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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 relacbes 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 Miuller,
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

Abaixo, listo os 200 caracteres incluidos na analise de evidéncia total da filogenia
de Physalaemus. Visando a padronizagdo, toda a informacgéo apresentada foi levantada
por observacdo direta, devido as variagcdes encontradas em comparacgdo as descrigdes,
diagnoses e trabalhos morfol6gicos consultados. Quando relevante, inclui uma discussédo

sobre a determinacdo dos estados e a variacdo encontrada nas espécies analisadas. A
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discussdo completa da variacdo dos estados de carater nas espécies analisadas foi
realizada junto a apresentacdo da arvore filogenética. As figuras apresentadas sao
ilustrativas e ndo correspondem a proporcdes reais.

1-64: Morfologia externa

As caracteristicas morfoldgicas externas, apesar de apresentarem grande varia¢do
e grandes taxas de convergéncia evolutiva, sdo Uteis na determinacéo das espécies. Para
a analise filogenética, inclui caracteres comumente utilizados nas descricGes, diagnoses e
andlises filogenéticas das espécies de Leptodactylidae, apesar de varias destas
caracteristicas terem se mostrado polimdrficas apds analise de varios exemplares da

mesma espécie.

1-3: Saco Vocal

Em Anura, 0s sacos vocais estdo presentes na maioria das espécies e sdo produtos
da interacdo de trés elementos: pele gular, musculatura superficial submandibular e
mucosa interna (Tyler 1971, Targino et al. 2019). A variacdo mioldgica é abordada na

sessdo de miologia.

1. Saco vocal em machos
0 ausente

1 presente

2. Saco vocal em machos: visibilidade
0 visivel externamente (Figura 1)

1 ndo visivel externamente
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Consideracdes: O saco vocal externo consiste numa modificagdo tegumentar que
pode variar de forma e posi¢cdo em Anura. A pele no saco vocal externo é fina e elastica,
podendo esticar-se em dimensdo semelhante ao tamanho do individuo. Liu (1935)
classifica 0s sacos vocais dos anuros em subgular unico, subgular par e lateral par. Nos
Leptodactylidae, o saco vocal, quando presente, & sempre subgular unico, variando seu
grau de distingdo (Figura 1). O estado 1 foi considerado apenas para os individuos machos
nos quais a pele na regido gular era completamente esticada e sem dobras,

semelhantemente a de fémeas da mesma espécie.

3. Saco vocal externo em machos: grau de distin¢ao
0 distinto (Figura 1A)
1 discreto, pouco distinto (Figura 1B)

Consideragdes: O saco vocal externo pode ser muito visivel externamente, mesmo
desinflado (Figura 1A), ou quase indistinto, sdo evidenciadas apenas discretas dobras nas

porcdes posterolaterais da gula (Figura 1B).
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Figura 1. Saco vocal em machos de A: Physalaemus centralis (UFMG 3737) B:
Physalaemus bokermanni (UFMG 7169).

5-12: ProjecGes tegumentares nas margens de dedos e artelhos

A contagem dos dedos das maos é apresentada de Il a V, seguindo Fabrezi &
Alberch (1996). Os caracteres a seguir seguem a proposta de Grant et al. (2006), que
considera as projecBes tegumentares em cada margem de cada digito como
independentes. No presente estudo, ndo encontrei variacdo entre a margem pré-axial e
pos-axial dos digitos, mas observei variacdo na presenca de fimbrias entre os diferentes
digitos. Em algumas espécies, os dedos Il e 11l ndo apresentaram fimbria, enquanto os
dedos IV e V apresentaram fimbria reduzida. A variacao das projecdes tegumentares nos
artelhos é similar a dos dedos, e o artelho | varia conforme os artelhos Il e I1l. Dessa
forma, visando incluir toda a variacdo encontrada com o menor nimero de caracteres,

propus abordar apenas a variacdo de dois dedos (111 e IV) e dois artelhos (111 e 1V).
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Codifiquei além da presenca e auséncia de projecdes tegumentares nos artelhos, o
grau de desenvolvimento. Defini como membrana a projecao tegumentar cuja largura em
sua base € consideravelmente maior que a largura na margem da falange distal do digito.
Por ndo ter evidéncias contrarias, considerei as fimbrias como homdlogas as membranas,
e, portanto, foram incluidas como estados do mesmo carater.

Os caracteres de fimbrias séo de dificil utilizacdo para Physalaemus, pois quando
presentes nas mdaos, sao muito reduzidas, e podem sofrer influéncia da fixacdo dos
exemplares. Membranas interdigitais desenvolvidas nos dedos das méos nao estdo
presentes em nenhuma das espécies analisadas, e essa variacdo foi incluida apenas nos

caracteres de artelhos.

5. Mdo, dedo Ill, margem pré-axial, fimbria
0 ausente ou indistinta (Figura 12)

1 presente (Figura 7)

6. Mdo, dedo I1l, margem pré-axial, fimbria: grau de desenvolvimento
0 reduzida (Figura 7)

1 desenvolvida

7. Mao, dedo IV, margem pré-axial, fimbria
0 ausente ou indistinta (Figura 12)

1 presente (Figura 7)

8. Méo, dedo IV, margem pré-axial, fimbria: grau de desenvolvimento
0 reduzida (Figura 12)

1 desenvolvida

9. Pé, artelho 111, margem pré-axial, projecdo tegumentar
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0 ausente ou indistinta

1 presente (Figura 9)

10. Pé, artelho 111, margem pré-axial, projecdo tegumentar: grau de desenvolvimento
0 fimbria pouco desenvolvida (Figura 10)
1 fimbria moderadamente desenvolvida (Figura 9)
2 membrana desenvolvida, dobrando-se sobre o dedo

11. Pé, artelho IV, margem pré-axial, projecdo tegumentar
0 ausente ou indistinta

1 presente (Figura 9)

12. Pé, artelho IV, margem pré-axial: grau de desenvolvimento
0 fimbrias pouco desenvolvidas (Figura 10)
1 fimbrias moderadamente desenvolvidas (Figura 9)

2 membrana desenvolvida, dobrando-se sobre o dedo

13. Pé, extremidade do artelho I11: dilatagcdo
0 ausente

1 presente

Consideracdes: Considerei como dilatacdo quando a largura na extremidade distal

do artelho era maior que a largura no seu comprimento.

14-23: Calosidade nupcial

As calosidades nupciais sé@o formadas por espessamentos de epiderme e derme
associadas, com ou sem a presenca de glandulas nupciais, sendo relacionadas a
otimizacdo do amplexo, aos embates entre machos e a producdo de feromonios

(Rodrigues 2016). As calosidades nupciais estdo presentes na superficie do dedo 1l de
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machos adultos da maior parte das espécies de leptodactilideos, mas apresentam diversas
variacdes no grupo. A tentativa de estabelecimento de homologias é dificil para esta
estrutura, pois, apesar de se localizarem em regides semelhantes, as calosidades nupciais
podem apresentar formas muito diferentes. Heyer (1975) propos trés estados de carater
para abordar a variacdo na familia: auséncia da calosidade sobre o dedo II; calosidade
marrom ou negra em forma de asperezas; presenca de calosidade em forma de um ou dois
espinhos cornificados. Aqui, sdo propostos 10 caracteres concordantes com a proposta de

Heyer (1975), na tentativa de incluir toda a varia¢do encontrada nas espécies estudadas.

14. Calosidade nupcial sobre o dedo Il em machos (CN)
0 ausente

1 presente

15. CN: forma
0 lisa
1 grandes espinhos (Figura 2A)
2 peguenos espinhos (Figura 2B)
3 asperezas (Figura 2C)

Consideracdes: As calosidades nupciais na superficie do dedo Il variam
amplamente em Anura. Considerei o estado liso para as calosidades que consistem em

apenas uma elevacdo dérmica na regido, sem formacao de projecdes ou ornamentos.
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Figura 2. Calosidades nupciais em Leptodactylidae A: Leptodactylus petersii (UFMG
12685) vista ventrolateral, B: Crossodactylodes itambe (UFMG 14032) C:
Paratelmatobius cardosoi (CFBH 31094) D: Physalaemus nattereri (UFMG 2342),

vistas dorsais. Fotos por Igor Rodrigues.

16. CN: posicdo em relagéo ao eixo dorsoventral
0 lateral (Figura 2A)
1 dorsolateral (Figura 2C, D, E)

Consideracdes: As calosidades nupciais estdo posicionadas dorsolateralmente em
relacdo ao eixo dorsoventral do corpo em Physalaemus. Com relacdo aos demais

Leptodactylidae analisados, as espécies de Pseudopaludicola, Paratelmatobius e
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Rupirana cardosoi também compartilham esse posicionamento, mesmo que tenham
calosidades nupciais de diferentes formas (asperezas, pequenos espinhos e grandes

espinhos, respectivamente), o que indica que este posicionamento independe da forma.

17. CN: diviséo
0 ausente (Figura 2 B, C)
1 presente (Figura 3A, B, C)

Consideracdes: As asperezas e pequenos espinhos podem aparecer em
agrupamentos ininterruptos (Figuras 2B, C e 7) ou podem ser interrompidos do fim do
calo metacarpal interno a porc¢do distal do metacarpo (Figura 2D e 3A, B, C). Os grandes
espinhos podem apresentar-se fusionados entre si, sem epiderme individualmente
circundado cada espinho, ou em uma estrutura Unica, indivisa (Figura 2B). Caréter 1 de

Rodrigues (2016).

18. CN cobrindo a regido carpal (proximal) do dedo
0 ausente
1 presente (Figura 3 A, B, C)

Consideragdes: A extensdo das calosidades nupciais € varidvel nos grupos
analisados (Figura 3). As calosidades nupciais em forma asperezas, como encontradas em
todos os Physalaemus cobrem a regido carpal em todas as espécies analisadas. Na forma

de espinhos, a calosidade nupcial pode cobrir ou néo a regido carpal.

19. CN cobrindo alguma regido do calo metacarpal interno
0 ausente
1 presente (Figura 2A, 3A, B, C)
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Consideracdes: Devido a dificil delimitacdo do calo metacarpal interno, optei por
considerar que o estado 1 se aplica a todas as espécies nas quais as calosidades nupciais
cobrem ao menos a por¢do proximal ou lateral do calo. Em alguns espécimes, a CN cobre
o calo metacarpal quase em sua totalidade, mas observei variacdo intraespecifica na

dimensdo da cobertura, e, portanto, optei por nao codificar essa variacao.

20. CN na falange
0 ausente (Figura 3A)
1 presente (Figura 3B, C)

Consideragdes: Diversas espécies analisadas tém sua calosidade nupcial cobrindo
alguma porc¢do da falange, embora a extensdo méxima da cobertura varie. 3 estados
discretos foram codificados e parecem refletir bem essa variagdo em Physalaemus.

Caréter 2 de Rodrigues (2016).

21. CN: extensdo maxima na falange
0 porcéo da falange proximal (Figura 3B)
1 toda a falange proximal (Figura 3C)

2 falange distal

Figura 3. Vista ventral das asperezas nupciais em machos de A: Physalaemus cicada
(UFMG 7830) B: Physalaemus camacan (CFBH 2121) e C: P. nattereri (UFMG 2342).
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22. CN: presenca de queratinizacdo
0 ausente
1 presente (Figura 3)

Consideracdes: A presenca de alto indice de queratinizacdo nos calos nupciais é
geralmente associado a firmeza do amplexo em ambientes aquaticos e a luta entre machos
na disputa por fémeas (Rodrigues 2016). Todas as espécies estudadas apresentaram
queratinizacdo nas calosidades nupciais. Em algumas espécies, a queratinizacdo nédo é
escura, mas preferi ndo codificar esta variacao, pois observei que em exemplares antigos

ou mal fixados a queratina pode clarear. Similar ao carater 4 de Rodrigues (2016).

23. Calosidade nupcial em fémeas
0 ausente

1 presente

Consideracgdes: Apesar de ser presente em espécies de alguns géneros de Anura,

nenhuma fémea das espécies analisadas apresentou calosidade nupcial.

24. Membrana timpéanica externa
0 ausente

1 presente (Figura 4)

Consideragdes: A visibilidade externa do timpano varia de acordo com a cobertura
tegumentar sobre a estrutura. Nos Leptodactylus, o timpano é visivel externamente devido
a uma modificacdo externa da pele na regido timpanica, que forma uma fina membrana
transparente que considerei como membrana timpanica externa (Figura 4). Essa estrutura

ndo corresponde a membrana timpanica caracterizada por Pereyra et al. (2016) como “um
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disco de pele altamente diferenciada, fina e ndo-glandular, cujas margens sao conectadas

ao anulo timpanico”, se referindo a uma estrutura subtegumentar.

Figura 4. Membrana timpanica externa em Leptodactylus mystacinus (UFMG 3275).

25-45: Textura da pele

Considero textura da pele modificacBes dérmicas externas como pregas,

tubérculos e granulos.

25. Tubérculos na palpebra
0 ausente
1 presente (Figura 5)

Consideragdes: Algumas espécies de Physalaemus possuem tubérculos na regido
palpebral, que se destacam da textura dorsal, predominantemente lisa. Em Engystomops,
os tubérculos estdo presentes em toda a regido dorsal, se estendendo pela regido palpebral,
sendo, portanto, indistintos da textura dorsal. Para ambos 0s casos, 0 estado presente foi

considerado.
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Figura 5. Tubérculos na palpebra de Physalaemus moreirae (UFMG 2715), macho.

26-27: Prega supratimpanica

A maior parte das espécies estudadas possui uma prega acima do local que
corresponde ao timpano, o qual, na maioria das espécies, ndo € visivel externamente. O
grau de desenvolvimento da prega supratimpanica varia de forma continua nas espécies

estudadas, e trés estados foram propostos de forma a incluir essa variagéo (Figura 6).

26. Prega supratimpanica
0 ausente (Figura 6A)
1 presente (Figura 6B, C)

27. Prega supratimpanica: grau de desenvolvimento
0 fracamente desenvolvida
1 moderadamente evidente, sem fim bem definido (Figura 6B)

2 muito evidente, alcancando a regido axilar (Figura 6C)

Considerages: A prega supratimpanica varia de forma continua nas espécies

estudadas. Estes trés estados foram propostos de forma a incluir essa variagdo (Figura 6).
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Figura 6. Vista lateral de A: Paratelmatobius cardosoi (MZUSP 21317) B: Physalaemus
santafecinus (MACN 45265) e Engystomops petersi (MZUSP 62048).

28. Tubérculo antebraquial
0 ausente
1 presente (Figura 7)
Consideracdes: Essa caracteristica foi observada por Miranda Ribeiro (1926) em

sua breve descricdo do género Pseudopaludicola, e utilizada por Lobo (1995) em sua

analise filogenética morfoldgica que incluiu, além de nove espécies de Pseudopaludicola,

onze espécies de Physalaemus.

Figura 7. Vista ventral da méo de Pseudopaludicola mystacalis (UFMG 2797), macho.
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29. Pregas transversais sobre as tibias
0 ausente
1 presente (Figura 8)

Consideracdes: Algumas espécies de Leptodactylidae possuem dobras dérmicas

transversais destacadas na regido dorsal tibial (Figura 8).

