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RESUMO

Physalaemus ¢ um género neotropical de Leptodactylidae composto por 48 espécies,
sendo o maior da subfamilia Leiuperinae. Recentemente, a primeira analise filogenética
foi realizada para testar as relacdes entre as espéecies do género, usando apenas dados
moleculares. O presente estudo foi desenvolvido para revisar a sistematica de
Physalaemus através de uma andlise de evidéncia total com o maior numero possivel de
espécies, acrescentando caracteres morfoldgicos potencialmente informativos aos clados
inferidos. Além disso, avaliar os efeitos da adi¢cdo de caracteres fenotipicos em uma
analise com caracteres predominantemente moleculares, e investigar a historia evolutiva
de alguns caracteres morfologicos. Minha analise de evidéncia total incluiu 200 caracteres
morfoldgicos e dados moleculares de genes mitocondriais e nucleares para 39 espécies
descritas e uma nova espécie de Physalaemus, 7 de outros Leiuperinae, representando
todos os demais géneros dessa subfamilia, e 10 espécies das outras subfamilias de
Leptodactylidae. Duas anélises foram realizadas para atingir os objetivos principais, uma
utilizando apenas dados moleculares e outra concatenando os dados moleculares e
morfoldgicos (analise de evidéncia total), ambas sob 0s mesmos parametros, utilizando o
critério de Maxima Parcimonia. Todos os grupos de Physalaemus propostos por Lourenco
et al. (2015) foram recuperados com alto suporte em ambas as analises. Os dados
morfolégicos melhoraram a resolucéo de varios clados, uma vez que a arvore de consenso
estrito da andlise utilizando apenas dados moleculares apresentou mais politomias quando
comparada a arvore de consenso estrito da andlise de Evidéncia Total, e sinapomorfias
morfolégicas foram encontradas suportando todos os clados recuperados. As relagdes

entre os grupos de espécies de Physalaemus ainda necessitam elucidacao.



ABSTRACT

Physalaemus is a Neotropical genus of Leptodactylidae composed by 48 species, being
the largest genera in the subfamily Leiuperinae. Recently, the first phylogenetic analysis
was peformed to test the relationships among the species within the genus, using only
molecular data. The present study was designed to review the systematics of
Physalaemus, by performing a total evidence analysis representing as many species as
possible, adding to the infered clades potentially informative morphological characters.
Also, to evaluate the effects of the addition of phenotipic characters in an analysis with
predominantly molecular characters, and investigate the evolutionary history of some
morphological characters. My total evidence analysis included 200 morphological
characters and molecular data from mitochondrial and nuclear genes for 39 described
species and one new species of Physalaemus, 7 of other Leiuperinae, representing all the
remaining genus of this subfamily, and 10 species of the other Leptodactylidae
subfamilies. Two analyses were performed in order to accomplish the main goals, one
using only molecular data and another concatenating the molecular and morphological
data (total evidece analysis), both under the same parameters with the Maximum
Parsimony criterion. All of the groups proposed by Lourenco et al. (2015) were recovered
with high support in both analyses. The morphological data improved the resolution of
several clades, as the strict consensus tree from the analysis using only molecular data
presented more polytomies when compared to the the strict consensus tree of the Total
Evidence analysis, and several morphological synapomorphies supported all recovered
clades. Although, the relationships among the Physalaemus groups of species remain to

be elucidaded.
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CAPITULO 1

Sisteméatica Filogenética de Physalaemus Fitzinger (Anura: Leptodactylidae)

combinando dados moleculares e morfoldgicos

INTRODUCAO

Leptodactylidae Werner é uma familia de anfibios anuros distribuida em toda
regido neotropical (Frost 2019). Atualmente, é composta por trés subfamilias:
Leptodactylinae, Leiuperinae e Paratelmatobiinae (sensu Pyron & Wiens 2011).
Leiuperinae € um grupo neotropical, composto pelos géneros Edalorhina Jimenez de la
Espada, Engystomops Jimenez de la Espada, Physalaemus Fitzinger, Pleurodema
Tschudi e Pseudopaludicola Miranda-Ribeiro (sensu Pyron & Wiens 2011). A subfamilia
compreende 99 espécies de ras de pequeno tamanho, com pelo menos quatro modos
reprodutivos, sendo os ninhos de espuma utilizados por todas as espécies de Edalorhina,
Engystomops e Physalaemus conhecidas até o momento (Grosso et al. 2019).
Physalaemus é o género com maior nimero de espécies da subfamilia, com 48 espécies
distribuidas em toda a América do Sul (Frost 2019).

A taxonomia da familia tém sofrido diversas mudancas nas ultimas décadas a luz
de recentes andlises filogenéticas, sobretudo com dados moleculares (Frost et al. 2006,
Grant et al. 2006, Pyron & Wiens 2011, Faivovich et al. 2012, Fouquet et al. 2013, de S&
et al. 2014, Lourenco et al. 2015), e um breve historico taxondémico da familia
Leptodactylidae e do género Physalaemus sdo apresentados a seguir.
HISTORICO TAXONOMICO DE LEPTODACTYLIDAE

Lynch (1971) foi o primeiro a apresentar uma revisdo sistematica ampla da familia

Leptodactylidae, utilizando caracteres externos e internos de morfologia, além de
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algumas caracteristicas ecoldgicas e comportamentais de espécies de todos os géneros até
entdo alocados na familia. Ele reconheceu quatro subfamilias neotropicais:
Ceratophrynae, Elosiinae, Leptodactylinae e Telmatobiinae. A subfamilia
Leptodactylinae agrupou dez géneros: Barycholos Heyer, Edalorhina, Hydrolaetare
Gallardo, Leptodactylus Fitzinger, Limnomedusa Fitzinger, Lithodytes Fitzinger,
Paratelmatobius Lutz & Carvalho, Physalaemus, Pleurodema e Pseudopaludicola.
Heyer (1975), em sua anélise sobre as relacdes filogenéticas de Leptodactylidae,
reforcou os agrupamentos internos em Leptodactylinae proposto por Lynch (1971),
adicionando a subfamilia, os géneros Adenomera Steindachner e Vanzolinius Heyer.
Ainda, o autor retirou Barycholos da subfamilia e o realocou para Eleutherodactylinae, e
considerou Paratelmatobius como pertencente aos Grypscines, tribo que abrigava dez
géneros de riacho do sul do Brasil: Craspedoglossa Santae-Catharinae Miiller,
Crossodactylodes Cochran, Crossodactylus Duméril & Bibron, Cycloramphus Tschudi,
Hylodes Fitzinger, Megaelosia Miranda-Ribeiro, Paratelmatobius, Scythrophrys Lynch,
Thoropa Cope e Zachaenus Cope. Nesse estudo, 5 espécies de Physalaemus foram
analisadas e o género foi considerado monofilético, tendo como grupo irméo Pleurodema

ou Pseudopaludicola.

Em tempos mais recentes, Frost et al. (2006) analisou as relagbes de
Leptodactylidae combinando os caracteres anatbmicos comparativos, principalmente
larvais, levantados por Haas (2003) com sequéncias moleculares. Nesse estudo,
encontraram a familia Leptodactylidae parafilética e polifilética em relacdo a todos os
taxons de Hyloidea, exceto Heleophrynidae Noble e Sooglossidae Noble. Entdo,

restringiram a familia Leptodactylidae a onze géneros: Edalorhina, Engystomops,



Eupemphix Steindachner, Hydrolaetare, Leptodactylus (considerando Adenomera,
Lithodytes e Vanzolinius como sindnimos de Leptodactylus), Paratelmatobius,
Physalaemus, Pleurodema, Pseudopaludicola, Scythrophrys e Somuncuria Lynch, tendo
como grupo-irmao a familia Centrolenidae. Posteriormente, Grant et al. (2006)
particionaram a familia Leptodactylidae, como proposta por Frost et al. (2006), em
Leptodactylidae e Leiuperidae, ficando a primeira restrita a apenas quatro géneros
(Hydrolaetare, Leptodactylus, Paratelmatobius e Scythrophrys), sendo os demais

alocados na familia Leiuperidae, recém-proposta.

