en 
comparación con las demás especies. Finalmente, 
el estadio 25 se alcanza con diferentes formas y 
tamaños entre las especies: en H. pulchellus se trata 
de embriones pequeños y de forma menos avanzada 
(más similares a un St. 23 de otras especies) y en H. 
faber especímenes de mayor tamaño y forma más 
“larval”.

Heterocronías de secuencia 
La Figura 4 muestra las secuencias de eventos de de-
sarrollo en las cinco especies bajo estudio, y la Figura 
5 resume los cambios de secuencia en el desarrollo 
del disco oral en particular. Los primeros eventos 
ocurren de manera bastante similar en Hypsiboas 
y Rhinella, y las mayores diferencias se registran 
luego de que la fórmula labial larval está definida. 
Los eventos más variables son el momento en que se 
dividen las glándulas adhesivas (más temprano en H. 
curupi y H. sp., y más tardío en H. riojanus –ver Fig. 
4E) y la regresión de la glándula de eclosión (tardía 
en H. pulchellus). Las trayectorias de las especies del 
grupo de Hypsiboas pulchellus difieren de la de H. 
faber (Fig. 4A), principalmente en aspectos de de-
sarrollo del disco oral (e.g., la fórmula labial 1/1 y la 
papilación completa se alcanzan más tarde). Dentro 
del grupo de H. pulchellus, H. pulchellus (Fig. 4D) 

Figura 2. Análisis de componentes principales para las 5 especies de Hypsiboas analizadas. Gráfica del ordenamiento correspondiente 
a los 2 primeros componentes (PC1 y PC2) para todos los especímenes (A. St. 18 al 25) y dividiendo la matriz (B. St. 18–23; C. St. 
24–25). Las grillas de deformación muestran el cambio de forma en los extremos de cada eje respecto de la forma consenso.
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ostenta una trayectoria en parte diferente, producto 
de una combinación de eventos que ocurren más 
tempranamente (e.g., la adquisición de la ciliación 
máxima) y otros relegados (e.g., regresión de la 
glándula de eclosión, separación de las glándulas 
adhesivas). Finalmente, H. curupi e H. sp. (Fig. 4B 
y C respectivamente) se distinguen del resto por la 
separación temprana de las glándulas adhesivas y la 
regresión tardía de la ciliación corporal. Las trayec-
torias de formación del disco oral son similares entre 
las especies (Fig. 5), con la excepción de H. pulche-
llus donde el margen papilar comienza a formarse 
antes. Entre las demás especies, la principal fuente 
de variación es la adición de hileras posteriores a la 
fórmula labial 2/3.

Discusión

Entre los numerosos factores que contribuyen a 
la variación morfológica en anuros, los cambios 
alométricos asociados al incremento ontogenéti-
co del tamaño corporal pueden tener un impacto 
profundo en las formas anatómicas (Huxley, 1932; 
Gould, 1966; Emerson y Bramble, 1993; Klingen-
berg, 1996; Larson, 2004). Hasta el momento, los 
trabajos sobre alometría ontogenética en anuros se 
basan generalmente en caracteres esqueléticos y en 
estadios pre y postmetamórficos (e.g., Birch, 1999; 
Larson, 2004, 2005; Smith et al., 2006). Un estudio 
en la morfología externa de larvas de tres especies 
sugiere que las diferencias morfológicas se originan 

Figura 3. Análisis de regresión forma-tamaño; el tamaño (variable independiente) está representado por el tamaño centroide trans-
formado a logaritmo (Log CS) y la forma (Regression score, variable dependiente) se obtiene a partir de la matriz de coordenadas de 
Procrustes; la variable Regression score se computa proyectando los datos del espacio de forma en un eje con la dirección del vector 
de regresión (Drake y Klingenberg, 2008). A. Gráfica de trayectorias alométricas para las 5 especies y B. discriminando también los 
estadios de desarrollo. Las grillas de deformación muestran el cambio de forma en un aumento = 0.3 unidades de logCS a partir de 
un ejemplar promedio. Las flechas señalan individuos de H. faber en St. 23 y de H. pulchellus en St. 25, ejemplificando la variación 
morfológica en un tamaño comparable.
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muy tempranamente, de forma tal que los embriones 
recién eclosionados ya pueden ser discriminados 
morfométricamente (Strauss y Altig, 1992). Sin 
embargo, el rol de la alometría en la determinación 
de cambios morfológicos en las etapas de desarro-
llo embrionario ha sido pobremente explorado. En 
nuestro caso, respecto de la relación forma-tamaño, 
las cinco especies coinciden en que el cambio de for-
ma de los embriones ocurre rápidamente hasta que 
las branquias externas adquieren su máximo desa-
rrollo (St. 23), y luego de ello se produce un aumento 
de tamaño y aparición de eventos particulares pero 
sin un cambio de forma general concomitante. El 
cambio de forma hasta el St. 23 involucra principal-

mente la dimensión ontogenética, i.e., la transición 
de forma del cuerpo en general desde un embrión 
a una larva; la variación que se registra a partir del 
St. 24 se relaciona aparentemente con rasgos parti-
culares de las larvas de las especies. 