Figura 8. Coxa e tibia de Paratelmatobius cardosoi (UFMG 21317), macho.

30. Tubérculo metatarsal interno: queratinizacao
0 ausente
1 presente (Figura 9)

31. Tubérculo metatarsal interno: formato
0 eliptico (altura maior que largura) (Figura 10)

1 semicirculo (largura e altura aprox. iguais) (Figura 9)

Consideragdes: Duas formas bésicas de tubérculos metatarsais internos foram

encontradas nas espécies analisadas: eliptica, na qual a altura maxima ¢€
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consideravelmente maior que a largura maxima, e semicircular, na qual a altura e largura

maximas sdo aproximadamente iguais.

32. Prega metatarsal externa
0 ausente

1 presente

Consideragdes: A prega metatarsal, quando presente, se origina na margem pés-
axial do artelho V e segue na margem externa do metatarso até a altura do calo metatarsal

externo (Grant et al. 2006).

33-37: Prega tarsal

A prega tarsal é uma estrutura dérmica que se estende obliquamente ao longo da
superficie plantar do tarso (Grant et al. 2006). Em Physalaemus, € variavel a presenca de
prega tarsal distinta, e seu grau de desenvolvimento e extensdo também sdo variaveis

(Figura 9).

33. Prega tarsal
0 ausente ou indistinta

1 presente (Figura 9, 10)

34. Prega tarsal: grau de desenvolvimento
0 rudimentar (Figura 9)
1 moderadamente desenvolvida (Figura 10)

2 muito desenvolvida

35. Prega tarsal: extenséo

0 atingindo até metade do comprimento do tarso (Figura 10)
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1 atingindo mais que a metade do comprimento do tarso

36. Tubérculo tarsal
0 ausente ou indistinto

1 presente (Figura 10)

Consideragdes: Grant et al. (2006) consideraram a prega tarsal e o tubérculo tarsal
como uma estrutura unica, sendo o tubérculo um espessamento da prega na sua porcao
proximal. Nas espécies analisadas, o tubérculo tarsal se mostrou independente da prega

tarsal, e, portanto, codifiquei como caracteres distintos.

37. Segundo tubérculo tarsal
0 ausente

1 presente (Figura 9)

Consideragdes: Em alguns individuos, observei a presenca de um segundo

tubérculo tarsal conspicuo. N&o houve variacdo intraespecifica nos individuos analisados.

Figura 9. Vista ventral do pe e tarso de Physalaemus albifrons (UFMG 6150), macho.

38. Pele da superficie ventral do pé, textura
0 lisa (Figura 9)
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1 com tubérculos (Figura 10, 12)

Consideragdes: Algumas espécies de Physalaemus possuem tubérculos

supranumerarios na regido ventral dos pés (Figura 10).

Figura 10. Vista ventral da coxa, pé e tarso de Physalaemus lisei (UFMG 2679), macho.

39. Pele da superficie dorsal do tarso, textura
0 lisa

1 com tubérculos

40-42: Textura da pele dorsal

A textura da pele no dorso varia de forma continua nos Physalaemus. Grant et al.
(2006) codificaram a textura da pele dorsal como um carater em quatro estados: ausente,
granular posteriormente, fortemente granular e espiculada. N&o consegui observar
variacao na estrutura entre espiculas e granulos. Por este motivo, decidi considerar ambos

como granulos, até que estudos histolégicos sejam feitos.
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40. Pele dorsal, textura
0 predominantemente lisa (Figura 17)
1 predominantemente granulosa (Figura 11)

Consideracdes: Encontrei grande variacdo intraespecifica quanto a presenca de
granulos dispersos e muito pouco numerosos no dorso, e, com isso, preferi agrupar
espéecies com o dorso liso ou levemente granuloso no mesmo estado. O estado 1 foi
considerado quando presentes numerosos granulos dérmicos em todo o dorso. Pregas

longitudinais no dorso foram consideradas outro carater.

41. Pele dorsal, granulos, densidade
0 baixa, granulos muito espacados

1 alta, granulos recobrindo praticamente toda a regido dorsal (Figura 11)

Consideragdes: Os granulos, quando presentes em todo o dorso, podem se

apresentar em grande densidade (Figura 11) ou em baixa densidade.

Figura 11. Detalhe da pele dorsal de Engystomops petersi (MZUSP 62048).
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42. Pele dorsal, granulos, queratinizacdo
0 ausente (Figura 11)
1 presente

Consideracdes: Algumas espécies analisadas possuem queratinizacdo na regiao

mais superficial dos granulos.

43. Pele dorsal, pregas longitudinais
0 ausente
1 presente
44. Pele na regido ventral do abdémen, textura
0 lisa
1 granulosa

45. Pele ventral da coxa, textura
0 predominantemente lisa

1 predominantemente granulosa (Figura 10)

Consideracdes: A regido ventral da coxa pode ser predominantemente lisa, ou
predominantemente granulosa (Figura 17). Em alguns espécimes, observei que a regido
mais cranial é lisa, mas os dois tercos posteriores sdo granulosos, enquanto em outros
toda a regido ventral da coxa é granulosa. Devido a variacdo intraespecifica, e a possivel
interferéncia da fixacdo, considerei ambas as situaces no estado 1. Em poucas espécies

de Physalaemus observei a pele ventral da coxa predominantemente lisa.

46. Prega peitoral
0 ausente

1 presente (Figura 12)
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47. Prega abdominal
0 ausente
1 presente (Figura 12)

48. Ocelos proximos a regido cloacal
0 ausentes
1 presentes

Consideracdes: Observei em algumas espécies a presenca de um par de ocelos
proximos a regido cloacal, contrastantes do colorido dorsal. Pouca variacao

intraespecifica foi encontrada para essa caracteristica.

49. Ocelos inguinais
0 ausentes
1 presentes

Consideracdes: As glandulas inguinais podem ou nao estar associadas a ocelos,

manchas escuras e contrastantes (Figura 13).
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Figura 12. Ventre de Physalaemus carrizorum (UFMG 9875), macho.

50-57: Glandulas

Os anfibios possuem no tegumento glandulas mucosas, relacionadas a respiracéo,
reproducdo e balanco de agua, e as glandulas serosas ou granulares, relacionadas a
producdo de toxinas usadas na defesa (Duellman & Trueb 1986, Toledo & Jared 1995).
Ambas as glandulas podem formar macroglandulas. Glandulas inguinais e parotoides sdo

exemplos de macroglandulas serosas.

50-52: Glandulas inguinais

34



Lenzi-Mattos et al. (2005) analisaram a estrutura histoldgica e histoquimica das
glandulas inguinais de Physalaemus nattereri e constataram que sdao morfologicamente
semelhantes as glandulas serosas do resto da pele, exceto por suas dimensdes maiores.
Por serem importantes caracteristicas diagndsticas, codifiquei, além da presenca, sua

distingdo e formato, em vista externa.

50. Macroglandulas inguinais
0 ausente
1 presente

51. Macroglandulas inguinais: visibilidade em vista externa
0 indistinguiveis

1 evidentes

52. Macroglandulas inguinais: formato em vista externa
0 redondas, protuberancia discreta
1 globulares, grande protuberancia

2 discoidais, achatadas

Figura 13. Glandulas inguinais de Physalaemus nattereri (UFMG 2372), macho, em A:

vista externa e B: vista interna.
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53. Macroglandulas parotoides
0 ausente
1 presente

Consideracdes: As macroglandulas parotoides sdo aglomeracfes glandulares
localizadas na regido pos-orbital e supratimpanica (Antoniazzi et al. 2013) relacionadas
diretamente a defesa contra a predacdo. Devido a localizacdo e funcdo, separo as
macroglandulas parotoides da faixa glandular dorsolateral, que consiste em aglomeracao

glandular mais discreta pode se estender continuamente até a regido inguinal.

54. Faixa glandular dorsolateral
0 ausente
1 presente (Figura 14)

55. Faixa glandular dorsolateral: grau de desenvolvimento
0 Fracamente desenvolvida e fragmentada
1 Muito desenvolvida, continua da porgéao final da palpebra até a regido inguinal

Consideracdes: Algumas espécies de Physalaemus apresentam aglomerados
glandulares longitudinais na regido dorsolateral do corpo. Esse aglomerado pode ser
muito desenvolvido e continuo da porcdo final da palpebra até a regido inguinal (Figura

14).
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Figura 14. Vista ventral de Physalaemus lateristriga (UFMG 10176). A pele da metade

direita foi seccionada e estendida para visualiza¢do das glandulas internamente.

56. Macroglandulas na comissura oral
0 ausente

1 presente
57. Macroglandulas inframandibulares

0 ausente

1 presentes (Figura 15)

37



Figura 15. Regido gular de Engystomops petersi (MZUSP 62051), evidenciando as

macroglandulas inframandibulares.

58. Faixa escura dorsolateral
0 ausente
1 presente

59. Faixa escura dorsolateral: extenséo
0 atingindo até metade da distancia entre o olho e a regido inguinal
1 atingindo pelo menos dois tercos da distancia entre o olho e a regido inguinal

Consideracdes: N&o encontrei variacao intraespecifica quanto a presenca da faixa
escura dorsolateral. Em relacdo a sua extensdo, em algumas espécies em que na maior
parte dos individuos uma faixa escura dorsolateral se estende até a regido inguinal, em
alguns individuos observei que ela se estendia até cerca de dois tercos da distancia entre
o0 olho e a regido inguinal (Figura 16), e por isso considerei ambas as situa¢des no estado
1. Em diversas espécies analisadas, a faixa € pronunciada apenas até a metade da distancia

entre o olho e a regido inguinal.
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Figura 16. Vista lateral de Physalaemus feioi (UFMG 12847), fémea.

60. Abdomen, pigmentagéo
0 ausente

1 presente

Consideragdes: A pigmentacdo abdominal pode ser muito varidvel em
Leptodactylidae. Em Physalaemus, quando presente, a pigmentacdo consiste em
aglomeracbes de melanoforos escuros dispersas no abdémen (Figura 12). Devido a
dificuldade de estabelecer homologias com relacdo aos padrdes de coloragéo ventral de
todos os Leptodactylidae, e por ndo haver variacdo significativa em Physalaemus, optei

por codificar apenas a presenca e auséncia de pigmentacao.

61. Gula, pigmentagdo em machos
0 ausente

1 presente
62. Linha longitudinal despigmentada na regido gular

0 ausente

1 presente
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Consideracdes: A ocorréncia de uma linha mediana despigmentada na regido gular
(Figura 12) é um carater importante em Physalaemus, e foi sugerido por Cardozo &
Pereyra (2018) que € uma sinapomorfia putativa dos Physalaemus do grupo de P. gracilis

(sensu Lourenco et al. 2015).

63. Linha vertebral urostilar
0 ausente

1 presente

Consideragdes: Uma marcada linha despigmentada na pele dorsal, na regido do

urdstilo e facilmente observavel em algumas espécies analisadas (Figura 17).

Figura 17. Regido posterodorsal de Physalaemus lateristriga (UFMG 9836), macho.
64. Colorido inguinal (in vivo)

0 ausente, sem colorido inguinal contrastante

1 presente
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Consideracdes: Este carater foi codificado utilizando fotografias e dados de
literatura. Quando presente, o colorido inguinal em Physalaemus é um tom de vermelho

vivo.

65-88: Miologia

Caracteres musculares sdo, comparativamente as demais fontes de caracteres,
menos explorados, principalmente em analises filogenéticas. Ainda assim, diversos
trabalhos analisam a variacdo muscular entre os diferentes grupos em Anura (e.g. Burton
1983, 1996a, 1996b, 1998, 2001, 2004; Faivovich 2002; Hoyos et al. 2014; Hoyos &
Salgar 2016; Blotto et al. 2017). Caracteres musculares podem refletir a histdria evolutiva
dos grupos, mostrando as mudancas adaptativas ao estilo de vida (Burton 1998). Contudo,
caracteres de miologia tendem a ter pouca variacdo em nivel de género, e ha grande
influéncia da filogenia na morfologia dos musculos e tendbes (Fratani et al. 2018,
Oliveira-Lagoba et al. 2018). Apresento 24 caracteres de musculatura e tenddes, provindos

da variacdo dos principais complexos musculares observados nas espécies analisadas.

65-71: Musculatura superficial da gula

A musculatura superficial gular é formada pelos musculos submentalis,
intermandibularis e interhyoideus. Esses musculos estdo relacionados principalmente a
alimentacdo. O m. interhyoideus ainda apresenta grande diversidade morfologica

associada ao desenvolvimento do aparato vocal (Tyler, 1971).

65. M. intermandibularis: encontro das fibras
0 aponeurose (Figura 18, 19)
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1 rafe

66. M. intermandibularis: dimenséo da aponeurose
0 estreita (Figura 19)
1 ampla (Figura 18)

Consideragdes: Os musculos intermandibulares podem encontrar-se em uma
estreita linha (rafe), ou em uma aponeurose. Em Physalaemus, observei que essa
aponeurose varia muito em dimensdo, podendo ser estreita (Figura 19) ou ampla (Figura

18). Os estados se mostraram conservados em nivel de espécie.

67-68: M intermandibularis, elementos suplementares

Os elementos suplementares sdo pequenos feixes musculares originados do
elemento principal do m. intermandibularis que podem variar amplamente de forma
(Tyler 1971, Burton 1998, Verdade 2005). Os caracteres a seguir s&o semelhantes ao

carater 80 de Verdade (2005).

67. M intermandibularis: elementos suplementares
0 ausentes

1 presentes (Figura 18, 19)
68. M intermandibularis, elementos suplementares, dire¢éo das fibras musculares
0 anterolateral

1 anteromedial (Figura 18, 19)

69-71: M. interhyoideus
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O mdasculo interhyoideus, na maior parte das espécies de Anura, suporta
externamente a mucosa do saco vocal, associado ao m. intermandibularis. Sua forma varia

grandemente em Physalaemus.

69. M. interhyoideus: fibras
0 continuas

1 interrompidas medialmente (Figura 18)

70. M. interhyoideus em machos: condigéo
0 masculo esticado, pouco flacido (Figura 18)

1 musculo flacido, diferenciado em amplo saco (Figura 19)

71. M. interhyoideus em machos, margem posterior: desenvolvimento
0 n&o ultrapassa ou ultrapassa levemente a maxila (Figura 18)
1 atinge entre 1/3 e ¥ do nivel do m. deltodeus
2 atinge a porc¢éo posterior do m. deltoideus

3 alcanca o m. pectoralis esternalis

43



B 67(1)
’ 68(1)

65(1)
66(1)

» t&_
%

Figura 18. Musculos gulares de Physalaemus moreirae (UFMG 9478), macho. A: camada
superficial, B: segunda camada (mm. submentalis, intermandibularis e interhyoideus
retirados), C: terceira camada (mm. geniohyoideus medialis e lateralis retirados), D: m.

sternohyoideus esquerdo retirado.

72-74: Musculos gulares: segunda camada

Os mm. geniohyoideus medialis conectam-se a sinfise mandibular e a placa
hioide, e se localizam na segunda camada muscular, adjacentes aos mm. geniohyoideus

lateralis. Esse conjunto de musculos separam a camada muscular superficial da
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musculatura da lingua e sao responsaveis pela elevacdo do assoalho bucal (Regal e Gans.