Pyron & Wiens (2011), em uma andalise molecular, encontraram Leptodactylidae
parafilética em relacdo a Leiuperidae, ja que Paratelmatobius e Scythrophrys foram
recuperados mais proximamente relacionados aos leiuperideos que aos leptodactilideos.
Para resolver o problema taxonémico, os autores expandiram a familia Leptodactylidae
para incluir novamente todos os leiuperideos, reconhecendo trés subfamilias de
Leptodactylidae: Leptodactylinae, agrupando os géneros Adenomera, Leptodactylus,
Lithodytes e Hydrolaetare; Leiuperinae, agrupando os géneros Eladorhina, Engystomops,
Eupemphix, Physalaemus, Pleurodema e Pseudopaludicola, e Paratelmatobiinae, para
agrupar Paratelmatobius e Scythrophrys. Este agrupamento foi refor¢ado por Fouquet et
al. (2013), que incluiram, ainda, os géneros Rupirana Heyer e Crossodactylodes Cochran
na subfamilia Paratelmatobiinae.

Physalaemus Fitzinger

Lynch (1970), reuniu os géneros Engystomops e Eupemphix em Physalaemus,

reconhecendo quatro grupos de espécies baseados caracteres morfologicos externos e

osteologicos: grupo de Physalaemus biligonigerus, composto por P. biligonigerus



(Cope), P. fuscomaculatus (Steindachner) (atualmente sindbnimo de P. marmoratus)
(Reinhardt & Lutken), P. nattereri (Steindachner) e P. santafecinus Barrio, com um maior
tamanho em relacdo as demais espécies desse género, pele lisa a levemente granulosa,
primeiro dedo da mdo ndo mais longo que o segundo, tubérculo tarsal interno nao
alongado, tubérculos metatarsais comprimidos e dilatados, glandulas inguinais distintas
em formato de disco, glandulas parotoides ausentes e dentes pré-maxilares e maxilares
presentes (exceto em P. nattereri); grupo de P. pustulosus, composto por P. freibergi
(Donoso-Barros), P. petersi Jiménez de la Espada, P. pustulosus (Cope), com tamanho
moderado, pele tuberculada, primeiro dedo da médo mais longo que o segundo, tubérculo
tarsal interno alongado exceto P. freibergi, e P. pustulosus), tubérculo metatarsal pequeno
ndo comprimido, glandulas inguinais ausentes, glandulas parotoides proeminentes e
glandulas no flanco presentes, dentes maxilares e pré-maxilares presentes (exceto em P.
pustulatus); grupo de P. signifer composto por P. maculiventris (Lutz), P. nanus
(Boulenger), P. obtectus Bokermann, P. olfersii (Lichtenstein & Martens) e P. signifer
(Girard), com tamanho pequeno a moderado, pele lisa, primeiro dedo da mdo mais longo
que o segundo, sem tubérculo metatarsal interno, glandulas inguinais pequenas a grandes,
glandulas parotoides ausentes, dentes maxilares e pré-maxilares ausentes; grupo de P.
cuvieri, composto por P. aguirrei Bokermann, P. albifrons (Spix), P. albonotatus
(Steindachner), P. barrioi Bokermann, P. centralis Bokermann, P. cicada Bokermann, P.
cuvieri Fitzinger, P. ephippifer (Steindachner), P. evangelistai, P. fernandezae, P.
esenefae (sinbnimo de P. fischeri (Boulenger)), P. gracilis (Boulenger), P. henselii
(Peters), P. kroyeri (Reinhardt & Litke), P. jordanensis Bokermann, P. riograndensis
Milstead, P. soaresi Izecksohn e P. ternetzi Miranda-Ribeiro, caracterizado por tamanho

pequeno a moderado, corpo liso a verrugoso, primeiro dedo da m&o menor que o0 segundo,
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tubérculo metatarsal interno presente, tubérculo metatarsal pequeno ndo-comprimido
(exceto em P. albifrons), glandulas inguinais presentes ou ausentes (exceto P. aguirrei,
que possui glandulas inguinais desenvolvidas), glandulas parotoides ausentes, e presenca
de dentes maxilares e pré-maxilares. Apesar da divisao proposta, Lynch (1970) ressaltou
que o arranjo de algumas espécies nesses grupos tornava-os heterogéneos em certo nivel.
Cannatella & Duellman (1984) revisaram o grupo de Physalaemus pustulosus, incluindo
quatro espécies e definiram-no por quatro caracteres: presenca de glandulas parotoides,
glandulas elipticas no flanco, pele verrugosa e processo dentigero no vomer. Tarano &
Ryan (2002) comentam que analises preliminares de Physalaemus sugeriram que 0
género Physalaemus consistiria em dois grupos monofiléticos, o grupo de P. pustulosus
e um clado com todas as demais espécies do género. Considerando a necessidade revisdo
dos grupos de espécies de Physalaemus, além da inclusdo de diversas espécies descritas
e redescritas, Nascimento et al. 2005 realizaram uma revisdo taxonémica fenética do
género, utilizando caracteres de morfometria, morfologia externa, e osteologia. A partir
de suas andlises, propuseram a revalidacdo dos géneros Engystomops, para agrupar as
espécies do grupo de Physalaemus pustulosus, e Eupemphix para acomodar a espécie E.
nattereri, além de redefinirem a divisdo do género em sete grupos: grupo de P. cuvieri
(com nove espécies: P. albonotatus, P. centralis, P. cicada, P. cuqui, P. cuvieri, P.
ephippifer, P. erikae Cruz & Pimenta, P. fischeri, e P. kroyeri; grupo de P. signifer (com
dez espécies: P. atlanticus Haddad & Sazima, P. bokermanni Cardoso & Haddad, P. caete
Pombal & Madureira, P. crombiei Heyer & Wolf, P. maculiventris, P. moreirae
(Miranda-Ribeiro), P. nanus, P. obtectus, P. signifer, e P. spiniger (Miranda-Ribeiro);
grupo de P. albifrons (com quatro espécies: P. albifrons, P. biligonigerus, P.

fuscomaculatus (= P. marmoratus), e P. santafecinus); grupo de P. deimaticus (com trés
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especies: P. erythros Caramaschi, Feio & Guimaraes-Neto, P. deimaticus Sazima &
Caramaschi, 1988, e P. rupestris Caramaschi, Carcerelli & Feio, 1991); grupo de P.
gracilis (com cinco espécies: P. barrioi, P. evangelistai, P. gracilis, P. jordanensis, e P.
lisei (Braun & Braun); grupo de P. henselii (com trés espécies: P. fernandezae, P.
henselii, e P. riograndensis e grupo de P. olfersii (com quatro espécies: P. aguirrei, P.
maximus Feio, Pombal & Caramaschi, P. olfersii, e P. soaresi). Faivovich et al. 2012, em
uma andlise desenhada para testar as relagdes internas em Pleurodema, consideraram
Eupemphix sindnimo janior de Physalaemus.

Recentemente, Lourenco et al. (2015) fizeram, pela primeira vez, uma extensa
analise das relacGes filogenéticas dentro do género Physalaemus, utilizando caracteres
moleculares. Nesse trabalho, reconheceram dois grandes clados: o clado de Physalaemus
signifer, e o clado de P. cuvieri. O clado de Physalaemus signifer, contendo as espécies:
P. atlanticus, P. bokermanni, P. cacaman, P. crombiei, P. deimaticus, P. erythros, P.
maculiventris, P. moreirae, P. nanus, P. obtectus, P. rupestris, P. signifer, P. spiniger, e
ainda, P. nattereri. O clado de Physalaemus cuvieri foi recuperado com baixo suporte,
incluindo todas as demais espécies, divididas em cinco grupos: o grupo de P.
biligonigerus, grupo de P. cuvieri, grupo de P. henselii, grupo de P. gracilis e grupo de
P. olfersii. O grupo de Physalaemus gracilis foi idéntico ao proposto por Nascimento et
al., 2005. O grupo Physalaemus henselii composto por P. fernandezae e P. henselii,
recuperado como grupo irmao das demais espécies do clado. O grupo de Physalaemus
olfersii, composto por P. olfersii, P. soaresi, P. maximus, P. feioi e P. lateristriga. O
grupo P. biligonigerus, composto por P. biligonigerus, P. marmoratus, P. santafecinus e
P. riograndensis. O grupo de P. cuvieri diferiu do proposto por Nascimento et al., 2005

apenas pela inclusdo de P. albifrons e excluséo de P. cicada. Physalaemus cuvieri foi
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inferido como parafilético em relacdo a P. ephippifer e foram encontradas diferentes
linhagens dentre individuos atualmente tratados como P. cuvieri, indicando se tratar de
um complexo de especies.