Los cambios alométricos requieren la disocia-
ción de parámetros de desarrollo de diferentes partes 
del cuerpo (Alberch y Alberch, 1981). Por esto, la 
alometría está íntimamente asociada al fenómeno de 
heterocronía, que (en su acepción amplia) concierne 
cambios evolutivos en los momentos de aparición, 
tasas y secuencias de desarrollo de caracteres en la 
ontogenia, incorporando entonces el tiempo como 
un componente esencial (Reilly et al., 1997; Klin-

Figura 4. Heterocronías de secuencia. Para poder mantener las trayectorias de las especies comparables, para este gráfico se resumieron 
los eventos de tal forma que todos estén representados en todas las especies (eliminando características exclusivas, e.g., la adquisición 
de fórmulas labiales mayores a 2/3). El eje X indica los eventos de desarrollo ordenados tal como ocurren en la trayectoria de referencia 
(Rhinella arenarum); el eje Y marca el número de orden en que ocurre cada evento en la secuencia completa (1 = primer evento; 20 
= último evento). B, branquias externas; C, ciliación; E, espiráculo; GA, glándulas adhesivas; GE, glándula de eclosión; LT, dientes 
labiales; LTRF, fórmula labial; O, opérculo; P, patas posteriores; PM, papilas marginales. Nótese las diferencias en las secuencias de H. 
faber y las especies del grupo de H. pulchellus, y de H. pulchellus respecto de las especies de su grupo. Las flechas destacan la separa-
ción temprana de las glándulas adhesivas y la regresión tardía de la ciliación corporal en H. curupi e H. sp., y la regresión tardía de la 
glándula de eclosión en H. pulchellus. Las micrografías de microscopio electrónico de barrido muestran embriones de las 5 especies 
analizadas con branquias externas en máximo desarrollo. A. Hypsiboas faber. B. H. curupi. C. H. sp. D. H. pulchellus. E. H. riojanus. 
Escala = 500 µm. Nótese las diferencias en tamaño relativo de las branquias, la separación tardía de las glándulas adhesivas en H. 
riojanus, y la ciliación rala en H. pulchellus.
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genberg, 1998). Durante la ontogenia temprana está 
cobrando importancia el análisis de las variaciones 
temporales en general, y las heterocronías de se-
cuencia en particular, en los procesos del desarrollo. 
Eventos tan tempranos como el desarrollo de la cres-
ta neural, diferenciación del tubo neural, formación 
de somitas y elongación del cuerpo registran varia-
ciones interespecíficas (Chipman et al., 1999, 2000; 
Chipman, 2002; Mitgutsch et al., 2009). En algunos 
grupos, esta variación se sugiere como partícipe en 
la evolución de la diversidad de planes corporales 
larvales y modos de desarrollo (e.g., especies de 
Hemiphractidae; Wassersug y Duellman, 1984). 

Las secuencias de eventos de desarrollo di-
fieren entre las especies de Hypsiboas estudiadas 
(Figs. 4 y 5). En la mayoría, las branquias externas 
comienzan a ramificarse siempre antes de la apari-
ción del pliegue opercular en su base, a diferencia 
de lo que ocurre en H. pulchellus, donde además la 
ramificación y desarrollo de las branquias es breve 
y escaso (ver Fig. 4D y Navarro Acosta et al., 2017). 

El máximo desarrollo branquial se alcanza casi 
simultáneamente al inicio de la diferenciación del 
disco oral, excepto H. faber que exhibe su máximo 
desarrollo con un disco ya iniciado. La regresión de 
las branquias coincide en general con la disminución 
de la ciliación corporal, excepto en H. curupi y H. 
sp. en quienes ésta ocurre tardíamente, luego de 
formado el espiráculo. 