1976).

72. M. geniohyoideus lateralis: dimensé&o da base
0 estreita (Figura 19)

1 ampla

Consideragdes: Este carater é similar ao carater 85 de Verdade (2005), e, embora

varie amplamente em Anura, ndo variou nas espécies analisadas.

73. M. geniohyoideus medialis: contato das fibras
0 em contato medial somente préximo a origem

1 contiguos medialmente em toda sua extensao

Consideragdes: Carater 83 de Verdade (2005). Figura 19.

74. M. geniohyoideus medialis: origem
0 diretamente na regido da sinfise mandibular, adjacente ao m. genioglossus
1 através de um tenddo na regido da sinfise madibular, dorsalmente ao m.

genioglossus

Consideragdes: Carater 84 de Verdade (2005). Figura 19.

75. M. genioglossus: composi¢éo
0 um Unico elemento
1 dois elementos, um dorsal e um ventral

2 trés elementos, ventral, medial e superficial

Consideragdes: O m. genioglossus origina-se na regido da sinfise mandibular e

penetra na lingua, subdividindo-se. Horton (1982) observou a variagdo na composi¢ao do
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m. genioglossus, e propds trés estados. O estado O deste trabalho corresponde ao estado |
de Horton (1982), o estado 1, ao estado Il, e o0 estado 2 ao estado Ill. Carater 88 de

Verdade (2005).

76. M. sternohyoideus: posicdo da inser¢do na superficie ventral da placa do hioide
0 na linha medial

1 proximas a margem lateral (Figura 18, 19)

Consideragdes: Similar ao carater 15 de Heyer (1975). Carater 90 de Verdade
(2005).

77. M. petrohyoideus anterior: inser¢do no hioide
0 todas as fibras no corpo ventral do hioide (Figura 18, 19)
1 parte das fibras na borda, parte no corpo ventral da placa do hioide

2 na borda lateral da placa hioide

Consideracgdes: Similar ao carater 14 de Heyer (1975) e 91 de Verdade (2005).
Estes autores agruparam os dois primeiros estados propostos aqui em um Unico estado, e

optei por codificar um novo estado intermediério.

78-79: M. omohyoideus

Os mm. omohyoideus, quando presentes, originam-se na margem ventral da

escapula e inserem-se no hioide, em pontos variaveis.

78. M. omohyoideus
0 ausente

1 presente
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Consideracdes: Carater 92 de Verdade (2005).

79. M. omohyoideus: inserc¢do no hioide

0 no processo posterolateral (Figura 19)

1 na extremidade da placa, entre os processos posteromedial e posterolateral
(Figura 20)

Consideracdes: Similar ao carater 16 de Heyer (1975).

Figura 19. Musculos gulares de Physalaemus lisei (UFMG 2679), macho. A: camada

superficial B: segunda camada (mm. submentalis, intermandibularis e interhyoideus
retirados) C: terceira camada (mm. geniohyoideus medialis e lateralis retirados) D: mm.
sternohyoideus retirados.
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Figura 20. Porcdo posterior do hoide de Physalaemus biligonigerus (ZUEC 20457),

macho. Mdsculos gulares removidos, exceto omohyoideus.

80: Musculatura mandibular

Os musculos mandibulares constituem a maior parte dos musculos da regido da
cabeca e sdo responsaveis pela contracdo da mandibula para fechamento e abertura. Esse
conjunto muscular € muito conservado, e apenas os mm. levator mandibulae pareceram

apresentar variacdes nas espécies analisadas.

80. Mm. levator mandibulae: sobreposi¢do em relacéo aos frontoparietais
0 ausente (frontoparietais visiveis)
1 presente (frontoparietais ndo visiveis)

Consideragdes: Como discutido por Verdade (2005), ha uma variag¢éo continua no
grau de sobreposi¢do dos mm. levator mandibulae aos frontoparietais. Decidi codificar o
estado presente somente quando a sobreposicao € completa, e os frontoparietais ndo séo

visiveis em vista dorsal.

81. M. ileolumbaris em relacdo a diap6fise sacral
0 ndo cobre sua extremidade distal (Figura 21)
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1 cobre sua extremidade anterodistal

Consideragdes: O m. ileolumbaris origina-se na extremidade anterior do ileo e
estende-se em direcdo anterior até inserir-se no processo transverso da vértebra pré-sacral
IV (Verdade 2005). Em algumas espécies, este musculo recobre a extremidade distal da

diapofise sacral. Similar ao carater 98 de Verdade (2005).

82. M. abdutor indicis longus em machos: grau de desenvolvimento
0 pouco desenvolvido

1 hipertrofiado

Consideracdes: O desenvolvimento do m. abdutor indicis longus é o principal
responsavel pela hipertrofia dos bracos de machos em relacdo a fémeas da mesma espécie.
Machos de algumas espécies de Physalaemus possuem este musculo hipertrofiado, e
alguns, pouco desenvolvido. Para analise deste carater, comparei macho e fémea da
mesma espécie, sempre que possivel. Quando o musculo tinha largura similar em macho
e fémea, considerei pouco desenvolvido, e quando era consideravelmente mais
desenvolvido em machos, considerei hipertrofiado. Verdade (2005) considera que o m.
abdutor indicis longus € aparentemente formado por trés feixes musculares, e observou
que a hipertrofia pode ser presente apenas no feixe superior, ou nos feixes transversal e
superior. Aqui, considero a hipertrofia do mdsculo como um unico estado, devido a

dificuldade na diferenciagéo precisa destes feixes musculares.

83. M. iliacus externus: extensdo em relagdo ao ileo
0 até metade do seu comprimento (Figura 21)

1 por volta de 3/4 do seu comprimento
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Consideracdes: Relacionado a movimentacdo do fémur, o m. iliacus externus
recobre o ileo em extensdes variadas. Modificado do carater 17 de Heyer (1975). O estado
2 proposto por Heyer (1975), referente a cobertura total do ileo pelo m. iliacus externus

ndo foi codificado, por néo ter sido encontrado em nenhum dos espécimes analisados.

Figura 21. Musculos da regido posterodorsal de Physalaemus kroyeri (UFMG 4825).
84. M. peroneus: grau de desenvolvimento em relagéo ao m. plantaris
0 aproximadamente da mesma largura

1 muito mais largo

Consideracdes: Observei que a largura maxima do m. peroneus varia muito nos

Leptodactylidae. Para observacdo dos musculos, seccionei a base proximal e desloquei a
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musculatura, pois pode-se ter uma falta impressdo da dimensao do m. peroneus devido a

sua posicdo dorsolateral.

Figura 22. Membros inferiores direitos de Physalaemus lisei (UFMG 2679), macho.

85. Méo, dedo 11, m. extensor indicis brevis superficialis, tendao
0 ausente

1 presente

Consideracdes: Burton (1998) ja havia observado que o m. extensor brevis
superficialis digitii Il em Leptodactylidae, e sugeriu que a origem deste masculo, no
carpal e radial, era uma condi¢do Unica compartilhada por Leptodactylus e Hydrolaetere,
corroborando o estreito relacionamento entre essas espécies. Embora néo tenha incluido
este carater, percebi que a inser¢do do musculo no dedo Il ocorria por um tenddo, em

algumas espécies de Physalaemus, ou diretamente na falange.

86. Mé&o, metacarpal 11, insercdo do m. extensor digitorum communis longus

0 ausente
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1 presente

Consideragdes: O m. extensor digitorum communis longus é o musculo mais
superficial do dorso da méo e é responsavel pela extensao dos dedos. Ele pode se inserir

apenas nos dedos 1V e V, ou nos dedos 111, IV e V.

87. Mao, dedo Ill, m. lumbricalis longus
0 1 feixe e 1 tenddo

1 2 feixes e 2 tenddes

Consideracdes: A variacdo encontrada para o m. lumbricalis longus digitii 111 se

refere ao nimero de feixes e tenddes. Carater 105 de Verdade (2005).

88. Alcance do xifoesterno em relacdo a musculatura abdominal
0 Até o inicio do m. rectus abdominis
1 Até fim do primeiro terco m. do rectus abdominis

2 Até o fim do segundo terco do m. rectus abdominis

Consideracgdes: Nas espécies analisadas, o alcance do xifisterno em relacéo ao
abdémen varia amplamente. Propus trés estados com relacdo ao musculo rectus

abdominis para abordar essa variagéo.

89-100: Visceras

Anfibios compartilham com outros vertebrados ectotérmicos um sistema de
pigmentacdo extracutanea que consiste em células portadoras de melanina em varios
orgdos e tecidos (Franco-Belussi et al. 2011). Aspectos morfofuncionais dessa

pigmentacéo visceral ainda sdo desconhecidos (Corsaro et al. 2000, Provete et al. 2012).
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Para andlise e codificacdo dos caracteres, utilizei a proposta por Franco-Belussi et al.
(2009), com a variacdo de despigmentacédo (categoria O de Franco-Belussi et al. 2009),
pigmentacdo parcial (combinacdo das categoria 1 e 2 de Franco-Belussi et al. 2009) e
pigmentacdo completa (categoria 3 de Franco-Belussi et al. 2009).

Zieri et al. (2015) mostraram que 0s hormonios sexuais alteraram a pigmentacao
dos melanomacrofagos hepaticos e melandcitos testiculares, e, portanto, as caracteristicas
relacionadas a 6rgdos sexuais a pigmentacdo dos 6rgaos foram analisadas apenas em
individuos adultos.

Além de caracteres de pigmentacéo, caracteres de tamanho proporcional de 6rgéos

foram propostos.

89. Peritdnio abdominal
0 transparente
1 iridiscente

2 escuro

90. Pulmé&o: pigmentacao
0 despigmentado (Figura 23)
1 parcialmente pigmentado

2 completamente pigmentado

91-94: Figado

Duellman & Trueb (1986), apesar de ndo analisarem a fundo a anatomia do figado
de anfibios, mencionam que anuros possuem figado bilobado. Franco-Belussi et al.

(2012) descreveram a anatomia, histoquimica e ultraestrutura do figado de Physalaemus

53



nattereri durante a estacdo reprodutiva e observaram trés lobos: direito, medial, e
esquerdo, sem subdivisGes em lobulos.

Constatei que nas espécies analisadas, a relacdo de tamanho entre os I6bulos varia
grandemente entre as espécies analisadas, e pouco intraespecificamente.

Analisei a pigmentacdo do figado apenas dos machos adultos, considerando 0s
resultados de Zieri et al. (2015) que mostraram a influéncia positiva da testosterona no

aumento da pigmentacao hepatica.

91. Figado: pigmentacdo
0 ndo pigmentado
1 parcialmente pigmentado (Figura 23)

2 completamente pigmentado

92. Figado: numero de lobos
0 dois
1 trés (Figura 23)

93. Figado: tamanho do lobo direito em relagdo ao esquerdo
0 maior
1 menor

2 aproximadamente mesmo tamanho (Figura 23)

94. Figado: tamanho do lI6bulo medial em relagéo ao I6bulo direito
0 maior
1 menor

2 aproximadamente mesmo tamanho (Figura 23)
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95-97: Testiculos maduros

95. Testiculo maduro: pigmentacdo
0 ausente
1 parcial

2 completa

Consideracdes: Franco-Belussi et al. (2009) analisaram a pigmentacéo testicular
de 17 espécies de Leptodactylidae, sendo 5 espécies de Physalaemus. Eles reportaram
pigmentacéo testicular em todas as espécies de Physalaemus analisadas, com variacdo
intraespecifica principalmente entre os estados de pigmentacdo parcial e completa. Na
maioria das espécies analisadas neste trabalho, encontrei uma baixa variagdo

intraespecifica e, por isso, optei por codificar este carater.

96. Testiculo maduro: comprimento em relacdo do aos rins
0 pequeno, aprox. 1/3
1 médio, aprox. 1/2 (Figura 23)
2 grande, > 2/3

97. Testiculo maduro: comprimento em relacdo ao CRC
0 menor ou igual a 10%
1 maior que 10% e menor que 15%

2 maior que 15%

Consideracdes: Frequentemente, o tamanho dos testiculos é medido em
comparacdo ao tamanho dos rins. Percebi que em alguns individuos, o comprimento dos

testiculos era relativamente pequeno em relagdo ao comprimento rostrocloacal, mas era
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semelhante ao comprimento dos rins. Por historicamente a comparagdo do tamanho dos

testiculos ser referente ao dos rins, codifiquei as duas formas de comparacao.

98. Odcitos maduros: pigmentacdo
0 ndo pigmentado
1 completamente pigmentado
2 parcialmente pigmentado

99. Atrio: pigmentacio
0 ausente
1 parcial

2 completa

100. Baco: pigmentacdo
0 ausente

1 parcial

2 completa

Figura 23. Visceras de Physalaemus lisei (UFMG 2679), vista ventral.
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101-200: Osteologia

A osteologia dos anuros foi amplamente estudada, e, inicialmente serviu de base
para a divisdo de dois grandes clados definidos pelo padréo da cintura peitoral arcifera ou
firmisterna (Cope 1864). Noble (1922) estabeleceu 5 subordens de anuros baseando-se
majoritariamente nas diferencas da estrutura do centro vertebral. Ja nas Ultimas décadas,
a morfologia foi estudada de forma mais completa, e caracteres osteologicos de todo o
sistema esquelético foram sendo incluidos em trabalhos comparativos em niveis mais
especificos (e.g. Lynch 1971, Tihen 1962, Duellman 1970, Trueb 1970), demonstrando a
importancia dos caracteres osteologicos nos estudos de relacionamento evolutivo em
Anura. Lynch (1971) incluiu em sua extensa analise, a familia Leptodactylidae (sensu
Pyron & Wiens 2011), e foi a principal base para a elaboracdo dos caracteres a seguir,

aliado aos subsequentes trabalhos de Heyer (1975, 1983a).

101-154: Cranio

O crénio constitui a maior fonte de caracteres deste trabalho. Nos anuros, ele é
formado por ossos dérmicos, originados de tecido conjuntivo, e 0ssos endocondrais,
originados a partir da substituicdo de elementos cartilaginosos. Os 0ssos endocondrais
formam o neurocranio e o aparato auditivo, além da articulacdo da mandibula e da sinfise
mandibular. Os ossos dérmicos formam a camada superficial que protege o neurocranio

dorsal, lateral e ventralmente.

101. Crénio: largura em relagdo ao comprimento
0 maior
1 menor (Figura 29)
2 aprox. igual (Figura 27)
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102-107: Frontoparietais

Os frontoparietais sdo 0ssos dermicos que revestem a maior parte da regido dorsal
da caixa craniana. Na maioria dos anuros, séo pares (Trueb 1973), mas podem ser
completamente fusionados, sem indicacdo de uma linha de sutura medial. Outra variagéo
nos frontoparietais envolve a extensdo de ossificagdo marginal (Trueb 1973). Em parte
dos Leptodactylidae, a ossificacdo € maxima, e a margem anterior dos frontoparietais
articula com a margem posterior dos nasais, e a as margens mediais se articulam em todo
0 comprimento dos 0ssos. Entretanto, a extensdo da ossificacdo € amplamente variavel

na familia.