As relacOes intragenéricas nunca foram analisadas do ponto de vista filogenético
utilizando caracteres morfologicos. Dessa forma, mostra-se necessario um estudo que
inclua caracteres moleculares e morfoldgicos para elucidar as relagdes intragenéricas em
Physalaemus, propondo sinapomorfias morfol6gicas que suportem os clados.

OBJETIVOS

O trabalho foi desenvolvido tendo como objetivo principal analisar
comparativamente a morfologia das espécies de Physalaemus, com isso, acrescentar a
inferéncias de relacionamento caracteres potencialmente informativos provenientes de
complexos anatdbmicos relativamente pouco explorados para o grupo, além de avaliar 0s
efeitos de uma matriz de caracteres fenotipicos em uma analise com caracteres

predominantemente moleculares.

MATERIAL E METODOS

SELECAO DE TAXONS

Grupo interno

Trinta e nove, das 48 associadas ao género Physalaemus (Frost 2019), além de
uma espécie em descrigdo (Leal et al. 2019, no prelo) foram utilizadas para reconstruir a
historia filogenética do género com base em caracteres de morfologicos e moleculares.

Exemplares das espécies ndo disponiveis na Colecdo Herpetoldgica da UFMG foram
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solicitados a diversas colecfes (Apéndice ). Codigos das colecdes sdo: CFBH= Colec¢édo
de Anfibios Célio Baptista Haddad, MACN = Museo Argentino de Ciencias Naturales
"Bernardino Rivadavia", MZUSP = Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo,
UFMG = Colecdo Herpetologica da Universidade Federal de Minas Gerais, ZUEC =
Museu de Historia Natural, Universidade Estadual de Campinas. Optei por incluir na
analise apenas espécies que possuiam sequéncias moleculares, e, portanto, nem todas as
espécies que foram codificadas na matriz morfoldgica foram incluidas da analise de
evidéncia total, devido a indisponibilidade de recursos para sequenciamento molecular.
Para amostragem de duas espécies raras em colecdes, P. moreirae e P. maculiventris, foi
realizada uma expedicao de campo em dezembro de 2017, no Parque das Neblinas, Mogi
das Cruzes e Bertioga, Sdo Paulo, na qual obtivemos éxito apenas na coleta da primeira

espécie citada.

Grupo externo

O grupo externo foi escolhido para testar a monofiletismo de Physalaemus e a
relacdo entre as espécies do género. Para isso, inclui exemplares de espécies dos demais
géneros de Leptodactylidae baseada nas hipéteses filogenéticas de Pyron & Wiens 2011,
Fouquet et al. 2013 e Lourenco et al. 2015, restringida por dois critérios (1)
disponibilidade de dados no GenBank e (2) disponibilidade de espécimes para estudos
morfoldgicos. Assim, foram incluidas espécies dos géneros: Edalorhina, Engystomops,
Pleurodema Pseudopaludicola (Leiuperinae), Adenomera, Leptodactylus
(Leptodactylinae), Paratelmatobius, Crossodactylodes, Scythrophrys e Rupirana
(Paratelmatobiinae). A arvore foi enraizada em Zachaenus parvulus, e outra espécie da

familia Cycloramphidae, Cycloramphus boraceiensis foi incluida na analise. O
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monofiletismo do clado composto pelas duas espécies de Cycloramphidae foi forcado na
arvore. Os Apéndices | e Il apresentam a lista completa do material analisado neste

estudo.

AMOSTRAGEM DE CARACTERES MORFOLOGICOS

Um total de 200 caracteres foram codificados, representando quatro sistemas
independentes: morfologia externa, visceras, musculatura e osteologia. Do total, 169
foram codificados primariamente por mim, e o restante foram retirados ou modificados

da literatura, conforme tabela abaixo:

Tabela 1: Sistemas de caracteres utilizados neste estudo. Para cada sistema, esta
especificada a quantidade de caracteres codificada para cada fonte (entre parénteses, o
namero dos caracteres correspondentes na matriz de caracteres apresentada a seguir) e as

principais referéncias em que me baseei para codificacao dos caracteres de cada sistema.

Sistema Fonte Referéncias

Este trabalho Literatura

Liu 1935, Lynch 1971, Trueb &

Morfologia 11 caract. (5-12, | Duellman 1986, Grant et al. 2006, de
externa |53 caract. 17, 20, 22) Sé et al. 2014, Rodrigues 2016

11 caract (72- | Tyler 1971, Heyer 1975, Burton 1998,

Miologia |14 caract. 79, 81, 83,87) |2004, Verdade 2005

Duellman & Trueb 1986, Grant et al.

2006, Franco-Belussi et al. 2009,

2 caract. (98, Franco-Belussi et al. 2012, Franco-

Visceras |9 caract. 99) Belussi et al. 2013

Trewavas 1933, Lynch 1971, Trueb

7 caract. (111, |1973, 1993, Fabrezi 1992, 1993, Silva

113, 115, 126, |1998, Burton 1998, Grant et al. 2006,

Osteologia |93 caract. 148, 163, 172) |Ponssa 2008, 2010, de Sa et al. 2014




Para codificacdo dos caracteres, foi seguida a proposta de Sereno (2007),
considerando os caracteres como propriedades das espécies, observadas em organismos,
expressadas como varidveis independentes, com estados mutuamente exclusivos. O
estado “ausente” de um carater esta sendo considerado apenas para caracteres

neomorficos.

Terminologias das estruturas dos adultos seguiram: Duellman (1970, 2001), para
morfologia externa; Tyler (1971) e Burton (1998, 2004), para miologia; Lynch (1971)
Trueb (1973), Fabrezi (1992, 1993, 2001) e Fabrezi & Alberch (1996), para osteologia.
Para disseccdo e analise dos caracteres musculares e osteoldgicos, os exemplares foram
diafanizados com uso de tripsina de acordo com a metodologia descrita por Dingerkus &
Uhler (1977), com modificaces minimas, sendo o processo interrompido antes da
digestdo pela tripsina para observacdo da musculatura (Barrasso et al. 2012). A matriz foi

editada no software Mesquite v.3.15 (Maddison & Maddison 2018).

AMOSTRAGEM DE CARACTERES MOLECULARES

Para estudos moleculares, utilizei sequencias provenientes dos genes
mitocondriais 12S e 16S ribossomais, e a regido tRNA-val, além do gene RAG-1 nuclear,
foram tirados do GenBank ou gentilmente cedidos pela Dra. Luciana Bolsoni Lourenco.
Ao todo, 63 sequéncias mitocondriais (12S e 16S) de Physalaemus foram utilizadas, além
de 7 sequéncias de outros representantes de Leiuperinae, 6 sequéncias de representantes
de Paratelmatobiinae, além sequéncias de 2 espécies da familia Cycloramphidae. A maior
parte das sequéncias foi utilizada por Lourenco et al. (2015), em sua extensa analise do
género. Para a maioria das espécies, uma sequéncia mitocondrial (12S e 16S) foi utilizada.

Para Physalaemus cuvieri, sequéncias de todas as linhagens encontradas por Lourenco et
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al. (2015) foram incluidas. Para a inclusdo de sequéncias de RAG-1, adotei uma postura
conservadora, utilizei, quando disponiveis, sequéncias apenas dos mesmos individuos
para os quais obtive sequéncias de H1, a fim de evitar inferéncias de monofiletismo das
espeécies. Todas as sequéncias utilizadas neste estudo estdo listadas no Apéndice Il. Para
evitar soft polytomies resultantes da falta de informacdes filogenéticas (Maddison 1989),
ndo foram incluidas na andlise de evidéncia total espécies para as quais nao havia dados

moleculares.

ANALISES FILOGENETICAS

Os dados morfoldgicos foram codificados para cada individuo e dados de todos
os individuos de uma espécie foram concatenados para ter a espécie como terminal. Para
caracteres polimorficos, foram codificados todos os estados de cada carater encontrados

para a espécie.

As sequéncias moleculares foram alinhadas utilizando o Muscle (Edgar 2004)
plugin no software AliView (Larsson 2014) nos parametros default do programa, sendo
o alinhamento melhorado duas vezes com o comando refine. As sequéncias mitocondriais

e nucleares foram concatenadas no SequenceMatrix (Vaidya et al. 2011).