Entre las estructuras glandulares, la glándula 
de eclosión exhibe un desarrollo máximo simultáneo 
en las cinco especies antes de que comiencen a ra-
mificarse las branquias, y se hace no visible antes del 
máximo desarrollo branquial, excepto en Hypsiboas 
pulchellus donde permanece evidente hasta luego de 
la regresión de la branquia derecha. De igual manera, 
las glándulas adhesivas aparecen simultáneamente 
en todas las trayectorias como una única estructura 
central con surco en V, pero éste puede desaparecer y 
las glándulas separarse tempranamente (e.g. H. curu-
pi e H. sp.) o puede permanecer y continuar siendo 
la glándula una estructura indivisa hasta luego de 

Figura 5. Heterocronías de secuencia en el disco oral. Los eventos se colorean diferente para destacar los cambios en la secuencia. 
Los eventos precedidos por igual número indican simultaneidad; los signos de interrogación denotan que el evento no fue observado 
en el material. LTRF, fórmula labial; P3, tercera hilera labial posterior. Nótese la diferenciación temprana del margen papilar en H. 
pulchellus y la adición de hileras posteriores en H. faber e H. curupi-H. sp.
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la formación del disco, como sucede en H. riojanus. 
Finalmente, en el caso del disco oral, el inicio 

de la diferenciación de los pliegues sucede a la fu-
sión medial del opérculo, salvo en Hypsiboas faber, 
en quien ocurre anteriormente. La LTRF básica 
2/3 se adquiere casi instantáneamente en todas las 
especies; en H. riojanus e H. faber la LTRF 2/3 se 
alcanza simultáneamente o antes de la regresión de 
la branquia derecha, mientras que en H. curupi, H. 
sp. e H. pulchellus lo hace después. Una vez forma-
dos los pliegues de esta fórmula básica comienza 
a desarrollarse el margen papilar, exceptuando H. 
pulchellus donde ya se advierten papilas en labio 
superior y comisuras cuando el disco exhibe una 
LTRF 1/1. El desarrollo completo del margen papilar 
puede concluir casi inmediatamente (H. faber, H. 
curupi e H. sp.) o puede extenderse hasta después de 
formado el espiráculo (H. riojanus e H. pulchellus). 
Los primeros dientes labiales emergen una vez ad-
quirida la fórmula 2/3, antes o después de formado el 
margen papilar completo y el espiráculo; los dientes 
de la hilera P3 son los últimos en aparecer en esta 
LTRF 2/3 básica en todos los casos, y mientras esto 
determina la formación del disco larval definitivo en 
H. riojanus e H. pulchellus, en H. faber, H. curupi e H. 
sp. continúa con la formación de hileras distales. Los 
discos definitivos se adquieren luego de la aparición 
de los miembros posteriores en H. curupi e H. sp. 
(Navarro Acosta et al., 2017).

Para los hílidos en general, y el género Hyp-
siboas en particular, estudios que interpreten la 
relación entre los cambios alométricos y temporales 
del desarrollo embrionario de manera integrada son 
virtualmente inexistentes. La comparación interes-
pecífica de las trayectorias ontogenéticas de las cinco 
especies analizadas revela la existencia de diversas 
combinaciones entre las variables de forma, tamaño 
y eventos que definen estadios de desarrollo. Hasta 
el estadio de branquias en máximo desarrollo, H. 
riojanus, H. curupi e H. faber comparten una tra-
yectoria general en que a aumentos semejantes de 
tamaño corresponde un cambio de forma esperable y 
similar. Luego de esa instancia, los renacuajos de H. 
faber divergen ligeramente y se distinguen en que, a 
tamaños comparables, la forma es más avanzada (en 
términos de la variación morfológica que resumen 
los ejes de los análisis morfogeométricos, i.e., tienen 
cuerpo más deprimido y cola proporcionalmente 
más larga) que en las dos especies restantes. Los 
cambios de estadio de desarrollo sin embargo se 
encuentran retrasados, y la trayectoria completa de 

la especie puede apreciarse que ocurre en general 
a forma y tamaño más avanzados. Esto revela di-
ferencias interespecíficas en el acople de diferentes 
caracteres ontogenéticos (caracteres que definen 
estadios vs. caracteres con los que describimos la 
forma general del cuerpo), que al manifestar varia-
das tasas de desarrollo producen combinaciones de 
morfologías diferentes. En este caso por ejemplo, 
la apariencia más avanzada de los embriones de 
H. faber respecto de H. riojanus e H. curupi del 
mismo tamaño, se contrarresta con su asignación a 
estadios menos avanzados. Y la situación se vuelve 
más compleja al analizar caracteres que no definen 
estadios ni han sido contemplados para representar 
la forma general, como es el caso del disco oral. En el 
caso de H. faber, los eventos del desarrollo del disco 
acompañan el cambio en la forma del cuerpo, y esta 
estructura comienza a diferenciarse en estadios ante-
riores que en las demás especies y su fórmula básica 
se completa rápidamente mientras las branquias son 
aún externas.