102. Frontoparietais: separacao medial
0 ausente ou estreitamente separados (Figura 27A)

1 amplamente separados

103. Alargamento das junturas inter-frontoparietais
0 ausente

1 presente (Figura 27A)

Consideracdes: Em algumas espécies, os frontoparietais sdo mais separados na

porcdo mais anterior (Figura 24) e a dimensao desse afastamento também é variavel.

104. Alargamento das junturas inter-frontoparietais: dimensao
0 a partir do terco anterior
1 a partir do quarto anterior
2 a partir do quinto anterior

3 apenas na extremidade anterior (Figura 27A)
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105. Frontoparietais: formato da margem posterior
0 cbncavo
1 reto (Figura 27A)

2 convexo

106. Frontoparietais, processo posterolateral
0 ausente
1 presente (Figura 27A)

107. Frontoparietais: contato com nasais
0 ausente

1 presente

108-111: Esfenetmoide

O esfenetmoide é um 0sso invariavelmente presente, que forma a caixa craniana

(Trueb 1973). O tamanho de sua porcdo ossificada é altamente variavel em Anura, assim

como sua visibilidade dorsal, entre os nasais e os frontoparietais. Nos Leptodactylidae, €

um o0sso inteiramente endocondral. Na maioria dos anuros, as duas metades do

esfenetmoide estdo fusionadas (Trueb 1993).

108. Esfenetmoide: visibilidade em vista dorsal
0 ausente

1 presente

109. Esfenetmoide: contato com nasais
0 ausente (Figura 24A)
1 presente (Figura 24B, 24C, 27A)
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110. Esfenetmoide: extensdo do contato com nasais
0 apenas ventromedialmente
1 medial e posteriormente (Figura 24B)

2 apenas posteromedialmente (Figura 24C)

111. Esfenetmoide: contato com fenestra Optica
0 ausente (Figura 28A, 28B)

1 presente, esfenetmoide margeia anteriormente a fenestra optica (Figura 27B)

Consideragdes: Em todas as espécies em que a cartilagem orbital é vestigial, o
esfenetmoide margeia anteriormente a fenestra dptica. Na maior parte das espécies
analisadas em que a cartilagem orbital € desenvolvida, o contato do esfenetmoide com a
fenestra Optica é ausente. Contudo, observei individuos que possuem cartilagem orbital
desenvolvida, mas interrompida anteriormente, onde o esfenetmoide faz contato com a
fenestra Optica. Portanto, optei por codificar, além deste carater, o grau de
desenvolvimento da cartilagem orbital. Similar ao carater 57 de de S& et al (2014). Figura

36.

112. Nasais: proximidade
0 amplamente separados (Figura 24A, 24C)

1 em contato ou estreitamente separados (Figura 24B)

Consideragdes: Lynch (1970) define os Physalaemus (incluindo Engystomops)
com um conjunto de caracteristicas na qual inclui “ossos nasais grandes, em contato
medial”. Apesar de a maioria dos Physalaemus possuir contato medial entre 0s nasais,

essa € uma caracteristica que se mostrou variavel no grupo.
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Figura 24. Regido anterodorsal do cranio de A: Physalaemus erythros (UFMG 14939),
B: Physalaemus maculiventris (CFBH 26731) e C: Physalaemus maximus (UFMG 9623).

113-121: Arco maxilar

O arco maxilar é composto por trés 0ssos dérmicos: quadradojugal, maxila e pré-
maxila. O quadradojugal articula o cranio com a maxila e encontra-se ausente em alguns

géneros de Leptodactylidae, como Pleurodema e Pseudopaludicola (Lynch 1971). A pré-

61



maxila é um 0sso par, na margem anterior do cranio (Trueb 1973), cujos processos alares

podem variar em orientacdo nos Leptodactylidae (Lynch 1971). As maxilas sdo 0s

maiores componentes do arco maxilar (Trueb 1973), e cada componente da maxila

consiste em uma pars dentalis, que pode ou ndo portar dentes, uma pars palatina (Trueb

1973) e uma pars facialis. A pars facialis pode possuir um processo pré-orbital e um

processo pos-orbital, este ndo encontrado em nenhuma das espécies analisadas.

113. Maxila: contato com nasais
0 ausente

1 presente

Consideracdes: Carater 134 de Grant et al. (2006).

114. Maxila, pars facialis: processo pré-orbital
0 ausente

1 presente

115. Maxila, pars facialis: término da regido posterior
0 gradual
1 abrupto

Consideragdes: Carater 45 de de S& et al. (2014).

116. Maxila, dentes
0 ausentes (Figura 25)
1 presentes (Figura 27B, 28A, 28B)

117. Maxila, dentes: extensao

0 ate a altura do terco anterior das Orbitas

1 até metade da altura das Orbitas o quadradojugal (Figura 27B)

2 até o ponto de contato com o quadradojugal
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118. Maxila e pre-maxilas: relagdo em vista ventral
0 estreitamente separadas
1 em contato, mas sem sobreposicao

2 sobreposicao da maxila sobre a pré-maxila (Figura 27B)

Figura 25. Cranio de Physalaemus maculiventris (CFBH 26731), macho, vista ventral.
Os formatos circulares vistos lateralmente as asas do parasfenoide na imagem provém de

artefatos de fixacéo.

119. Pré-maxila, processo alar: orientacdo longitudinal
0 dorsomedial
1 dorsal
2 dorsolateral
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120. Quadradojugal
0 ausente
1 presente

121. Quadradojugal, articulagdo com maxila: posicédo
0 no ter¢o anterior da Orbita
1 na metade da 6rbita (Figura 27)
2 no ultimo terco da orbita (Figura 29)

3 no limite posterior da 6rbita ou posterior a Orbita

122-125: Esquamosal

Os esguamosais sdo 0ssos dérmicos pares, invariavelmente presentes (Trueb
1973). Sdo compostos por trés ramos: zigomatico (anterodorsal), ventral e oOtico
(posterodorsal). As maiores variacdes do esquamosal consistem na presenca e natureza

do ramo zigomatico e na natureza do ramo 6tico (Trueb 1973).

122. Esquamosal, ramo zigomaético: comprimento em relagdo ao ramo 6tico
0de 11 a40%
1de 41 a70% (Figura 26B)
2 de 71 a 100% (Figura 26A)
3 de 101 a 130%

123. Esquamosal, ramo ético: comprimento em rela¢do ao ramo ventral
0 de 15 a 50%
1de51a85%
2 de 86 a 100%
3de 101 a130%
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124. Esquamosal, ramo zigomatico: contato com maxila
0 ausente
1 presente

125. Esquamosal, ramo ético: sobreposicdo a crista parotica
0 ausente
1 presente

126: Pterigoide

Os pterigoides sdo 0ssos dérmicos pares, e trirradiados na maior parte dos anuros

(Trueb 1973).

126. Pterigoide, ramo anterior: comprimento em relacdo ao ramo medial
0 aprox. 2x

1 discretamente maior ou aprox. igual

Consideracdes: Considerei discretamente maior quando a diferenca de

comprimento ndo excedeu 30%. Similar ao carater 89 de de Sa et al. (2014).

127-132: Aparato auditivo

A maioria dos anuros possui um aparato auditivo complexo, caracterizado pela
presenca de uma janela oval, o opérculo, usualmente separado da columela, e um anulo
timpanico (Trueb 1993). A columela ¢ dividida em trés partes: pars externa plectri, pars
media plectri e pars interna plectri. Pereyra et al. (2016) fizeram uma extensa analise da
presenca de cada um dos componentes do ouvido medio, e concluiram que a presencga do

anulo timpanico implica na presenca de columela, mas o contrario ndo é verdadeiro.
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Ainda assim, optei por codificar a presenca das duas estruturas. Ja a presenca de
membrana timpanica ndo foi codificada, pois considerei um carater de dificil
visualizacao, e parte das minhas observacdes ndo concordaram com Pereyra et al. (2016).
Essa questdo serd abordada em um estudo posterior mais detalhado.

Para esta analise, adotei 0 mesmo critério de Pereyra et al. (2016), considerando

as estruturas vestigiais no estado ausente.

127. Columela
0 ausente

1 presente

128. Anulo timpanico
0 ausente

1 presente

129. Anulo timpanico: fusdo com crista pardtica
0 ausente (Figura 26A)

1 presente (Figura 26B)

129(0)

Figura 26. Detalhes do aparato auditivo de A: Physalaemus obtectus (MNMA 6060) e B:

Physalaemus atlanticus (CFBH 4311) em vista dorsolateral.
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130. Anulo timpanico: didmetro maximo em relacdo ao comprimento da 6rbita
0 de 21 a 30%
1de 31 a40%
2 de 41 a 50%
3 de 51 a 60%

Consideragdes: Para analise do didmetro maximo do &nulo timpanico, escolhi o
comprimento maximo da oérbita para comparacdo, j& que esse comprimento ndo se
mostrou muito varidvel nas espécies estudadas. A medicdo de ambos foi feita em vista

dorsolateral.

131. Pars externa plectri: dilatacdo da extremidade anterior
0 ausente (Figura 26B)
1 presente (Figura 26A)

Consideracdes: Na maioria dos individuos analisados, a pars externa plectri é
consideravelmente mais larga no ponto de contato com o anulo timpanico, em
comparagdo ao ponto de contato com a columela. Em algumas espécies, contudo, a
largura da pars externa plectri é aproximadamente constante em todo o seu comprimento.

Considerei dilatacdo quando a diferenca de largura foi maior que 40%.

132. Pars externa plectri: dimensdo da extremidade anterior em relagdo ao anulo
timpanico

0 <50%

1 entre 51 e 55%

2 acima de 56%

67



133. Cartilagem orbital
0 ausente
1 presente

134. Cartilagem orbital: mineralizacao
0 ausente
1 parcial
2 total
135. Forame oculomotor: constituicao
0 encerrado completamente em cartilagem
1 encerrado parcialmente por cartilagem medialmente (Figura 28B, 29)

2 encerrado completamente pelo prootico

136. Forame prodtico: constitui¢do
0 encerrado completamente em cartilagem
1 encerrado parcialmente por cartilagem medialmente

2 encerrado completamente pelo prootico (Figura 29)

137. Confluéncia dos forames prodtico e oculomotor
0 ausente

1 presente (Figura 28A)

Consideragdes: Em alguns individuos, apenas um grande forame pOde ser
visualizado na posicéao correspondente aos forames prodtico e oculomotor. Observei que,

na maioria destes individuos, ha ainda indicios da divisédo dos forames (Figura 27B).

138. Confluéncia dos forames proético e oculomotor: grau
0 parcial (Figura 27B)
1 completa (Figura 25, 28A)
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101(2)

118(2)

Figura 27. Créanio de Physalaemus biligonigerus (ZUEC 11469) em vistas A: dorsal e B:

ventral.
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139-144: Parasfenoide

O parasfenoide é um osso dérmico ventral, trirradial, normalmente com formato
de T invertido, sendo composto por um processo cultriforme medial e dois processos
alares laterais (Trueb 1973). H4, ainda, um processo posteriomedial, que pode ser muito
reduzido, ou se estender até o tectum synoticum. Em espécies com alto grau de fusdo

entre 0s 0ss0s, 0 processo cultriforme é indistinto.

139. Paraesfenoide, processo cultriforme: estreitamento anterior
0 ausente

1 presente (Figura 27)

140. Parasfenoide, processo cultriforme: formato da extremidade anterior
0 arredondada
1 triangular (Figura 25, 28A, 28B)
2 reta

141. Paraesfenoide, processo cultriforme: estreitamento posterior
0 ausente (Figura 27B)
1 presente (Figura 27A)

142. Parasfenoide, asa: constricdo média, dando aspecto de garra
0 ausente
1 presente (Figura 25)

143. Parasfenoide, asas: orientagéo
0 posterodorsal (Figura 28B)
1 lateral, perpendicular ao eixo axial do cranio ou levemente inclinadas

posterodorsalmente (Figura 27)
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144. Parasfenoide, processo posteromedial: extensdo em relacdo tectum synoticum
0 néo alcanga (Figura 27B)
1 alcanga, ou fica muito proximo (Figura 25)

144(0)

139(1)
140(1)

133(1)

134(0) *
: 137(1)

138(1)

=

141(0)

133(1)

134(0) 135(1)
136(2)
137(0)

149(0)
150(1)

Figura 28. Detalhes do cranio de A: Physalaemus spiniger (CFBH 6330) e Physalaemus

moreirae (UFMG 20314), vista ventral.
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145-150: Neopalatinos

Os neopalatinos sdo 0ssos dérmicos pares, localizados na superficie ventral do
planum antorbitale, na margem anteroventral da orbita (Trueb 1973). Nos anuros, 0s

neopalatinos podem ser reduzidos ou ausentes.

145. Neopalatinos
0 ausentes

1 presentes

146. Neopalatinos: sobreposicdo ao esfenetmoide ventralmente
0 ausente

1 presente

147. Neopalatinos: contato com o processo cultriforme do parasfenoide
0 ausente

1 presente

148. Neopalatinos: contato com pterigoides
0 ausente (Figura 28B, 29)
1 presente

Consideracdes: Considerei que o contato € ausente gquando sdo claramente

separados. Similar ao carater 87 de de Sa et al. (2014).

149. Neopalatinos: contato com maxila
0 ausente (Figura 28B, 29)
1 presente (Figura 27A)
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150. Neopalatinos: relacdo de distancia com a maxila
0 proximamente relacionados (Figura 28)
1 distantes (Figura 27B)

151-154: Vdémeres

Os vOmeres sdo 0ss0s dérmicos pares, e estdo entre 0s mais variaveis do cranio
(Trueb 1973). Na maior parte das espécies, 0s vOmeres tém quatro processos: anterior,
pré-coanal, pds coanal e posteromedial ou dentigero. O processo dentigero pode ou ndo
portar dentes. Lynch (1971) considera que os vOmeres sdo primitivamente grandes e
portam dentes e sua reducdo ou perda é uma condicdo derivada. Além disso, pondera que

a reducdo ndo indica necessariamente perda dos dentes vomerianos.

151. Vémer: contato com neopalatinos
0 ausente

1 presente

152. Vdmeres: distancia entre extremidades mediais
0 amplamente separados

1 muito préximos ou em contato

153. Vémer, processo anterior: contato com maxila
0 ausente

1 presente
154. Dentes vomerianos

0 ausente

1 presente
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Figura 29. Cranio de Physalaemus riograndensis (UFMG 20194) em vista ventral.

155-168: Complexo hiolaringeal

O complexo hiolaringeal é formado por duas unidades: o aparato hiobranquial ou

hioide e o aparato laringeal.