Para analise de evidéncia total, sequéncias de cada espécime foram tratadas como
terminal. Os dados morfolégicos de cada espécie foram duplicados para cada terminal
molecular da mesma espécie, seguindo a proposi¢cdo de Grant et al. (2006) para evitar
otimizagBes ambiguas provenientes de entradas faltantes (missing entries). Nenhum

terminal quimérico foi utilizado.
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O método filogenético escolhido foi a parcimdnia, um método ndo-probabilistico,
ndo-paramétrico de inferéncia, que maximiza o poder explanatério minimizando a
quantidade de passos (eventos evolutivos) e de suposi¢des sobre o processo de evolugédo
do carater necessarios para explicar a evidéncia (Kluge & Grant 2006, Grant & Kluge
2009). A escolha deste método filogenético se deu devido a utilizacdo de caracteres
morfoldgicos na analise e por sua menor demanda em esforco computacional. Ao escolher
um sé método, considerei que a comparacdo entre diferentes metodos € imprecisa e
questionavel, e a realizacao de diversas analises pode levar ao viés da escolha da melhor
arvore. A analise de evidéncia total dos dados moleculares e morfologicos concatenados
foi realizada no software TNT v.1.1 (Goloboff et al. 2003). Os gaps foram tratados como
um quinto estado de carater, a fim de serem considerados como insercdes e delecbes de
nucleotideos. As arvores mais parcimoniosas foram inferidas através de buscas
heuristicas realizadas utilizando as buscas tradicionais combinadas com as novas
tecnologias (Ratchet (Nixon 1999), Tree Drifting (Goloboff 1999), Sectorial Searches
(Goloboff 1999) e Tree Fusing (Goloboff 1999)). Para estas analises, utilizei o default do
programa para estes algoritmos, com 1000 replicacdes, retendo 100 arvores por
replicacdo. As buscas foram feitas com o critério de colapso de nds de comprimento
minimo zero (“minimum length”). Os valores de bootstrap foram calculados para os
ramos da arvore de consenso estrito inferida na analise com 1000 pseudoréplicas,
utilizando a busca tradicional (traditional search) no TNT, sem critério de colapso de nds
(“none”). Uma andlise com apenas os dados moleculares foi realizada sob os mesmos
parametros da analise de evidéncia total, para testar os efeitos da falta de uma fonte de
dados. Nenhuma alteracdo foi feita na base de dados moleculares em relagéo a anélise de

evidéncia total, para permitir uma comparagéo confiavel. A anélise dos caracteres foi feita
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baseada nos resultados da andlise de evidéncia total como a hipdtese filogenética que
melhor explica a evidéncia, pois a analise de todos os dados disponiveis maximiza o poder

explanatorio (Grant & Kluge 2003).

Para a otimizacgéo dos caracteres, foi utilizado o programa Winclada ver. 1.00.08
(Nixon 2002). Foram considerados como sinapomorfias, caracteres ndo-ambiguos com
relacdo ao tipo de otimizacdo (ACCTRAN/DELTRAN) na arvore de consenso da AET.
O Winclada indica com circulos pretos, caracteres sinapomdrficos que ocorrem
exclusivamente no clado em questdo, e com circulos vazados, 0s que ocorrem também

em outros claros.

RESULTADOS
DESCRICAO DOS CARACTERES MORFOLOGICOS

A evidéncia morfoldgica observada neste estudo incluiu 200 caracteres de adultos

maduros (machos e fémeas), divididos em quatro sistemas:

e Morfologia externa: caracteres 1-64
e Miologia: caracteres 65-88
e Visceras: caracteres 89-100

e Osteologia: caracteres 101-200

ANALISES FILOGENETICAS

A analise de evidéncia total (AET) recuperou duas arvores igualmente
parcimoniosas, com 10821 passos (Figura 38), enquanto a analise com apenas dados

moleculares (ADM) recuperou 39 arvores igualmente parcimoniosas com 9821 passos
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(Figura 37). Ambas as analises recuperaram a monofiletismo do género Physalaemus,
assim como os demais géneros amostrados. Physalaemus foi recuperado como grupo
irmado de (Engystomops Edalorhina). O relacionamento proximo de Pleurodema com o
clado composto por Physalaemus, Engystomops e Edalorhina previamente inferido por
Pyron and Wiens (2011), Faivovich et al. (2012), Fouquet et al. (2013) e Lourenco et al.
(2015) foi recuperado nestas analises. Pseudopaludicola foi recuperado como grupo
irmdo dos demais Leiuperinae apenas na AET, embora com baixo suporte. Na ADM, o
agrupamento do género foi ambiguo, resultando em uma politomia na base dos
Leptodactylidae na arvore de consenso estrito. A subfamilia Paratelmatobiinae (sensu
Fouquet et al. 2013), ndo foi recuperada em nenhuma das analises. Na arvore de consenso
estrito da AET, Rupirana se encontra em uma politomia na base de Leptodactylidae. Na

ADM, Rupirana é recuperada como grupo irméo de Leptodactylus.

As relacdes entre as espécies de Physalaemus inferidas nas duas analises foram
bastante congruentes (Figura 37 e Figura 38). A AET (Figura 38) recuperou, embora com
baixo suporte, o0 grupo de P. signifer, como proposto por Nascimento et al. (2005), com
P. maculiventris na base do clado. J4& na ADM (Figura 37), seu posicionamento foi
ambiguo na base do grupo de P. signifer e na base do grupo de P. deimaticus, resultando
em uma politomia. Physalaemus nattereri ficou na base deste clado composto pelos

grupos de Physalaemus deimaticus e de Physalaemus signifer.

Physalaemus aguirrei ficou posicionado na base de um clado formado pelo grupo
de P. biligonigerus + grupo de P. olfersii + grupo P. gracilis (sensu Lourenco et al. 2015)
nas duas analises. Na AET, o grupo de P. biligonigerus foi recuperado como grupo irmao

do grupo de P. gracilis. J& na ADM, os trés grupos aparecem em uma politomia no
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consenso estrito, devido a ambiguidade no agrupamento de grupo de P. gracilis + grupo
de P. olfersii em algumas das arvores mais parcimoniosas. O grupo de P. biligonigerus
(sensu Lourenco et al. 2015) foi recuperado, embora com baixo suporte, apenas na analise
de evidéncia total, j& que Physalaemus riograndensis teve o posicionamento ambiguo
entre as arvores mais parcimoniosas inferidas na ADM, resultando em uma politomia na
base dos clados correspondentes aos grupos de P. gracilis + grupo de P. olfersii + grupo
de P. biligonigerus. P. cicada foi recuperado em ambas as analises com relativamente
alto suporte na base do clado composto por P. aguirrei + grupo de P. biligonigerus +
grupo de P. olfersii + grupo de P. gracilis. P. henselii ficou posicionado na base deste
clado na AET, com baixissimo suporte (Figura 38). Na ADM, foi ambiguamente
posicionado também na base do grupo de P. cuvieri, resultando em uma politomia no
consenso estrito (Figura 37). Physalaemus cuvieri foi parafilético com relacdo a P.

ephippifer em ambas as analises.
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Figura 37: Consenso estrito das 39 arvores mais parcimoniosas (9821 passos), somente

com dados moleculares. Os nimeros correspondem valores de suporte de bootstrap. L,
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Figura 38: Consenso estrito das 2 arvores mais parcimoniosas (10821 passos) da matriz
de evidéncia total. Os numeros correspondem valores de suporte de bootstrap. Os estados

brasileiros estéo representados pelas siglas oficiais. BR Brasil, AR Agentina UR Uruguai.
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CONCLUSOES

- Grupos de Physalaemus foram recuperados com alto suporte, embora as relagdes entre
varios deles tenha sido recuperada com baixo suporte, necessitando analises mais robustas

para elucidacao.

- Comparando-se as topologias das arvores de consenso das anélises de evidéncia total e
de dados moleculares somente, percebe-se uma discreta mudanca na topologia, com
alguns clados melhor resolvidos na topologia da arvore de consenso da analise de
evidéncia total. Contudo, o suporte destes clados foi muito baixo, e mais dados sdo

necessarios para posibilitar inferéncias mais precisas.

- Neste trabalho, novas sinapomorfias foram propostas para suportar os clados.

- Uma nova caracteristica morfolégica nunca antes reportada para o género foi

encontrada: a auséncia de aparato timpanico, em Physalaemus deimaticus e P. eryhtros.