Hypsiboas pulchellus por otra parte muestra 
una trayectoria con marcadas diferencias. Varios 
de los eventos que definen estadios (e.g., opérculo 
en base de branquias, formación de espiráculo) y 
otros como la regresión de la ciliación corporal y 
la diferenciación del margen papilar del disco oral 
ocurren en forma y tamaño menores que en las 
demás especies. Otros caracteres en cambio mani-
fiestan un desarrollo visiblemente más retrasado, 
como la glándula de eclosión visible hasta luego de 
la regresión de la branquia derecha, y la formación 
del disco oral definitivo que sucede al cierre del opér-
culo. Al contrario de lo que sucede en H. faber, esta 
combinación de características redunda en que los 
ejemplares de H. pulchellus invariablemente parecen 
más “embrionarios” que los demás. 

Desde una perspectiva ecomorfológica, tanto 
la forma general del cuerpo como las estructuras 
embrionarias y larvales que aparecen durante el 
desarrollo temprano exhiben una incumbencia 
intrínseca para examinar las interacciones entre 
los embriones y su ambiente de desarrollo (Gilbert, 
2001). Al respecto, examinando la variación morfo-
lógica y ontogenética en estas especies, señalamos 
una posible relación con los sitios de oviposición 
y ambientes en que se desarrollan los embriones y 
larvas (Navarro Acosta et al., 2017). Por ejemplo en 
H. curupi, el mayor tamaño relativo de las glándulas 
adhesivas puede relacionarse al desarrollo de los 
embriones y larvas en pequeños arroyos. Comple-
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mentariamente, en este trabajo observamos que el 
desarrollo comparativamente más extendido de estas 
glándulas en términos de estadios, co-ocurrente con 
la formación también extendida de las estructuras 
orales, pueden responder a la necesidad de contar 
con estructuras de adhesión más desarrolladas y 
persistentes que eviten la deriva en el flujo de agua. 
Análogamente en H. faber detectamos un retraso en 
la regresión de las branquias y de la ciliación cor-
poral (a diferencia de H. pulchellus en donde ambos 
eventos ocurren comparativamente más temprano), 
variaciones temporales que acompañan a las morfo-
lógicas reportadas por Navarro Acosta et al. (2017) 
del mayor tamaño branquial y mayor densidad de 
ciliación para la especie. En este caso se sugiere tam-
bién cómo los cambios en los tiempos de desarrollo 
y permanencia de las estructuras involucradas en la 
función respiratoria de los embriones acompañan 
a los requerimientos de su desarrollo en nidos de 
barro con agua poco oxigenada. Sin embargo, restan 
registros y observaciones adicionales, fundamental-
mente comportamentales de los embriones in situ, 
para discutir procesos heterocrónicos involucrados 
en las morfologías asociadas a aspectos ecológicos 
diferentes. 

Como comentario final, es importante men-
cionar dos limitaciones de los datos considerados y 
por lo tanto las interpretaciones efectuadas. Por un 
lado, el tamaño muestral, aún en los casos en que 
contamos con más número de embriones releva-
dos, no tiene en cuenta la variación intraespecífica, 
incluyendo además de la variación interindividual 
en una puesta, la variación entre puestas y entre 
poblaciones. Y en relación a esto, el efecto que la 
variación ambiental tiene sobre el desarrollo tem-
prano puede también estar subestimado. Numerosos 
factores abióticos y bióticos (e.g., temperatura, luz, 
oxigenación, densidad) pueden modificar drástica-
mente variados aspectos estructurales y temporales 
del desarrollo (e.g., Love, 2010). En algunos de los 
caracteres estudiados, por ejemplo el disco oral, se 
conoce que diferentes condiciones de competencia 
o predación pueden inducir diferentes morfologías 
(e.g., Reylea y Auld, 2005). Si bien es deseable ho-
mogeneizar algunos de estos factores, en otros puede 
ser preferible respetar las condiciones naturales en 
que ocurre el desarrollo en lugar de estandarizar 
las condiciones de cría (por ejemplo con luz y tem-
peratura fijados en laboratorio). En cualquier caso, 
los resultados y conclusiones a las que se arribe son 
contingentes respecto de las condiciones previas, y 

por lo tanto la extrapolación a otras situaciones debe 
ser efectuada con cautela. Dicho esto, este trabajo 
constituye una primera aproximación al conoci-
miento de los patrones de desarrollo, alometría y 
heterocronía en especies de Hypsiboas, y genera 
numerosos interrogantes acerca de los mecanismos 
tempranos que posibilitan la diversidad ontogenéti-
ca, y sus implicancias ecológicas y evolutivas.
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