155-167: Aparato hiobranquial

No seu design basico, o aparato hiobranquial é formado pela placa do hioide,
ligada a superficie ventral da capsula 6tica por um par de processos cartilaginosos longos,

finos e curvados, os hiais, que se originam da porcéo anterolateral da placa (Trueb 1993).
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A margem anterior da placa do hioide é concava, formando um sinus hioglossal, que
acomoda a passagem do musculo hyoglossus da superficie ventral do hioide para a lingua,
dorsalmente (Trueb 1993). Os hiais podem possuir processos anteriores de diferentes
formas, em seu ponto de curva. Além dos hiais, a placa hioide pode possuir processos
anterolaterais, ou alares, processos posterolaterais e processos posteromediais. Todos 0s
processos variam amplamente de forma, e 0s processos anterolaterais podem estar

ausentes.

155. Hial, processo anterior
0 ausente

1 presente

156. Hial, processo anterior: comprimento em relacdo ao comprimento medial do corpo
do hioide

0 curtos, de 16 a 22% (Figura 31)

1 medianos, de 23 a 30%

2 longos, acima de 30%

157. Hial, placa cartilaginosa
0 ausente

1 presente

158. Hial, placa cartilaginosa: inicio
0 adjacente ao processo anterior do hial (Figura 31)

1 na mesma linha longitudinal do processo anterolateral do hioide

159. Hial, orificio na placa cartilaginosa, lateralmente adjacente ao processo anterior
0 ausente (Figura 31)
1 presente (Figura 30)
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160. Hioide, processo anterolateral
0 ausente

1 presente

161. Hioide, processo anterolateral: altura maxima em relacdo ao comprimento medial do
corpo do hioide

0 estreito, de 31 a 50%

1 mediano, de 51 a 69% (Figura 31)

2 largo, de 70% a 89% (Figura 30)

3 muito largo, de 90 a 100%

162. Hioide, processo anterolateral: largura da base em relacdo a largura maxima
0 <50% (constrigéo)
1 a partir de 50%

163. Placa do hioide: comprimento medial em relacdo a largura minima
0 maior (Figura 31)
1 menor
2 igual (Figura 30)

Consideragdes: Similar ao carater 91 de Scott (2005) e ao carater 95 de de Sa et

al. (2014).

164. Hioide, processo posterolateral: prolongamento
0 presente

1 ausente
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156(0)
157(1)
158(0)

165(2)

164(1)

Figura 30. Mandibula e aparato hiolaringeal de Physalaemus biligonigerus (ZUEC

11469), mostrando a laringe em vista dorsal e ventral, respectivamente.

165. Hioide, processo posteromedial: comprimento em relagdo ao comprimento medial
do corpo do hioide (em machos)

0 curto, até 89% (Figura 31)

1 mediano, de 90% a 120%

2 longo, acima de 121% (Figura 30)

166. Hioide, processo anteromedial, dilatacdo lateral
0 ausente

1 presente
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167. Sinus hioglossal: profundidade
0 raso, alcangando a extremidade do processo alar do hioide
1 medianamente profundo, alcancando aproximadamente o fim do primeiro terco
do processo alar do hioide (Figura 30)
2 profundo, atingindo ou ultrapassando a metade do comprimento do processo alar
do hioide (Figura 31)

168: Laringe

O aparato laringeal € composto por um par de cartilagens aritenoides, suportadas
pela cartilagem cricoide. Associados a cricoide estdo os processos branquial, esofagico e

cardiaco.

168. Laringe, processo esofagico, regido anterior: formato
oV
1 U (Figura 30)
2 W (Figura 31)

156(0)
157(1)
158(0)

Figura 31. Mandibula e aparato hiolaringeal de Physalaemus signifer (UFMG 4961).
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169-176: Cintura peitoral

A cintura peitoral ou escapular retine os elementos que sustentam a musculatura
que movimenta principalmente os membros anteriores. Ela pode ser dividida em trés
regides: dorsolateral (supraescépula), lateral (escapula, coracoide e clavicula), e ventral
(omosterno, epicoracoide e esterno) (Duellman & Trueb, 1986).

A base priméria para a divisdo dos Anura por Cope (1865) e Boulenger (1882) foi a
variacdo da arquitetura da cintura peitoral (Lynch 1971). As duas divisbes, Arcifera e
Firmisterna, se diferem pela forma de posicionamento e fuséo dos epicoracoides, e foram
amplamente aplicadas em classificagdes em Anura. Contudo, essa divisdo ndo engloba
toda a variacdo encontrada nas cinturas peitorais, e a tendéncia é que sejam divididas em

um complexo de caracteres (Kaplan, 2004).

169. Epicoracoide: sobreposi¢édo (vista ventral)
0 direito sobre o esquerdo

1 esquerdo sobre direito (Figura 32)

170. Epicoracoides: grau de sobreposicao
0 levemente sobreposto (até metade da largura do epicoracoide) (Figura 32)
1 sobrepondo-se completamente, ou ultrapassando o limite lateral do epicoracoide
adjacente, formando uma grande fenestra peitoral

171. Cleitro

0 néo bifurcado
1 bifurcado (Figura 33)
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172-176: Esterno

O esterno, ou xifisterno, é um elemento plano, usualmente cartilaginoso,
associado a parte posteromedial da cintura peitoral (Trueb 1973). Ocasionalmente, o
esterno tem um formato delgado, com uma porcdo expandida posterior; nesse caso, é
referido como mesosterno e a parte posterior como xifisterno (Trueb 1973). Nos

Leptodactylidae, a forma do mesosterno e do xifisterno variam amplamente.

172. Mesosterno: divisdo na porcao anterior
0 ausente (Figura 32)
1 presente (Figura 33)

Consideracdes: Considerei ausente quando ndo ha indicios de divisdo, ou quando

ha apenas uma linha de sutura medial. Similar ao carater 110 de de Sa et al. (2014).

173. Mesosterno: divisdo na porcao posterior
0 ausente
1 presente (Figura 33)

174. Mesosterno: estreitamento no comprimento médio
0 ausente (Figura 32)

1 presente (Figura 33)

Consideragdes: Nas espécies analisadas, 0 mesosterno pode ter largura constante

em todo seu comprimento ou ter um estreitamento no comprimento médio.
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Figura 32. Detalhes dos epicoracoides e esterno de Physalaemus deimaticus (UFMG
16771).

175. Xifisterno: divisdo medial
0 ausente
1 presente (Figura 33)

176. Xifisterno: extensdo da divisdo medial
0 incompleta

1 completa (Figura 33)

Consideragdes: Em alguns individuos, o xifistermo é majoritariamente dividido,

mas uma conexdo na porcao anteromedial pode ser observada.
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Figura 33. Cintura peitoral de Physalaemus biligonigerus (UFMG 18539) em vista

ventral, com todas as partes flexionadas para o plano ventral.

177-184: Esqueleto axial

O esqueleto axial fornece um eixo longitudinal de apoio ao crénio, visceras e
esqueleto apendicular, pelo qual passa a medula espinhal. Nos Leptodactylidae, €
formado pela coluna vertebral e processos laterais. Todas as oito vértebras, a excecao da
primeira, sdo formadas por um centro vertebral, um arco neural, zigap6fises e um par de
processos transversos. A orientacdo dos processos transversos das vértebras varia

amplamente nas espécies estudadas.

177. Vértebra pré-sacral |1, processo transverso: orientacao
0 anterolateral (Figura 34)
1 lateral

2 posterolateral
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178. Vértebra pré-sacral I11, processo transverso: orientacdo
0 anterolateral (Figura 34)
1 lateral

2 posterolateral

179. Vértebra pré-sacral 1V, processo transverso: orientacdo
0 anterolateral
1 lateral

2 posterolateral (Figura 34)

180. Vértebra pré-sacral V, processo transverso: orientacao
0 anterolateral
1 lateral
2 posterolateral (Figura 34)

181. Vértebra pré-sacral VI, processo transverso: orientacéo
0 anterolateral
1 lateral (Figura 34)

2 posterolateral

182. Vértebra pré-sacral VI, processo transverso: orientacao
0 anterolateral
1 lateral

2 posterolateral (Figura 34)

183. Vértebra pré-sacral V111, processo transverso: orientacao

0 anterolateral (Figura 34)
1 lateral

2 posterolateral
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184. Vértebra IV, processo transverso: expansao
0 ausente
1 presente (Figura 34)

Figura 34. Coluna axial de Physalaemus biligonigerus (ZUEC 11469) em vista dorsal.

185-200: Apéndices

185-199: Membros anteriores

Os longos o0ssos dos membros anteriores sdo constituidos pelo Umero,
proximalmente, e pela radio-ulna distalmente (Trueb 1973). O Umero de machos é
frequentemente modificado com adicdo de grandes cristas em comparacdo as fémeas da
mesma espéecie, por, presumivelmente, permitir uma maior area para fixacdo de

musculatura adicional (Trueb 1973).

185. Pré-polex: elementos distais: nimero
0 dois
1trés
2 quatro
3um
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186. Pré-polex, segundo elemento, segmento lateral adjacente
0 ausente
1 presente

187. Pré-polex, segmento distal: formato da extremidade
0 arredondado
1 triangular
188. Falange terminal do dedo IlI: formato
0 em forma de macaneta (Figura 35C)
1 redondas
2 T (Figura 35B)

189. Falange terminal do dedo Il bifurcacdo medial
0 ausente
1 presente (Figura 35A)

Consideracdes: Por considerar a possibilidade de cada falange variar de forma
independente, mas nao ter encontrado variacdo entre os dedos, codifiquei o carater apenas

para o dedo III.

189(1) c
188(2) 188(0)

¥

Figura 35. Falanges terminais de A: Pseudopaludicola falcipes (UFMG 2781), B:
Crossodactylodes itambe (UFMG 14036) e C: Physalaemus biligonigerus (ZUEC
11469).
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190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

Falange distal do dedo I1: reducéo
0 ausente
1 presente

Umero, crista ventral (em machos)
0 ausente
1 presente

Umero, crista ventral (em fémeas)
0 ausente
1 presente

Umero, crista ventral em machos: extensdo
0 menos de 1/3 do comprimento do Umero (Figura 36A)
1 entre 1/3 e 2/3 do comprimento do Umero (Figura 33)

2 todo o comprimento do Umero

Umero, crista medial em machos
0 ausente

1 presente

Umero, crista medial em machos: grau de desenvolvimento
0 rudimentar
1 moderadamente desenvolvida (Figura 36B)

2 muito desenvolvida

Umero, crista medial em machos: extensao
0 menos de 1/3 do comprimento do imero
1 entre 1/3 e 2/3 do comprimento do umero (Figura 36A)

2 todo o comprimento do Umero

86



197. Umero, crista lateral em machos
0 ausente
1 presente

198. Umero, crista lateral em machos: grau de desenvolvimento
0 rudimentar
1 moderadamente desenvolvida (Figura 36B)

2 muito desenvolvida

199. Umero, crista lateral em machos: extensdo
0 menos de 1/3 do comprimento do Umero
1 entre 1/3 e 2/3 do comprimento do umero (Figura 36B)

2 todo o comprimento do Umero

198(1)
199(1)

Figura 36. Umero de Physalaemus atlanticus (CFBH 4311) vista A: medial e B: dorsal.
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200. Elementos distais do pré-halux: nimero
0um
1 dois

2 trés

ANALISES FILOGENETICAS

A andlise de evidéncia total (AET) recuperou duas arvores igualmente
parcimoniosas, com 10821 passos (Figura 38), enquanto a anélise com apenas dados
moleculares (ADM) recuperou 39 arvores igualmente parcimoniosas com 9821 passos
(Figura 37). Ambas as analises recuperaram a monofiletismo do género Physalaemus,
assim como os demais géneros amostrados. Physalaemus foi recuperado como grupo
irmdo 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 Lourengo et al.
(2015) foi recuperado nestas andlises. 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 irmao de Leptodactylus.

As relagOes 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, o grupo de P. signifer, como proposto por Nascimento et al. (2005), com

P. maculiventris na base do clado. Ja na ADM (Figura 37), seu posicionamento foi
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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
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 parafiléetico 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,

linhagem. Os estados brasileiros e paises estdo representados pelas siglas oficiais. BR

Brasil, AR Agentina UR Uruguai.
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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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A composicéo de clados encontrada na andlise de evidéncia total é apresentada
abaixo, com os relacionamentos em notacdo parentética, seguida das transformacdes
fenotipicas ndo-ambiguas que suportaram os clados, segundo a topologia do consenso
estrito da AET. As transformacdes fenotipicas estdo apresentadas com o ndmero do
carater na matriz, seguido da transformacdo. As espécies, quando recuperadas

monofiléticas, sdo apresentadas apenas uma vez.

Clado de P. signifer

(P. nattereri (P. maculiventris ((P. rupestris (P. sp. nov. aff. rupestris (P. erythros P.
deimaticus))) (((P. camacan P. crombiei) P. obtectus) ((P. signifer (P. moreirae (P.

atlanticus P. bokermanni))) (P. nanus P. spiniger))))))

o Fimbria na margem pré-axial do artelho 1V moderadamente desenvolvida (12:
0>1)

o Extensdo méxima da calosidade nupcial de machos na falange: toda falange
proximal (21: 0>1)

o Tubérculo tarsal ausente (36: 1>0)

o Fibras do m. geniohyoideus medialis em contato medial somente proximo a sua
origem (73: 1>0)

o Presenca de dentes maxilares (116: 1>0)

o Processo anterolateral (alar) do hioide largo (altura maxima de 70% a 89% do

comprimento medial do corpo do hioide) (161: 0>2)

Grupo de P. deimaticus

(P. rupestris (P. sp. nov. aff. rupestris (P. erythros P. deimaticus)))
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o Macroglandulas inguinais discoidais e achatadas (52: 0>2)

o M. interhyoideus em machos esticado (70: 1>0)

o Testiculo maduro despigmentado (95: 1>0)

o Testiculo maduro pequeno em relacdo aos rins (comprimento aprox. 1/3 do

comprimento dos rins (96: 1>0)

Grupo de P. signifer

(P. maculiventris (((P. obtectus (P. crombiei P. camacan)) ((P. spiniger P. nanus) (P.

signifer (P. moreirae (P. bokermanni P. atlanticus)))))))

o Confluéncia dos forames prootico e oculomotor (137: 0>1)
o Altura maxima do processo anterolateral (alar) do hioide de 51 a 69% do
comprimento medial do corpo do hioide (processo anterolateral de altura

mediana) (161: 2>1)

Clado de P. cuvieri

((P. henselii (((P. cuqui P. albonotatus) (((P. albifrons (P. erikae P. kroyeri)) P. centralis)
(P. cuvieri L3 (P. cuvieri L2 (P. ephippifer P. cuvieri L1))))) (P. cicada (P. aguirrei (((P.
olfersii (P. feioi P. lateristriga)) P. maximus) ((P. riograndensis (P. marmoratus (P.
biligonigerus P. santafecinus))) (((P. lisei P. gracilis) ((P. barrioi P. jordanensis) P.

carrizorum) P. evangelistai))))))))

o Linha vertebral urostilar presente (63: 0>1)
o Insercdo do m. extensor digitorum communis longus no metacarpal 11l ausente

(86: 1>0)
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o Segmento lateral adjacente ao segundo elemento do pré-pdlex presente 186: 0>1

Grupo de Physalaemus cuvieri

((P. cuqui P. albonotatus) (((P. albifrons (P. erikae P. kroyeri)) P. centralis) (P. cuvieri