- As relagdes de Physalaemus cicada, Physalaemus aguirrei e Physalaemus henselii

ainda precisam ser elucidadas
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APENDICE I: Lista de espécimes analisados

Morfologia externa

Physalaemus aguirrei: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Governador Lindemberg (CFBH
26449); Linhares (CFBH 19457, 26259, 26496, 30487, 30673, 38294)

Physalaemus albifrons: BRASIL: BAHIA: Jacaraci (UFMG 4681); Pindobacu (UFMG
6150-52); RIO GRANDE DO NORTE: Macaiba (AAGARDA 2472, 2897, 3624, 1077,
1094, 1832, 1834)

Physalaemus albonotatus: BRASIL: MATO GROSSO DO SUL: Corumba (UFMG
3576. 3604-05, 5657-58, 15811)

Physalaemus atlanticus: BRASIL: SAO PAULO: S&o Sebastifo (CFBH 38802); Ubatuba
(CFBH 1503. 4311, 4321, 4566, 7918; ZUEC 2616, 18244, 20423, 20424, 20430, 20635,
21939, 22656)

Physalaemus barrioi: BRASIL: SAO PAULO: S&o José do Barreiro (CFBH 28817,
15002, 30815-16, 30819, 30825)

Physalaemus biligonigerus: BRASIL: MATO GROSSO DO SUL: Corumba (UFMG
15839-41); PORTO ALEGRE: Viamao (ZUEC 10393); RIO GRANDE DO SUL.: Osério
(ZUEC 5322, 10377); Santo Antdnio (ZUEC 11469); Torres (ZUEC 20456-57)

Physalaemus bokermanni: BRASIL: SAO PAULO: Bertioga (UFMG 7169); Cubat&o
(CFBH 12507); Santo André (CFBH 6011); Sdo Bernardo do Campo (CFBH 38016,
38024); Sédo Sebastido (CFBH 9766, 12897, 38842-43)

Physalaemus camacan: BRASIL: BAHIA: llhéus (CFBH 27707, 34075, 35729, 39421);
Porto Seguro (CFBH 32104); Una (CFBH 23679-80); Uruguca (CFBH 32342)

Physalaemus carrizorum: BRASIL: SANTA CATARINA: Garuva (UFMG 19862);
Joinville (UFMG 15667, 15680); S&o Bento do Sul (UFMG 9874-77,10194, 10204)

Physalaemus centralis: BRASIL: MINAS GERAIS: Buenopolis (UFMG 7311);
Brasilandia de Minas (UFMG 13664); Felixlandia (UFMG 13696); Florestal (UFMG
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19079; Jaboticatubas (UFMG 5469-70, 5479); Varginha (UFMG 3736-37); Santana do
Riacho (UFMG 3545-46, 10120)

Physalaemus cicada: BRASIL: BAHIA: Jacaraci (UFMG 4685, 4694); Sebastido
Laranjeiras (UFMG 4786); MINAS GERAIS: Belo Horizonte (UFMG 7833-34);
Buenopolis (UFMG 18545); Itacarambi e Manga (UFMG 8219)

Physalaemus crombiei: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Santa Teresa (UFMG 13715,
13718, 13723); MINAS GERAIS: Caratinga (UFMG 13437); Mariana (UFMG 10437);
Santo Anténio do Itambé (UFMG 14750, 14811, 14814); Sao Gongalo do Rio Abaixo
(UFMG 11849, 11904, 11912)

Physalaemus cuqui: ARGENTINA (MACN 40953-56)

Physalaemus cuvieri: BRASIL: ALAGOAS: Arapiraca (UFMG 7587, 7601); BAHIA:
Campo Formoso (UFMG 6219); Jacaraci (UFMG 4751, 4756); Piatd (UFMG 7892);
Pindobacu (UFMG 6095); Riacho Santana (UFMG 4841); Rio de Contas (UFMG 4430);
Rio de Contas (UFMG 7852); Sebastido Laranjeiras (UFMG 4796); CEARA: Pecém
(UFMG 2545-47); ESPIRITO SANTO: Jardim Anchieta (UFMG 2553); GOIAS: Colinas
do Sul (UFMG 2533); Montes Claros de Goias (UFMG 3907); MARANHAO: S#o Luis
(UFMG 2566-67); MATO GROSSO DO SUL: Caarapé (UFMG 8270); MINAS
GERAIS: Bardo de cocais (UFMG 6582, 10674); Belo Horizonte (UFMG 2536);
Brumadinho (UFMG 8644, 9266, 9361); Catas Altas (UFMG 5170, 7959); Conceicédo do
Mato Dentro (UFMG 11131); Diamantina (UFMG 3964); Dom Joaquim (UFMG 17611);
Itambé do Mato Dentro (UFMG 17615); Lassance (UFMG 19167-68); Mariana (UFMG
16202); Morro do Pilar (UFMG 17616); Passa Vinte (UFMG 2659); Rio Acima (UFMG
19277); Santa Béarbara (UFMG 2654); PARA: Sdo Geraldo do Araguaia (UFMG 2607);
PERNAMBUCO: Igarassu (UFMG 2541-42); RIO GRANDE DO NORTE: Macaiba
(AAGARDA 1117, 1151, 1162, 1827, 1829, 1836-37, 1843); SANTA CATARINA:
Florianépolis (UFMG 2552, 2554-57); TOCANTINS: Ananas (UFMG 2357)

Physalaemus deimaticus: BRASIL: MINAS GERAIS: Diamantina (UFMG 9609, 9598,
14940, 20128); Jaboticatubas (UFMG 14905); Morro do Pilar (UFMG 16771, 20107-10);
Ouro Preto (UFMG 20117)
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Physalaemus ephippifer: BRASIL: PARA: Alenquer (ZUEC 18152-53); Belém (ZUEC
13712, 13714, 13724); Maraba (UFMG 13211, 13272); Prainha (ZUEC 17594); Santa
Isabel (ZUEC 21370); Vitoria do Xingu (UFMG 18298-302)

Physalaemus erikae: BRASIL: BAHIA: Brumado (CFBH 33970); Ilhéus (CFBH 36096,
ZUEC 17494-98); Itamaraju (CFBH 32121, 32128); Urucuca (CFBH 28153, 32382,
34052)

Physalaemus erythros: BRASIL: MINAS GERAIS: Bardo de Cocais (UFMG 14938-39,
15617), P.E. Pico do Itambé (UFMG 14084, 14259)

Physalaemus evangelistai: BRASIL: MINAS GERAIS: Caeté (UFMG 19658);
Conceicao do Mato Dentro (UFMG 6440); Ouro Preto (UFMG 4982); Santana do Riacho
(UFMG 5586-8 8, 19509, 20196-201)

Physalaemus feioi: BRASIL: MINAS GERAIS: Caratinga (UFMG 13448); (UFMG
18595); Simonesia (UFMG 12847, 12863, 12878, 14529)

Physalaemus gracilis: BRASIL: PARANA: Pién (ZUEC 6944); RIO GRANDE DO
SUL.: Santa Vitéria (ZUEC 6254); Sdo Francisco de Paula (ZUEC 4937); Sdo Domingos
(UFMG 1661); Sideropolis (CFBH 23732); SANTA CATARINA: Sider6polis (CFBH
23733)

Physalaemus henselii: BRASIL: RIO GRANDE DO SUL: Eldorado do Sul (UFMG
20191-92)

Physalaemus jordanensis: BRASIL: MINAS GERAIS: Concei¢do dos Ouros (CFBH
39917); Pocos de Caldas (CFBH 33-4, 4304, 4234, 5366, 6941, 6942); SAO PAULO:
Campos do Jordédo (ZUEC 9741)

Physalaemus kroyeri: BRASIL: BAHIA: Jacaraci (UFMG 4757, 4806-07, 4825, 6162-
63); Pindobacu (UFMG 6161-63)

Physalaemus lateristriga: BRASIL: SANTA CATARINA: S&o Bento do Sul (UFMG
9836, 10176, 10186-87, 10469, 16666)
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Physalaemus lisei: BRASIL: RIO GRANDE DO SUL: (UFMG 2679); Maquiné (CFBH
30389, 3039); Séo Francisco de Paula (UFMG 2675-78, CFBH 8528, 8535-36, 9409,
9410, 16693-702)

Physalaemus maculiventris: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Santa Teresa (CFBH 10813-
14); SAO PAULO: Apiai e Iporanga (CFBH 2672932)

Physalaemus marmoratus: BRASIL: MINAS GERAIS: Curvelo (UFMG 2771-74); Gréo
Mogol (UFMG 15388); Jaboticatubas (UFMG 5428, 5496); Rio Vermelho (UFMG
6514); Ouro Branco (UFMG 9623)

Physalaemus maximus: BRASIL: MINAS GERAIS: Ouro Branco (UFMG 9621-26)

Physalaemus moreirae: BRASIL: SAO PAULO: Bertioga (UFMG 2713-14, 20314); Ilha
Grande (CFBH 9528); Ilhabela (CFBH 15168); Santo André (UFMG 6012, 9475-78,
9505, CFBH 29058, 29280, 37870); Ubatuba (CFBH 4283); PARANA: Sio Mateus do
Sul (CFBH 37769)

Physalaemus nanus: BRASIL: SANTA CATARINA: Florianopolis (UFMG 4613);
Indaial (UFMG 10105); Rancho Queimado (UFMG 6988)

Physalaemus nattereri: BRASIL: MINAS GERAIS: Ibia (UFMG 12439); lgaratinga
(UFMG 19012); Itacarambi e Manga (UFMG 8197); Goiatuba (UFMG 17970); Lassance
(UFMG 19176); Uberlandia (UFMG 2342)

Physalaemus obtectus: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Cariacica (MBML 6056-60);
Linhares (MBML 1963, 2027, 2031)

Physalaemus olfersii: BRASIL: MINAS GERAIS: Delfim Moreira (UFMG 18661); SAO
PAULO: Bertioga (UFMG 2741)

Physalaemus orophilus: BRASIL: MINAS GERAIS: Morro do Pilar (UFMG 8850),
Mariana (UFMG 10420)

Physalaemus riograndensis: BRASIL: RIO GRANDE DO SUL: Cachoeira do Sul
(CFBH 35019); Candiota (UFMG 20192-94); S&o Francisco de Paula (CFBH 79)
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Physalaemus rupestris: BRASIL: MINAS GERAIS: Rio Preto (UFMG 13367, 13369,
13371)

Physalaemus santafecinus: ARGENTINA: SANTA FE: Santa Fé (MACN 45262-65)

Physalaemus signifer: BRASIL: BAHIA: Prado (UFMG 4961-62, 5559); Prado (UFMG
4962); MINAS GERAIS: Divino (UFMG 18591)

Physalaemus spiniger: BRASIL: SAO PAULO: Cananéia (CFBH 319, 10693-94);
Iguape (CFBH 308, 310); Ilha Comprida (CFBH 17119, 17121); Iporanga (CFBH 6330)

Physalaemus sp. nov. (aff. rupestris): BRASIL: MINAS GERAIS: Morro do Pilar
(UFMG 10120, 12999-13000, 20187-8)

Physalaemus sp. nov (2): BRASIL: SANTA CATARINA: Sao Francisco do Sul (UFMG
8379, 8941)

Pleurodema bibroni: BRASIL: RIO GRANDE DO SUL.: S&o Francisco de Paula (UFMG
16715)

Pleurodema diplolister: BRASIL: BAHIA: Pindobacu (UFMG 6136); Umburanas
(UFMG 6237-39); PERNAMBUCO: Buique (AAGARDA 7803, 7806, 8334, 8424,
8427, 8581, 8621)

Pseudopaludicola falcipes: BRASIL: SANTA CATARINA: Uruguaiana (UFMG 2781)

Pseudopaludicola mineira: BRASIL: MINAS GERAIS: Buendpolis (UFMG 2867,
13933); Morro do Pilar (UFMG 8828); Santana do Pirapama (UFMG 9420); Santana do
Riacho (UFMG 3537)

Pseudopaludicola mystacalis: BRASIL: (UFMG 6610, 6719, 6729, 6755)

Pseudopaludicola serrana: BRASIL: MINAS GERAIS: Augusto de Lima (UFMG
13565); Concei¢do do Mato Dentro (UFMG 11147-51)

Rupirana cardosoi: BRASIL: BAHIA: Mucugé (UFMG 4274)

Scythrophrys sawayae: BRASIL: PARANA: Piraquara (UFMG 20658)
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Scythrophrys sp. nov.. BRASIL: SANTA CATARINA: Rancho Queimado (UFMG
20656-57)

Crossodactylodes bokermanni: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Castelo (UFMG UFMG
13769)

Crossodactylodes itambe: BRASIL: MINAS GERAIS: Santo Anténio do Itambé (UFMG
14036)

Crossodactylodes izecksohni: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Castelo (UFMG 13771);
Santa Teresa (UFMG 14219)

Edalorhina perezi (MZUSP 62051)

Engystomops freibergi: BRASIL: PARA: Vitoria do Xingu (UFMG 18176-79)
Engystomops petersi (MZUSP 62051)

Leptodactylus furnarius: BRASIL: MINAS GERAIS: Prados (UFMG 2926)
Leptodactylus fuscus: BRASIL: MINAS GERAIS: Mariana (UFMG 9538)
Leptodactylus labyrinthicus: BRASIL: MINAS GERAIS: Rio Acima (UFMG 19276)

Leptodactylus latrans: BRASIL: BAHIA: Sebastido Laranjeiras (UFMG 4789); MINAS
GERAIS: Bardo de Cocais (UFMG 10675, 10679); Catas Altas (UFMG 7204);
Conceicdo do Mato Dentro (UFMG 6368)

Leptodactylus mystacinus: BRASIL: MINAS GERAIS: Virgindpolis (UFMG 15477);
SANTA CATARINA: Caxambu do Sul (UFMG 3275)

Leptodactylus podicipinus: BRASIL: MINAS GERAIS: Januaria (UFMG 6711)

Leptodactylus troglodytes: BRASIL: MINAS GERAIS: S&o Jodo da Ponte (UFMG
20816)

Lithodytes lineatus: BRASIL: PARA: Vitdria do Xingu (UFMG 18266)
Paratelmatobius lutzi: BRASIL: SAO PAULO: Itatiaia (MZUSP 94624, 94627)
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Paratelmatobius poecilogaster: BRASIL: SAO PAULO: Bertioga (UFMG 3240, 21319)

Musculatura, visceras e osteologia:

Physalaemus aguirrei: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Linhares (CFBH 26259)

Physalaemus albifrons: BRASIL: BAHIA: Jacaraci (UFMG 4681); Pindobacu (UFMG
6150-51)

Physalaemus albonotatus: BRASIL: MATO GROSSO DO SUL: Corumba (UFMG
3604, 3624, 5658)

Physalaemus atlanticus: BRASIL: SAO PAULO: Ubatuba (CFBH 4311)
Physalaemus barrioi: BRASIL: SAO PAULO: S&o José do Barreiro (CFBH 30815)

Physalaemus biligonigerus: BRASIL: MATO GROSSO DO SUL: Corumba (UFMG
15839-41); RIO GRANDE DO SUL: Santo Antbnio (ZUEC 11469), Torres (ZUEC
20456-57)

Physalaemus bokermanni: BRASIL: SAO PAULO: (CFBH 12897)
Physalaemus camacan: BRASIL: BAHIA: llhéus (CFBH 35729)

Physalaemus carrizorum: BRASIL: SANTA CATARINA: Séo Bento do Sul (UFMG
9874-75)

Physalaemus centralis: BRASIL: GOIAS: Montes Claros de Goias (UFMG 5276);
MINAS GERAIS: Jaboticatubas (UFMG 5469, 5479); Varginha (UFMG 3736)

Physalaemus cicada: BRASIL: BAHIA: Jacaraci (UFMG 4685, 4694); MINAS
GERAIS: Belo Horizonte (UFMG 7834); Itacarambi e Manga (UFMG 8191-92);
Sebastido Laranjeiras (UFMG 4786)

Physalaemus crombiei: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Santa Teresa (UFMG 13723);
MINAS GERAIS: Mariana (UFMG 10437); Santo Antbnio do Itambé (UFMG 14750,
14811, 14814); Séo Gongalo do Rio Abaixo (UFMG 11849, 11904, 11912)
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Physalaemus cuqui: ARGENTINA (MACN 40953)