L3 (P. cuvieri L2 (P. ephippifer P. cuvieri L1))))

o Margem posterior do m. interhyoideus em machos atingindo a porgéo posterior
do m. deltoideus (71: 0>3)

o Lobo direito do figado menor que o lobo esquerdo (93: 2>1)

o Hioide: processo anterolateral (alar): altura méxima em relagdo ao comprimento

medial do corpo do hioide (161: 0>1)

Grupo de Physalaemus gracilis

(((P. lisei P. gracilis) ((P. barrioi P. jordanensis) P. carrizorum) P. evangelistai))

o Segmento lateral adjacente ao segundo elemento do pré-pélex ausente (186:1>0)

Grupo de Physalaemus biligonigerus

(P. riograndensis (P. marmoratus (P. biligonigerus P. santafecinus)))

o Faixa escura dorsolateral ausente (58: 1>0)

o Alargamento das junturas inter-frontoparietais apenas na extremidade anterior
(104: 2>3)

o Sinus hioglossal medianamente profundo (167: 2>1)

o Processo transverso da vértebra pré-sacral 111 direcionado anterolateralmente
(178: 1>0)

94



P. biligonigerus + P. marmoratus + P. santafecinus

(P. biligonigerus (P. marmoratus P. santafecinus))

o Artelho Il e IV com fimbrias moderadamente desenvolvidas (10: 0>1 e 12: 0>1)

o Prega supratimpanica moderadamente desenvolvida (27: 0>1)

o Tubérculo metatarsal interno queratinizado (30: 0>1) e eliptico (31: 1>0)

o Macroglandulas inguinais globulares e muito destacadas em vista externa (52:
2>1)

o Pigmentacdo do abdémen ausente (60: 1>0)

o Todas as fibras do m. petrohyoideus anterior inseridas no corpo do hoide (77: 1>0)

o Articulacdo quadradojugal-maxila na altura do comprimento médio da Orbita
(121: 1>0)

o Forame prootico encerrado parcialmente por cartilagem e parcialmente pelo
prootico, (136: 2>1)

o Extremidade anterior do processo cultriforme do parasfenoide reta (140: 1>2)

o Asas do parasfenoide orientadas latero-lateralmente (143: 0>1)

o Neopalatinos em contato com pterigoides (148: 0>1)

o Processo anterior do hial curto (comprimento entre 16% e 22% do comprimento
medial do corpo do hioide) (156:2 >0)

o Placa cartilaginosa do hial presente (157: 0>1)

o Processo anterolateral do hioide largo (altura méxima de 70 a 89% do
comprimento medial do corpo do hioide) (161: 0>2)

o Placa do hioide tdo longa quanto larga (163: 0>2)

o Prolongamento do processo posterolateral do hioide presente: 164: 0>1)
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o Processo posteromedial do hioide longo (acima de 121% do comprimento medial
do corpo do hoide) (165: 1>2)
o Crista medial do Umero estendendo-se por 1/3 a 2/3 do comprimento do Umero

(196: 0>1)

Grupo de Physalaemus olfersii

(P. maximus (P. feioi (P. lateristriga P. olfersii)))

o Calosidade nupcial na falange ausente (20:1 >0)

o Prega supratimpanica ausente (26: 1>0)

o Macroglandulas inguinais indistinguiveis (51: 1>0)

o Lobo direito do figado maior que o esquerdo (93: 2>0)

o Divisdo medial do xifisterno incompleta (176: 1>0)

o Processo transverso da vértebra pré-sacral Il direcionado anterolateralmente
(177: 1>0)

o Processo transverso da vértebra pré-sacral V direcionado lateralmente (180: 2>1)

4. DISCUSSAO

A configuracdo dos clados e a evolucdo dos caracteres fenotipicos mais relevantes é

discutida a seguir.

Clado de Physalaemus signifer

Um clado contendo as espécies correspondentes ao grupo de Physalaemus

signifer, e ao grupo de P. deimaticus, além de P. nattereri foi recuperado com alto suporte
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nas analises. Apesar de Physalaemus nattereri ter sido historicamente colocado em outro
género (Eupemphix) a partir de analises morfoldgicas (e.g. Nascimento et al. 2005),
minhas analises corroboram o agrupamento da espécie no clado de P. signifer. Seis
sinapomorfias morfolégicas foram encontradas suportando este agrupamento, e as mais

relevantes sao discutidas a seguir:

Dentes maxilares

A presenca de dentes maxilares foi historicamente utilizada como caracteristica
para separar o género Physalaemus de Eupemphix. Lynch (1970) foi o primeiro a
contestar que o particionamento baseado nessa caracteristica estaria genericamente
separando espécies proximamente relacionadas, e que a variacdo desse carater era
discordante dentro dos géneros. Nascimento et al. (2005) notou a auséncia de dentes
maxilares em todas as espécies que foram associadas em seu trabalho aos grupos de P.
signifer e P. deimaticus. Contudo, diversos autores reportaram a presenca de dentes
maxilares em espécies do grupo de P. signifer (Cardoso & Haddad 1985, Heyer 1985,
Heyer & Wolf 1989, Pombal & Madureira 1997, Haddad & Sazima 2004, Pimenta et al.
2005, Weber et al. 2005, Cruz et al. 2007). Em minhas anélises, encontrei dentes
maxilares em todas as espécies associadas ao grupo de P. signifer (sensu Nascimento et
al. 2005), exceto P. maculiventris e P. nanus. Os dentes maxilares foram considerados
ausentes quando ndo encontrei qualquer vestigio dessas estruturas, analisando 0s cranios

dos exemplares diafanizados.

Considerando presenga de dentes maxilares em Edalorhina, Pleurodema e
Pseudopaludicola, além de algumas espécies de Engystomops (Lynch, 1970; Lobo, 1995;

Ron et al., 2006), a perda de dentes maxilares é secundaria no género.
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Carater 116: Maxila, dentes

I [Jausentes
I || presentes

Figura 39. Mapeamento dos estados do carater 116: dentes maxilares em Leiuperinae. As

linhas mescladas em preto e branco indicam ambiguidade.

Na otimizacdo ndo-ambigua na arvore de consenso da anélise de evidéncia total,
a auséncia de dentes maxilares (116: 1>0) aparece como sinapomorfia do clado de
Physalaemus signifer (Figura 39) e como autapomorfia de P. nanus. Contudo, analises de
microscopia eletrdnica de varredura serdo realizadas para verificar se quaisquer vestigios
de dentes maxilares estdo presentes em exemplares de P. nattereri, P. maculiventris, P.
nanus e Physalaemus do grupo de P. deimaticus, considerando a pequena probabilidade

da estrutura ter sido perdida, aparecendo novamente no clado de P. signifer.

Tubérculo tarsal

Lourenco et al. (2015) considera que o tubérculo tarsal claramente permite separar
as especies de Physalaemus em dois grandes clados: clado de P. signifer e clado de P.
cuvieri, sendo ambiguo apenas no grupo de P. olfersii. Contudo, os autores ponderam que

apesar de ser utilizado para definir grandes grupos em Physalaemus e Engystomops, a
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otimizacdo deste carater nos Leiuperinae é ambigua. Contudo, a transformacéo 32: 1>0
(tubérculo tarsal ausente) foi recuperada como uma sinapomorfia do clado de P. signifer,

e, portanto reforcamos a importancia deste carater para o grupo.
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Carater 36: Tubérculo tarsal
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Figura 40. Mapeamento dos estados do carater 36: tubérculo tarsal, em Leiuperinae. As

linhas mescladas em preto e branco indicam ambiguidade.

Calosidade Nupcial

A extensdo da calosidade nupcial varia grandemente em Physalaemus, mas 3
estados discretos foram codificados e parecem refletir bem a variagdo dentro do grupo.
Nos Physalaemus do clado de P. signifer, a calosidade nupcial se estende por toda a
falange proximal (21: 0>1). Em P. signifer e P. spiniger, o carater foi ambiguo, uma vez
que em alguns individuos das duas espécies, as asperezas podem se estender até a falange

distal.

99



£
7
@ @ - Q -
a 3% 3 0 @ | S <
@ 5 2 £ 7} K] N o - 2 ]
s = _ §E 3 2 5 o2 e 33 & I s 2 g o 8 § ¢ 8 N
= T o= = 2 5 & @ . @ £ 2 = 2 .0 0 £ g 8 w 3 E 5
s & £ 35 3 5 = 2 5 = 8 = 2 5«5 5 5 5 &5 ¢ ' 8 & S 38 & 2 E »
2% § 2 € g E S8 ._ 3 8 8 N S § &£ 3 2 £ ¢ 8 T893 s £ B s g = £ g 3 ¥
s § 3888858t Er 85t PfE s EsEretEEe8pests
S % 5 5 8 & E 55 5§ % 5T T T Tt T T T T T T Sn g 9 % 5 8 @ g 5 & 9 g 9 @ 8 5.8 5 %\
ER-] 3 2 %2 %8 % 38 %8 4 5 2 35 3 3 3 %8 3 ] 3 3 2 8 35 3
g E E E £E £E E E E E E E E E E E E E E E E g E & E E
s < G &8 3 © © & © § & & & © 3 & © © 3 @ 3 3 & & & ©
2 = 8 & &£ &8 £ & &8 & & T @ & O S & & & ¢ & & o < LT & & =
i e 6883888882888 88¢8¢8% 8828888880 T
= - - N - > > =
ffidifdfdEgfdfdedsdddaagdiddeededssdadtatfdeedeaeaeadaddddd
a a o o o g @ a nl_l:j o o o s © s ®© a s s @ @
L |
Character 21: CN: extensdo maxima na
” falange
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Figura 41. Mapeamento dos estados do carater 21: extensdo méaxima da calosidade
nupcial de machos na falange em Physalaemus. As linhas mescladas em cores mescladas

indicam ambiguidade. O hachurado indica falta de dados para o clado.

Grupo de Physalaemus signifer

O grupo de Physalaemus signifer como proposto por Nascimento et al. (2005) foi
recuperado, embora com baixo suporte na andlise de evidéncia total, enquanto nédo foi
recuperado na analise com apenas dados moleculares. Physalaemus maculiventris possui
algumas caracteristicas compartilhadas com os Physalaemus agrupados no grupo de P.
signifer, incluindo duas sinapomorfias morfoldgicas ndo-ambiguas. A mais relevante é a
confluéncia dos foramens prodtico e oculomotor (137: 0>1), encontrado somente em
espécies deste clado, além de algumas espécies do grupo de P. biligonigerus.
Possivelmente, essas sinapomorfias morfoldgicas contribuiram para o agrupamento da

espécie no grupo, ainda que com suporte muito baixo.

100



2
E
2
o 5 @ -~ Q -
@
s EE 8 € 3 YT e wis u 5 s s 2§
= - i » S & a8 3 E 9 B 3 2 3
3 8 8 5 3 2 2 3 gg > .~ 8 § @ & s g ] o £ 383528232358 8E L, 8
8 5 & o @ 8 3 € 8 N s § 8 8 3 8 & 8 2 < £ 8 S §E § £ g 32
§ 852285828588 5883888353353 88:asEsss8e2s¢s
£ 8 @ © & & S quma»%g 3 ® ® © =< 3 3 o o 2 & 58 5§ 8538 5 &3 & 2§
(ol = e o s e [ e (s e sl v e g s o T 1 O ! < = T (et o B o s I [ o = e [ e o B |
g £ EEEEEEEEEEEEEE e &8 EEEEEEEEEECECE
3 © g & & 3 & & o & & & & © s & & o 3 o 3 & © g & & & &
S g S 9 8 8 &9 5 g S 3 8 998 S & 9 98 S g S 9 8 89 8 8 9 S 9
QL QO 0 Qoo adoaoQdaaoQaoaooaaoaoQaoaoQaaaooQeaaaeoQaaoaoo Qo Qo aaa o a a a
o o a = ©o ©o © © @O e o @ o©o o - - B - - | o o - o = B.DILj
= N |

1
ol

:4[—,—/ Carater 137: Confluéncia dos forames

” proético e oculomotor

Il [Jausente
” || presente

Figura 42. Mapeamento dos estados do carater 137: confluéncia dos foramens prodtico e
oculomotor em Physalaemus. As linhas mescladas em cores mescladas indicam

ambiguidade. O hachurado indica falta de dados para o clado.

Grupo de Physalaemus deimaticus

Os Physalaemus do grupo de P. deimaticus tém distribuicdo restrita a areas de
altitude da porgdo mineira do Espinhaco (Lourenco et al. 2015, Frost 2019) e possuem
diversas caracteristicas em comum, dentre 4 sinapomorfias morfoldgicas ndo-ambiguas,

recuperadas para a topologia da arvore de consenso da analise de evidéncia total.

Esse clado teve alto suporte, e inclui uma nova espécie em descricdo (Leal et al.
2019, no prelo), muito semelhante a P. rupestris por morfologia externa, mas que nao foi
recuperada como irmd dessa espécie em minhas andlises, jA que P. rupestris foi
recuperado como grupo irmdo de um clado composto por (P. sp. nov. aff. rupestris (P.

erythros P deimaticus)), embora com baixo suporte.
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As caracteristicas morfologicas mais relevantes para este grupo séo discutidas

abaixo.

Macroglandulas inguinais

Embora as macroglandulas inguinais em vista externa tenham uma variacéo
continua, sejam polimorficas para muitas espécies, e sejam de dificil codificacéo,
consistem em importantes caracteres que definem o grupo de P. deimaticus, e a
transformacéo 52: 0>2 (macroglandulas inguinais discoidais e achatadas) foi recuperada

como sinapomorfia do clado.
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Carater 52: Macroglandulas inguinais:

1l formato em vista externa

” ] redondas, protuberéncia discreta
[ globulares, grande protuberancia
|| discoidais, achatadas

Figura 43. Mapeamento dos estados do carater 52: formato das macroglandulas inguinais
em vista externa em Physalaemus. As linhas mescladas em cores mescladas indicam

ambiguidade. O hachurado indica dados n&o aplicaveis ou faltantes.
Anulo timpanico

As espécies analisadas de Physalaemus rupestris tem um timpano muito reduzido,

enquanto P. deimaticus e P. eryhtros tém o aparato timpanico (membrana timpanica,
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anulo timpanico e columela) ausente, o que poderia indicar uma tendéncia a perda do

aparato timpanico neste clado. Contudo, o espécime de Physalaemus sp. nov. (aff.

rupestris) analisado possui anulo moderadamente desenvolvido, com didmetro médio

(130: 1), e uma analise mais minuciosa, incluindo mais exemplares é necessaria para

avaliar essa questao.

A auséncia de columela e anulo timpanico nunca havia sido reportada para o

género Physalaemus.
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Carater 130: Anulo timpanico: diametro
maximo em relag@o ao comprimento da
orbita (vista dorsal)
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Figura 44. Mapeamento dos estados do carater 130: didmetro maximo do &nulo timpénico

em relacdo ao comprimento da Orbita em Physalaemus. As linhas mescladas em cores

mescladas indicam ambiguidade. O hachurado indica dados ndo aplicaveis.

Clado de Physalaemus cuvieri

Um clado composto pelas espécies ndo incluidas do clado de Physalaemus

signifer foi recuperado com baixo suporte em ambas as analises, com 3 sinapomorfias
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morfologicas suportando o clado. Dentre elas, a linha vertebral urostilar foi encontrada
em todas as espécies do clado, sendo ausente em todas as espécies do clado de P. signifer,
constituindo uma caracteristica que claramente permite dividir Physalaemus em dois

grandes clados.
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Carater 63: Linha vertebral urostilar

l D ausente
- presente

Figura 45. Mapeamento dos estados do carater 63: linha vertebral urostilar em

Leiuperinae. O hachurado indica dados faltantes.

Dentro deste clado, quatro grupos de espécies foram recuperados no trabalho e

séo discutidos a seguir.

O grupo de Physalaemus henselii proposto por Lourenco et al. (2015) ndo foi
discutido, pois é composto apenas por mais uma espécie, P. fenandezae, a qual ndo pude

analisar a morfologia por falta de material.

Physalaemus henselii, P. cicada e P. aguirrei foram recuperados na analise de
evidéncia total como taxons irméos do restante do clado composto por grupo de P.

biligonigerus + grupo de P. gracilis + grupo de P. olfersii com suporte muito baixo, na
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seguinte configuracao (P. henselii (P. cicada (P. aguirrei (grupo de P. olfersii (grupo de
P. biligonigerus grupo de P. gracilis))))). Essas trés espécies tém diversas caracteristicas
morfologicas que as diferenciam do restante do grupo, sendo 19 transformactes
recuperadas como autapomorfias ndo-ambiguas de P. henselii, 13 de P. cicada e 9 de P.
aguirrei, e cada ramo suportado é por uma sinapomorfia nio-ambigua apenas. E

necessaria uma analise mais robusta para elucidar a relacdo destes t&xons com o restante

das espécies do grupo de P. cuvieri.

Grupo de Physalaemus cuvieri

O grupo de Physalaemus cuvieri (sensu Lounreco et al. 2015) foi recuperado com
alto suporte, embora as relagdes internas no clado tenham tido baixo suporte em ambas

as analises.

Physalaemus cuvieri

Neste estudo, tentei amostrar diferentes populacdes de Physalaemus cuvieri para
analises morfologicas, considerando os resultados de Lourenco et al. (2015), que
encontraram P. cuvieri parafilético com relacdo a P. ephippifer e constituindo um
complexo de espécies. Contudo, ndo encontrei diferencas morfoldgicas dentre os
caracteres levantados para este estudo entre os espécimes das diferentes populacoes de P.
cuvieri. Morfologicamente, os espécimes analisados associados a P. ephippifer sdo muito
similares aos espécimes analisados associados a P. cuvieri, ja que a maior parte das
diferengas encontradas se refere a carateres que se mostraram polimorficos para as
espécies. Contudo, uma carcaracteristica encontrada somente em P. ephippifer foi a

extensdo dos dentes maxilares. P. ephippifer € a Gnica espécie de Physalaemus analisada
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com dentes maxilares se estendendo na maxila até seu contato com o quadradojugal (117:
2). Um estudo robusto, com ampla amostragem € necessario para tentar resolver este

complexo de espécies.

Physalaemus albifrons

Physalaemus albifrons é uma espécie de dificil posicionamento considerando
apenas sua morfologia, tendo sido alocada em diferentes grupos de espécies. Lynch
(1970) associa a espécie ao grupo de P. cuvieri, mas considera a possibilidade da espécie
pertencer ao grupo de P. biligonigerus. Nascimento et al. (2005) alocaram Physalaemus
albifrons no grupo de P. biligonigerus devido ao compartilhamento de caracteristicas
morfoldgicas, como: tubérculo metatarsal interno e externo queratinizado, em formato de
pa; saco vocal bem desenvolvido; cranio mais largo que longo; articulacdo cranio-
mandibular no mesmo plano que a intersecdo ente as alae e o processo cultriforme do
parasfenoide. Contudo, minhas observacdes ndo foram inteiramente concordantes com as
observacdes de Nascimento et al. (2005). Observei que P. albifrons se diferente das
espécies que compde o grupo de P. biligonigerus por diversas caracteristicas
morfologicas externas e osteoldgicas (ver Tabela 1 do Capitulo 2). A posicdo da
articulacdo cranio-mandibular, foi mais anterior nos indivivuos de P. biligonigerus, P.
marmoratus e P. santafecinus, comparados aos de P. albifrons analisados. Essa
caracteristica esta relacionada a habitos alimentares, por determinar a abertura bucal, e,
portanto, tem grande potencial de convergéncia evolutiva. ArticulagcBes mais anteriores
determinam uma menor abertura bucal, e indicam o consumo de presas menores. Outra
caracteristica relacionada na qual que observei variagdo entre estas espécies, foi no ponto

de articulagdo da maxila com o quadradojugal, que ocorre na altura do comprimento
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médio da orbita (121: 0) em P. biligonigerus, P. marmoratus e P. santafecinus, e no terco

posterior (121: 1) em P. albifrons.

Sobre os tubérculos metatarsais, sua forma e queratinizacdo estdo relacionadas a

habitos escavadores, ocorrendo convergentemente também em P. nattereri e Pleurodema.
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Caréter 31: Tubérculo metatarsal
T interno: formato
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Figura 46. Mapeamento dos estados do carater 31: formato do tubérculo metatarsal

interno em Leiuperinae. As linhas mescladas em preto e branco indicam ambiguidade.

Physalaemus albifrons foi recuperado com alto suporte no grupo de P. cuvieri,
embora seu relacionamento com as demais espécies do grupo ndo tenha sido bem

suportada em nenhuma das anélises.

Grupo de Physalaemus biligonigerus

Historicamente, a composi¢do do grupo de Physalaemus biligonigerus mudou
diversas vezes. Lynch (1970) sugeriu o grupo de P. biligonigerus para abrigar as espécies
P. biligonigerus, P. santafecinus, P. nattereri e P. fuscomaculatus (considerado sinbnimo

janior de P. marmoratus por Faivovich et al. 2012). Nascimento et al. (2005), baseados
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em caracteristicas morfoldgicas similares as utilizadas por Lynch (1970), sugeriram o
grupo de P. albifrons pra abrigar P. albifrons, e as espécies posicionadas no grupo de P.
biligonigerus por Lynch (1970), exceto P. nattereri. A inclusdo de P. riograndensis ao
grupo de P. biligonigerus foi proposta apenas por Lourenco et al. (2015) a partir de
analises moleculares, ja que esta espécie se difere grandemente das demais que compde
0 grupo, tendo sido alocada no grupo de P. cuvieri por Lynch (1970) e no recém-proposto
grupo de P. henselii por Nascimento et al. (2005). Na analise molecular, Physalaemus
riograndensis apareceu em uma politomia, com os grupos de P. gracilis, de P. olfersii, e
0 restante das espeécies do grupo de P. biligonigerus. J& na andlise de evidéncia total, a
espécie foi recuperada com suporte muito baixo no grupo de P. biligonigerus. Apesar das
diversas diferencas morfoldgicas externas, esta espécie compartilna algumas
caracteristicas morfoldgicas com as demais espécies do grupo, entre 4 sinapomorfias
morfologicas ndo-ambiguas, o que pode justificar seu posicionamento na analise de
evidéncia total. Contudo, uma analise mais robusta é necessaria para avaliar o

posicionamento de P. riograndensis.

Ja as demais espeécies que compde o grupo de Physalaemus biligonigerus séo
agrupadas com alto suporte, com vinte sinapomorfias morfolégicas suportando o clado,

embora as relacdes internas permanecam incertas.

Grupo de Physalaemus gracilis

O grupo de Physalaemus gracilis (sensu Nascimento et al. 2005) foi
recuperado com alto suporte. No entanto, apenas uma sinapomorfia morfoldgica nédo-
ambigua foi recuperada na topologia do consenso encontrada na analise de evidéncia

total. Caracteristicas compartilhadas pelas espécies do grupo de P. gracilis, como pele da
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superficie dorsal do pe com tubérculos (38:1), linha longitudinal despigmentada na regido
gular (62:1) ndo foram recuperadas como sinapomorfias ndo-ambiguas, aparecendo
apenas na otimizacdo DELTRAN, devido a estes caracteres serem compartilhado com P.
riograndensis. Considerando: (1) o baixo suporte do agrupamento do grupo de P. gracilis
com o grupo de P. biligonigerus na analise de evidéncia total, (2) as amplas diferencas
morfologicas entre as espécies que compde os dois grupos, e, (3) os resultados das
analises Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca de Lourenco et al. (2015), que
recuperaram o grupo de P. gracilis como grupo irmdo do grupo de P. olfersii, reforco a
importancia de analises mais robustas para avaliar os relacionamentos do grupo de P.

gracilis com os outros grupos do clado de P. cuvieri.

Grupo de Physalaemus olfersii

Physalaemus olfersii foi colocado por Lynch (1970) no grupo de P. signifer
baseado poucas caracteristicas morfologicas que variavam entre as espécies alocadas no
grupo. Com a descricao de novas espécies, Nascimento et al. (2005) propuseram um novo
clado para abrigar espécies que consideraram morfologicamente semelhantes: P. olfersii,
P. maximus, P. soaresi e P. aguirrei, baseados em caracteristicas como glandulas
inguinais ndo associadas a ocelos, presenca de prega dorsolateral, padrdo de coloracao

dorsolateral, presenca de prega tarsal etc..

Em minhas andlises, o clado de Physalaemus olfersii foi composto por P.
maximus, P. feioi, P. lateristriga e P. olfersii (considerando que a espécie P. soaresi ndo
foi incluida por falta de material), corroborando o agrupamento encontrado por Lourenco
et al. (2015). A andlise ndo recuperou P. aguirrei no grupo de P. olfersii, e as

caracteristicas consideradas por Nascimento et al. (2005) para definir o grupo se
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mostraram plesiomoficas na topologia da arvore de consenso de ambas as analises, como

pode ser visto na otimizacao do carater 49: ocelos inguinais abaixo.
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Figura 47. Mapeamento dos estados do carater 49: ocelos inguinais em Physalaemus. As

linhas mescladas em cores mescladas indicam ambiguidade. O hachurado indica dados

faltantes.

O clado de P. olfersii foi recuperado em ambas as analises com alto suporte, e 7

sinapomorfias morfoldgicas suportam o clado, nenhuma das quais incluidas em diagnoses

anteriores do grupo.
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Figura 48. Mapeamento dos estados do carater 20: calosidade nupcial em machos, uma

das sinapomorfias ndo-ambiguas que suportam o grupo de Physalaemus olfersii na

topologia da arvore de consenso da AET. As linhas mescladas em preto e branco indicam
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ambiguidade. As linhas hachuradas indicam falta de informacao.
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Figura 49. Mapeamento dos estados do carater 20: divisdo medial do xifisterno

incompleta, uma das sinapomorfias ndo-ambiguas que suportam o grupo de Physalaemus
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olfersii na topologia da arvore de consenso da AET. As linhas mescladas em preto e

branco indicam ambiguidade. As linhas hachuradas indicam falta de informacéo.

Comentarios sobre alguns caracteres diagndsticos nao codificados

Alguns caracteres classicamente utilizados em descrigdo de espécies do género ou
considerados diagnosticos de grupos foram excluidos da analise, abaixo, comento

brevemente os principais:
PADRAO DE COLORACAO DORSAL

O grupo de Physalaemus signifer é classicamente caracterizado por uma marca
em formato de seta no dorso dos individuos adultos (e.g., Bokermann 1966; Cardoso &
Haddad, 1985; Pimenta et al., 2005, Nascimento et al. 2005). Apesar de ser uma
caracteristica diagnostica importante, é altamente polimorfica para as espécies, além de
ser de dificil visualizacdo em individuos que ndo foram cuidadosamente fixados. Por este

motivo, escolhi ndo codificar este carater.
FORMATO DO FOCINHO

O formato do focinho é um carater comumente utilizado na descricéo e diagnose
de espécies do género Physalaemus (e. g. Caramaschi et al. 2003, Cassini et al. 2010), e
na delimitacdo de grupos (e. g. Nascimento et al. 2005). Contudo, esse carater se mostrou

polimérfico e dependente da fixacao, e por estes motivos, decidi exclui-los da analise.
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MEMBRANA TIMPANICA

Pereyra et al. (2016) fizeram uma extensa analise do aparato timpéanico de 556
espéecies de Anura, incluindo 7 espécies de Physalaemus, de diferentes grupos. Eles
concluiram no estudo que a presenca das estruturas segue a ordem columela > anulo
timpanico> membrana timpanica, ou seja, a presenca de columela implica na presenca de
anulo timpanico e membrana timpanica, sem que o contrario seja verdade. Nessa analise,
consideraram a membrana timpanica presente em algumas espécies de Physalaemus
analisadas, como P. centralis e ausente em outras, como P. biligonigerus. Eu nédo
consegui observar essa variacdo, e considerei a membrana timpanica (sensu Pereyra et al.

2006) um carater de dificil utilizacdo e decidi ndo inclui-lo na analise.
GRAU DE MINERALIZACAO

A maioria das estruturas tem seu grau de mineralizacdo dependente da idade do
individuo. Dessa forma, evitei trabalhar com essa variacdo, que se mostrou polimorfica

para a maioria das espécies analisadas.
BRACO HIPERTROFIADO EM MACHOQOS

A hipertrofia dos bracos de machos adultos e sua auséncia sdo citadas em
descricdes de diversas espécies e na diagnose de grupos (e. g. Caramaschi et al. 2003,
Nascimento et al. 2005). Contudo, a visualiza¢do da hipertrofia dos bragos de anuros em
vista externa depende de caracteristicas como o grau de desenvolvimento do musculo
adutor indicis longus e do desenvolvimento das cristas umerais. Exclui da analise,
portanto, caracteres externos cuja variacdo dependia de componentes internos, como

musculos e 0ss0s, uma vez que estes caracteres foram analisados separadamente.
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PREGA DORSOLATERAL

A prega dorsolateral é uma caracteristica utilizada por Nascimento et al. (2005)
para diagnose do grupo de Physalaemus olfersii. Contudo, eu ndo observei essa estrutura
em nenhum dos individuos analisados, e o relevo na regido dorsolateral da regido
supratimpanica até a regido inguinal que observei em alguns individuos corresponde a
faixa glandular dorsolateral desenvolvida. Cassini et al. (2010) reporta variacéo
intraespecifica em P. olfersii quanto a presenca e grau de desenvolvido da prega

dorsolateral.

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 elucidacéo.