Physalaemus cuvieri: BRASIL: MINAS GERAIS: Baréo de cocais (UFMG 6582); Catas
Altas (UFMG 5170, 7959); Concei¢do do Mato Dentro (UFMG 11131); Passa Vinte
(UFMG 2659), Santana do Riacho (UFMG 10120)

Physalaemus deimaticus: BRASIL: MINAS GERAIS: Jaboticatubas (UFMG 14905);
Morro do Pilar (UFMG 16771)

Physalaemus ephippifer: BRASIL: PARA: Vitoria do Xingu (UFMG 18299, 18301);
BAHIA: Ilhéus (ZUEC 17495)

Physalaemus erikae: BRASIL: BAHIA: llhéus (ZUEC 17495)
Physalaemus erythros: BRASIL: MINAS GERAIS: Bardo de Cocais (UFMG 14938-39)

Physalaemus evangelistai: BRASIL: MINAS GERAIS: Santana do Riacho (UFMG
5587)

Physalaemus feioi: BRASIL: MINAS GERAIS: Caratinga (UFMG 13448); Divino
(UFMG 18595); Simonésia (UFMG 12847, 12863)

Physalaemus henselii: BRASIL: RIO GRANDE DO SUL.: Eldorado do Sul (UFMG
20192)

Physalaemus jordanensis: BRASIL: SAO PAULO: Campos do Jorddo (ZUEC 9741)
Physalaemus kroyeri: BRASIL: BAHIA: Jacaraci (UFMG 4757, 4825, 6161)

Physalaemus lateristriga: BRASIL: SANTA CATARINA: S&o Bento do Sul (UFMG
9836, 9873, 10176, 10186, 16666)

Physalaemus lisei: BRASIL: RIO GRANDE DO SUL: (UFMG 2679)
Physalaemus maculiventris: BRASIL: SAO PAULO: Apiai e Iporanga (CFBH 26731)
Physalaemus marmoratus: BRASIL: MINAS GERAIS: Curvelo (UFMG 2772, 2774),

Jaboticatubas (UFMG 5428, 5496); Rio Vermelho (UFMG 6514)
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Physalaemus maximus: BRASIL: MINAS GERAIS: Ouro Branco (UFMG 9623, 9626)

Physalaemus moreirae: BRASIL: SAO PAULO: Bertioga (UFMG 2713, 20314); Santo
André (UFMG 9475, 9478)

Physalaemus nanus: BRASIL: SANTA CATARINA: Florianopolis (UFMG 4613);
Indaial (UFMG 10105); Rancho Queimado (UFMG 6988)

Physalaemus nattereri: BRASIL: MATO GROSSO DO SUL: Corumba (UFMG 5650);
MINAS GERAIS: Ibia (UFMG 12439); Lassance (UFMG 19176); Uberlandia (UFMG
2342)

Physalaemus obtectus: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Cariacica (MBML 6060)

Physalaemus olfersii: BRASIL: MINAS GERAIS: Delfim Moreira (UFMG 18661); SAO
PAULO: Bertioga (UFMG 2741)

Physalaemus orophilus: BRASIL: MINAS GERAIS: Mariana (UFMG 10420); Morro do
Pilar (UFMG 8850)

Physalaemus riograndensis: BRASIL: RIO GRANDE DO SUL: Candiota (UFMG
20193-94)

Physalaemus rupestris: BRASIL: MINAS GERAIS: Rio Preto (UFMG 13371)
Physalaemus santafecinus: ARGENTINA: SANTA FE: Santa Fé (MACN 45263-64)

Physalaemus signifer: BRASIL: BAHIA: Prado (UFMG 4961, 5559); MINAS GERAIS:
Divino (UFMG 18591)

Physalaemus sp. nov. (aff. rupestris): BRASIL: MINAS GERAIS: Morro do Pilar
(UFMG 10120)

Physalaemus sp. n.(2): BRASIL: SANTA CATARINA: Séo Francisco do Sul (UFMG
8941)

Physalaemus spiniger: BRASIL: SAO PAULO: Iporanga (CFBH 6330)

Crossodactylodes bokermanni: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Castelo (UFMG 13769)
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Crossodactylodes itambe: BRASIL: MINAS GERALIS: Santo Antonio do Itambé (UFMG
14036)

Crossodactylodes izecksohni: BRASIL: ESPIRITO SANTO: Castelo (UFMG 13771);
Santa Teresa (UFMG 14219)

Edalorhina perezi (MZUSP 62051)

Engystomops petersi (MZUSP 62051)

Leptodactylus fuscus: BRASIL: MINAS GERAIS: Mariana (UFMG 9538)
Leptodactylus labyrinthicus: BRASIL: MINAS GERAIS: Rio Acima (UFMG 19276)

Leptodactylus latrans: BRASIL: BAHIA: Sebastido Laranjeiras (UFMG 5079);
Conceicao do Mato Dentro (UFMG 6368)

Leptodactylus podicipinus: BRASIL: BAHIA: Januaria (UFMG 6711)

Paratelmatobius lutzi: BRASIL: SAO PAULO: Itatiaia (MZUSP 94624, 94627)
Paratelmatobius poecilogaster: BRASIL: SAO PAULO: Bertioga (UFMG 3240, 21319)
Pleurodema diplolister: BRASIL: BAHIA: Umburanas (UFMG 6239)
Pseudopaludicola falcipes: BRASIL: SANTA CATARINA: Uruguaiana (UFMG 2781)
Pseudopaludicola mystacalis: BRASIL: (UFMG 6755)

Rupirana cardosoi: BRASIL: BAHIA: Mucugé (UFMG 4274)

Scythrophrys sawayae: BRASIL: BAHIA: Piraquara (UFMG 20658)

Scythrophrys sp. nov.. BRASIL: SANTA CATARINA: Rancho Queimado (UFMG
20656)
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APENDICE 1I: Nimeros de acesso do GenBank das sequéncias moleculares utilizadas na analise de evidéncia total.

Sequéncias 12S-

Taxon Voucher Localidade {RNAVaI-16S RAG-1 Referéncia
Physalaemus

Physalaemus aguirrei CFBH 19457 Linhares, Espirito Santo, Brasil KP146065 KP145999 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus albifrons CFBH 16137 Vigosa do Ceara, Ceard, Brasil KP146010 KP145948 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus albonotatus ZUEC 16418 Lambari D'Oeste, Mato Grosso, Brasil KP146051 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus atlanticus CFBH 7918 Ubatuba, S&o Paulo, Brasil KP145927/40 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus barrioi ZUEC 18146 Serra da Bocaina, S8o Paulo, Brasil KP146067 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus biligonigerus DCC-NB 12 Finca San Ramon, Salta, Argentina DQ337212 Ron et al. (2006)
Physalaemus biligonigerus ZUEC 13155 Cuiaba, Mato Grosso, Brasil KP146108 KP145988 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus bokermanni ZUEC 17448 Bertioga, S&o Paulo, Brasil KP145928/36 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus camacan ZUEC 17467 Ilhéus, Bahia, Brasil KP146094 KP145962 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus carrizorum LGE 8877 Parque P. Mocona, Misiones, Argentina KP146072 KP145953 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus centralis ZUEC 13697 Vitoria Brasil, Sdo Paulo, Brasil KP146061 KP145968 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus centralis ZUEC 13375 Porto Nacional, Tocantins, Brasil KP146062 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus cicada CFBH 19395 Novas Russas, Cear4, Brasil KP146064 KP146000 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus cicada CFBH 22682 Contendas do Sincora, Bahia, Brasil KP146063 KP145996 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus crombiei CFBH 14910 Sooretama, Espirito Santo, Brasil KP146095 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus cuqui LGE 8874 2.5 Km SE de Aguas Blancas, Salta, Argentina ~ KP146071 Lourencgo et al. (2015)
‘(‘Ei?ﬁ:g::gﬁwmlu,i)c uvieri” ZUEC 17897 Caruaru, Pernambuco, Brasil KP146012 Lourenco et al. (2015)
“Physalaemus cuvieri” ZUEC 13083 CrateUs, Ceara, Brasil KP146013 Lourenco et al. (2015)

(Linhagem 1B)
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“Physalaemus cuvieri”

(Linhagem 2) ZUEC 13366 Uberlandia, Minas Gerais, Brasil KP146027 KP145975 Lourenco et al. (2015)
‘(‘Eiwf;g::renmg)s cuvieri” ZUEC 14691 Porto Nacional, Tocantins, Brasil KP146047 KP145970 Lourenco et al. (2015)
Physalaemus deimaticus ZUEC 21193 Diamantina, Minas Gerais, Brasil KP146100 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus deimaticus UFMG 14861 P. E. do Pico do Itambé, Minas Gerais, Brasil MG663309 il

Physalaemus deimaticus UFMG 20113 Morro do Pilar, Minas Gerais, Brasil MG651917 Fxk

Physalaemus ephippifer ZUEC 13737 Belém, Par4, Brasila KP146004 KP145972 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus erikae CFBH 32463 Uruguca, Bahia, Brasil KP146008 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus erythros UFMG 15618 Bardo de Cocais, Minas Gerais, Brasil MG663316 falaled

Physalaemus erythros UFMG 5563 Catas Altas, Minas Gerais, Brasil MG663318 falaled

Physalaemus erythros UFMG 1415 Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil MG663321 Fxk

Physalaemus evangelistai MNRJ 55103 Catas Altas, Minas Gerais, Brasil KP146069 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus feioi ZUEC 16247 Vicosa, Minas Gerais, Brasila KP146080 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus fischeri MR 005 Calabozo, Guérico, Venezuela DQ337211 Ron et al. (2006)
Physalaemus gracilis AJC 95-228 Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil AY 680272 Pauly et al. (2004)
Physalaemus gracilis MNHN 9511 Bafiado de los Oliveras, Treintay Tres, Uruguay KP146073 KP145979 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus henselii MNHN 9512 LRJlrJLtjagSa;m 492, Pueblo Madera, Rivera, KP145924/34 Lourenco et al. (2015)
Physalaemus jordanensis CFBH 9903 Campos do Jorddo, Séo Paulo, Brasil KP146070 KP145997 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus kroyeri ZUEC 17481 Ilhéus, Bahia, Brasil KP146006 KP145941 Lourengo et al. (2015)
Physalaemus lateristriga ZUEC 18207 Iporanga, Séo Paulo, Brasil KP146077 KP145946 Lourencgo et al. (2015)
Physalaemus lisei CFBH 8527 ggr‘gsﬁranc'sco de Paula, Rio Grande do Sul, KP146074 KP145961  Lourenco et al. (2015)
Physalaemus lisei LGE 8878 Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil KP146075 KP145947 Lourenco et al. (2015)
Physalaemus maculiventris Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil KP146091 Lourenco et al. (2015)
Physalaemus maculiventris MZUSP 132062 Bananal, Sao Paulo, Brasil KP145929/37 KP145978 Lourenco et al. (2015)



Physalaemus maculiventris
Physalaemus marmoratus
Physalaemus maximus
Physalaemus moreirae
Physalaemus moreirae
Physalaemus nanus
Physalaemus nattereri
Physalaemus nattereri
Physalaemus nattereri
Physalaemus obtectus
Physalaemus olfersii
Physalaemus riograndensis
Physalaemus rupestris

Physalaemus rupestris

Physalaemus sp. n.
(aff. rupestris)
Physalaemus sp. n.
(aff. rupestris)

Physalaemus santafecinus
Physalaemus signifer
Physalaemus signifer
Physalaemus spiniger
Outros Leiuperinae
Edalohina perezi
Engystomops freibergi
Engystomops petersi
Pleurodema diplolister

MZUSP 132064

ZUEC 13399
UFMG 9625
CFBH 19491
CFBH 15162
CFBH 9377
ACJ 95267
ZUEC 11475
ZUEC 17506
MNRJ 35018
ZUEC 16250
LGE 8879
UFMG 13368
UFMG 13369

UFMG 12999

UFMG 16779

LGE 8880
CFBH-T 7508
TNHC 60073
ZUEC 14516

ZUEC 9623
ZUEC 9641

QCAZ 34940
ZUEC 13422

Bananal, S&o Paulo, Brasil

Séo José do Rio Preto, Séo Paulo, Brasil

Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil

Guaruja, Sao Paulo, Brasil

Ilha Bela, S&do Paulo, Brasil

Anitapolis, Santa Catarina, Brasil

Luis Antdnio, S&o Paulo, Brasil

Séo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil

Trés Lagoas, Mato Grosso do Sul, Brasil
Linhares, Espirito Santo, Brasil

Teresopolis, Rio de Janeiro, Brasil

5 Km N from Profundidad, Misiones, Argentina
P.E. Ibitipoca, Lima Duarte, Minas Gerais, Brasil
P.E. Ibitipoca, Lima Duarte, Minas Gerais, Brasil

Santana do Riacho, Minas Gerais, Brasil

Santana do Riacho, Minas Gerais, Brasil

Santa Fé, La Capital, Argentina
Congonhas do Campo, Minas Gerais
Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil
Curitiba, Parand, Brasil

Alto Jurud, state of Acre, Brazil

Foz do Tejo, Acre, Brasil

Puyo, Pastaza, Ecuador

Vassouras, Barreirinhas, Maranh&o, Brasil

KP146092
KP146083
KP146079
KP146089
KP146087
KP146096
DQ337208
KP146102
KP146103
KP146093
KP146078
KP146082
MG651898
KP 146099

MG651900

MG651904

KP146081
KP146090
DQ337209
KP146097

KP146104
KP146105

FJ668193
KP146101

KP145957

KP145971

KP145993

KP145994

KP145944

KP145992
GQ375520

Lourencgo et al. (2015)
Lourenco et al. (2015)
Lourenco et al. (2015)
Lourencgo et al. (2015)
Lourenco et al. (2015)
Lourenco et al. (2015)
Ron et al. (2006)

Lourencgo et al. (2015)
Lourencgo et al. (2015)
Lourengo et al. (2015)
Lourencgo et al. (2015)
Lourencgo et al. (2015)

*Kk%k

Lourencgo et al. (2015)

*kx

*kk

Lourencgo et al. (2015)
Lourencgo et al. (2015)
Ron et al. (2006)

Lourencgo et al. (2015)

Lourenco et al. (2015)
Targueta et al. (2010)
Lourenco et al. (2015)
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Pleurodema brachyops
Pseudopaludicola falcipes

Pseudopaludicola saltica

Leptodactylinae
Leptodactylus latrans
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus podicipinus
Paratelmatobiinae
Crossodactylodes izecksohni
Crossodactylodes bokermanni
Paratelmatobius cardosoi
Paratelmatobius poecilogaster

Rupirana cardosoi
Scythrophrys sawayae
Scythrophrys sp.
Cycloramphidae
Cycloramphus boraceiensis

Zachaenus parvulus

AMNH 139118
MACN 38647

ZUEC 14239

MACN 38648
AMNH 139088
LHUFCG 0244

UFMG 13747
MNRJ 38412
CFBH 3267
CFBH 3253

FJ 1171C 1112
CFBH 3185

CFBH 5757
CFBH 10120

Aishalton, Guiana
Corrientes, Argentina

Chapada dos Guimares, Mato Grosso, Brasil

Loma Verde, Escobar, Buenos Aires, Argentina

Aishalton, Guiana
Corumba, Mato Grosso do Sul, Brasil

Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil
Espirito Santo, Brasil
Paranapiacaba, S&o Paulo, Brasil
Paranapiacaba, Séo Paulo, Brasil
Mucuge, Bahia, Brasil

Sé&o Bento do Sul, Santa Catarina, Brasil
Rancho Queimado, Santa Catarina, Brasil

Picinguaba, Ubatuba, Sao Paulo, Brasil
Petrépolis, Rio de Janeiro, Brasil

AY843733
AYB843741

KJ147002

AY 844503

AY843688
DQ283404
KCA477245/0094

AY844470

KP146086
KC593359
EU224404
EU224400

KC593361

EU224417
EU224418/19

KC604034

DQ283097
JQ966107

Faivovich et al. (2005)
Faivovich et al. (2005)

Veiga-Menoncello et al.

(2014)

Faivovich et al. (2005)

Frost et al. (2006)
Pereira et al. (2015)

Lourengo et al. (2015)
Fouquet et al. (2013)

Lourengo et al. (2008)
Lourengo et al. (2008)

Fouquet et al. (2013)

Lourengo et al. (2008)
Lourengo et al. (2008)

Frost et al. (2006)
Lourencgo et al. (2008)

@ Topdtipo, *** Sequéncias gentilmente cedidas por L. B. Lourengo
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