- Comparando-se as topologias das arvores de consenso das analises 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 morfologica nunca antes reportada para o género foi

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

126



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)

“Physalaemus cuvieri”
(Linhagem 3)

Physalaemus deimaticus
Physalaemus deimaticus
Physalaemus deimaticus
Physalaemus ephippifer
Physalaemus erikae
Physalaemus erythros
Physalaemus erythros
Physalaemus erythros
Physalaemus evangelistai
Physalaemus feioi
Physalaemus fischeri
Physalaemus gracilis
Physalaemus gracilis

Physalaemus henselii

Physalaemus jordanensis
Physalaemus kroyeri
Physalaemus lateristriga

Physalaemus lisei

Physalaemus lisei
Physalaemus maculiventris
Physalaemus maculiventris

ZUEC 13366

ZUEC 14691

ZUEC 21193
UFMG 14861
UFMG 20113
ZUEC 13737
CFBH 32463
UFMG 15618
UFMG 5563
UFMG 1415
MNRJ 55103
ZUEC 16247
MR 005

AJC 95-228
MNHN 9511

MNHN 9512

CFBH 9903
ZUEC 17481
ZUEC 18207

CFBH 8527
LGE 8878

MZUSP 132062

Uberlandia, Minas Gerais, Brasil

Porto Nacional, Tocantins, Brasil

Diamantina, Minas Gerais, Brasil
P. E. do Pico do Itambé, Minas Gerais, Brasil
Morro do Pilar, Minas Gerais, Brasil

Belém, Par4, Brasila
Uruguca, Bahia, Brasil

Bardo de Cocais, Minas Gerais, Brasil
Catas Altas, Minas Gerais, Brasil

Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil

Catas Altas, Minas Gerais, Brasil
Vigosa, Minas Gerais, Brasila
Calabozo, Guérico, Venezuela

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil

Bafiado de los Oliveras, Treinta y Tres, Uruguay
Ruta 5, km 492, Pueblo Madera, Rivera,

Uruguay

Campos do Jorddo, Séo Paulo, Brasil

Ilhéus, Bahia, Brasil
Iporanga, Séo Paulo, Brasil

Sao Francisco de Paula, Rio Grande do Sul,

Brasil

Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil
Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil

Bananal, Sao Paulo, Brasil

KP146027

KP146047

KP146100
MG663309
MG651917
KP146004
KP146008
MG663316
MG663318
MG663321
KP146069
KP146080
DQ337211
AY680272
KP146073

KP145924/34

KP146070
KP146006
KP146077

KP146074

KP146075
KP146091
KP145929/37

KP145975

KP145970

KP145972

KP145979

KP145997
KP145941
KP145946

KP145961
KP145947

KP145978

Lourenco et al. (2015)

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

*kx

*kk

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

*Kk%k
*kk

**kk

Lourengo et al. (2015)
Lourengo et al. (2015)
Ron et al. (2006)
Pauly et al. (2004)
Lourencgo et al. (2015)

Lourengo et al. (2015)

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

Lourenco et al. (2015)

Lourenco et al. (2015)
Lourenco et al. (2015)
Lourenco et al. (2015)
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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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Osteology of Physalaemus biligonigerus species group (Anura: Leptodactylidae)
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GARCIA!

!Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais,
Departamento de Zoologia, Laboratério de Herpetologia, Avenida Antdnio Carlos, 6627,
Pampulha, 31270-910, Belo Horizonte, MG, Brazil.
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Abstract

Physalaemus is a Neotropical genus of Leptodactylidae. Recent molecular
analysis recovered two major clades: the Physalaemus signifer clade and the
Physalaemus cuvieri clade. Five species groups were recognized in the P. cuvieri clade:
the P. biligonigerus group, the P. cuvieri group, the P. henselii group, the P. gracilis
group and the P. olfersii group. The P. biligonigerus group was composed of P.
biligonigerus, P. marmoratus, P. riograndensis and P. santafecinus. In the past decades,
many taxonomic confusions involving the genus have been addressed, and P.
biligonigerus group is one of the most addressed. In order to provide morphological
information for taxonomic purposes, we analyzed the osteology of Physalaemus
biligonigerus species group. The morphology of three species traditionally grouped by
morphological features, P. biligonigerus, P. marmoratus and P. santafecinus, is similar
as they share most of the osteological features, including one potential putative
synapomorphy. The osteological data points to the reallocation of P. riograndensis to
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another group of species, and we reinforce the need of a broader analysis to address this
question.

Key words: Amphibia, morphology, anatomy, skeleton, cranium

Introduction
The anuran genus Physalaemus Fitzinger is composed by 48 species (Frost 2019),
distributed in the South America, being one of the largest genera in Leptodactylidae
(sensu Lourenco et al. 2015). Taxonomic confusions involving Physalaemus and the
related genera Engystomops Jiménez de la Espada and Eupemphix Steindachner have
been addressed by several authors in the past decades (Lynch 1970, Cei 1990, Nascimento
et al. 2005, Nascimento et al. 2006, Kolenc et al. 2011).

Lynch (1970) combined Engystomops, Eupemphix, and Physalaemus into a single
genus and recognized four species groups, based on morphological characters: P.
biligonigerus group, P. pustulosus group (including species in the genus Engystomops),
P. signifer group and P. cuvieri group. Physalaemus biligonigerus species group was
formed by P. biligonigerus (Cope), P. fuscomaculatus (Steindachner), P. nattereri
(Steindachner), and P. santafecinus Barrio, based on their greater size; smooth to loosely-
pustular skin; first finger not longer than second; a non-elongated inner tarsal tubercle;
enlarged, compressed metatarsal tubercles; distinct, disc-like inguinal glands; lack
parotoid glands, and presence of premaxillary and maxillary teeth (except in P. nattereri).

Nascimento et al. (2005), in a phenetic analysis of external morphology,
morphometry and osteological characters, rearranged Physalaemus into seven groups: P.
albifrons group, P. cuvieri group, P. deimaticus group, P. gracilis group, P. henselii

group, P. olfersii group and P. signifer group, and also revalidated the genus Eupemphix
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Steindachner to accommodate P. nattereri. P. albifrons species group consisted of P.
albifrons (Spix), P. biligonigerus, P. fuscomaculatus and P. santafecinus. In this study,
the monophyly of these groups was not tested.

The considerable taxonomic confusion involving P. fuscomaculatus was
addressed by several authors (Milstead 1963, Barrio 1965, Cei 1990, Nascimento et al.
2006, Kolenc et al. 2011). Lastly, Kolenc et al. 2011 performed a thorough analysis of
the holotype from Caicara, Mato Grosso, Brazil and the seven specimens from Rio Apa,
Paraguay, the only supposedly known specimens of this species. They considered P.
fuscomaculatus as junior synonym of P. biligonigerus and assigned the seven specimens
from Rio Apa to Pleurodema bibroni. Furthermore, Nascimento et al. (2006)
demonstrated that specimens previously identified as P. fuscomaculatus collected in
localities outside the distribution range of Rio Apa were actually P. marmoratus
(Reinhardt and Lutken), considering that those individuals lack vomerine teeth and dark
ocellus on lumbar glands, as in types of G. marmoratus. On the contrary, the types of
Eupemphix fuscomaculatus present these structures.

Lourenco et al. 2015 performed the first phylogenetic analysis of Physalaemus,
including species of related genus. Based on molecular data, two major clades were
recovered: the Physalaemus signifer clade and the Physalaemus cuvieri clade. Five
species groups were recognized in the P. cuvieri clade: the P. biligonigerus group, the P.
cuvieri group, the P. henselii group, the P. gracilis group and the P. olfersii group. The
P. biligonigerus species group was composed of P. biligonigerus, P. marmoratus, P.
riograndensis and P. santafecinus, differing from the phenetic proposition of Nascimento

et al. (2005), by the inclusion of P. riograndensis Milstead (previously placed in P.
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henselii group), despite with low support, and by the exclusion of P. albifrons (nested
within the P. cuvieri group).

Although osteological characters have been included in several studies of the
genus (e.g., Lobo 1992, 1995, 1996, Lynch 1970, Lynch 1971, Nascimento et al. 2005),
few species have been scrutinized and their osteology properly described. As a
contribution to knowledge of osteological morphology in Physalaemus, we provide a
detailed description of the adult osteology of the species within P. biligonigerus group
(sensu Lourenco et al. 2015) and a comparison with P. albifrons and P. nattereri, who

were previously placed within the group.

Material and Methods

This study is based on adult specimens of the four species that comprises Physalaemus
biligonigerus species group (sensu Lourenco et al. 2015). Six males of P. biligonigerus,
three males and one female of P. marmoratus, two males of P. riograndensis and two
males of P. santafenicus (Appendix I). Collection codes are: ZUEC = Museu de Historia
Natural, Universidade Estadual de Campinas, SP, Brazil, UFMG = Colecédo
Herpetoldgica da UFMG, Belo Horizonte, MG, Brazil, MACN = Museo Argentino de
Ciencias Naturales "Bernardino Rivadavia”, Buenos Aires, Argentina.

Identification of specimens were made using external morphology, aided by
diagnostic characters considered by Nascimento et al. 2005, Nascimento et al. 2006, and
Kolenc et al. 2011. We did not consider the width of the finger, and development of
fringes as diagnostic characters (proposed by Nascimento et al. 2006), as we notice that

these characters vary intraspecifically, and may be influenced by artefacts of fixation.

142



Specimens were cleared and stained following the protocol of Dingerkus and
Uhler (1972) with minor modifications. Osteological terminology follows Lynch (1971),
Trueb (1973, 1993), and Trueb et al. (2000); olfactory capsule follow Pugener & Maglia
(2007); phalangeal, carpal and tarsal osteology follows Fabrezi (1992, 1993, 1996);
laryngeal morphology follows Trewavas (1933), and sesamoids terminology and
measurements follows Ponssa et al. (2010). Ossification refers to the formation of
endochondral and intramembranous bone, whereas calcification (or mineralization) refers
to the secondary deposition of minerals in a cartilaginous structure (Trueb 1973). High
resolution digital photographs were taken using a Leica M205A stereomicroscope with
attached camera. Measurements were taken from those photographs, using the software
ImageJ software, and follows Ponssa et al. (2010).

Osteological description is based on the skeleton of all adult specimens analyzed.

Results

Cranium: General proportions and shape (Fig 1).— As long as wide, except in P.
riograndensis, in which is longer than wide. The skull is widest at the level of the jaw
articulations with quadratojugals, which are approximately in the midorbital level, except
in P. riograndensis, in which are approximately in the level of the otic capsules. The
rostrum is moderately long, representing approximately one third of the skull’s maximum
length, except in P. riograndensis, in which is shorter, representing approximately one
quarter of the skull’s maximum length. The braincase is moderately broad, representing
approximately one quarter of the greatest width of the skull at the midorbital level
(approximately one third in P. riograndensis). The midorbital height of the skull is about

half of the skull’s maximum length.
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Neurocranium.— The anterior neurocranium consists of the large olfactory
capsules and the anterior wall of the braincase. Olfactory capsules are predominantly
cartilaginous (Fig 1A), and the medial walls of the nasal capsules are narrowly separated
by the septum nasi, which is mineralized in all species, except P. riograndensis (in which
is predominantly cartilaginous). The tectum and the solum nasi are slightly mineralized.
The oblique cartilage is semicircular and borders the posterior edge of the fenestra
endonarina (Fig 3D). Ventrally to the oblique cartilage lies the alary cartilage. There is a
medial prenasal process between the alary cartilages, more prominent in P. santafecinus.
The septomaxillae (Fig 3D) are poorly developed, exposed in dorsal and lateral views,
ventrolateral to the nasal bones. The posterior wall of the nasal capsule is formed by the
cartilage of the planum antorbitale, which forms the anterior margin of the orbit.

The endochondral braincase consists of three pairs of replacement bones —
sphenethmoid, prootics, and exoccipitals (Ponssa et al. 2010). Ventrally, they are partially
overlapped by the cultriform process of the parasphenoid, neopalatines and vomers, and
dorsally, by the frontoparietals posteriorly and by the nasals anteriorly (Fig 3B). The bony
sphenethmoid extends to the level of the midorbit and encloses the orbitonasal foramen
dorsolateraly. The optic fenestra is very broad, bordered by the parasphenoid,
sphenethmoid, and prootics.

The oculomotor foramina of P. marmoratus, P. santafecinus and P. biligonigerus
are mostly enclosed in cartilage. In some individuals of these species, the division
between the oculomotor and prootic foramina is poorly developed, resulting in a partial
confluence between the two foramina (Fig. 1B). The prootic foramina are mostly enclosed
by the prootics in these species, but their posteromedial walls are cartilaginous. In P.

riograndensis, the oculomotor foramina are completely delimited, bordered by cartilage
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medially and by the prootics laterally, and the prootic foramina are completely enclosed
by the prootics.

Dorsally, the prootics are slightly overlapped by the posterior portion of the
frontoparietals. They are fused with the exoccipitals, forming the posterior region of the
braincase and the otic capsules. The otic capsules are partially mineralized and bear a
cartilaginous crista parotica. The epiotic eminence and the otic crest are distinct.

The exoccipitals are partially overlapped by the parasphenoid. They form the
margins of the foramen magnum, and the occipital condyles, which articulate with the
vertebral column. Occipital condyles are semicircular, with curved articular surfaces
medially directed. The articular surfaces are partially cartilaginous.

Plectral Apparatus.— The tympanum is supported by the tympanic annulus, a
concave cartilage above the ventral ramus of the squamosal (Fig 1C). The tympanic
annulus is incomplete dorsally and does not reach the crista parotica. The pars externa
plectri is cartilaginous, oval, positioned centrally within the tympanic annulus. Most
times, it has half the diameter of the tympanic annulus, but its size can vary even between
both sides of the same individual. The columella is a long, slightly curved bone, formed
by the synostotic fusion between the pars media plectri and the pars interna plectri. The
pars interna plectri is an expanded footplate of the columella that meets the operculum
within the fenestra ovalis. The operculum is ovoid, poorly mineralized and fills most of
the fenestra ovalis.

Dorsal Dermal Investing Bones.— The paired trapezoidal nasals roof the nasal
capsules. They are in contact or slightly separated medially and have curved borders. The

maxillary processes are well developed, extending posterolaterally without reaching the
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maxilla. Posteromedially, the nasals overlap the anterior margin of the sphenethmoid and
do not contact the frontoparietals.

The frontoparietals are narrowly separated medially, covering almost entirely the
frontoparietal fontanelle. Their width is approximately half of their length, which is
approximately half of the skull’s length. In P. santafecinus, the distance between the
frontoparietals is greater than in the other species (the distance between frontoparietals
is 15% their width at the midlength compared with the maximum 4% in the others), and
the frontoparietals are thinner (width 1/3 of their length). The external borders are nearly
straight. The posterior portion is expanded and rounded. The frontoparietal overlaps the
fused prootics and exoccipitals in the medial region of the epiotic eminence.

Ventral Dermal Investing Bones.— The parasphenoid is slender, unornamented
and inverted-T shape. It bears a prominent, posteromedial process that does not extends
to the margin of the foramen magnum (Fig 1B). The cultriform process of the
parasphenoid overlaps the sphenethmoid anteriorly, extending to the level or slightly
surpassing the orbitonasal foramina level. In P. biligonigerus, P. marmoratus and P.
santafecinus, it is widest at the midlevel of the optic fenestra, and gradually converging
anteriorly and posteriorly. In P. riograndensis, it is wider at the level of the oculomotor
foramina, posteriorly, gradually converging anteriorly. The alae are long, about three
quarters the cultriform process length, laterally oriented (markedly posterolaterally
oriented in P. riograndensis) and underlie the otic capsule. The parasphenoid is not fused
with the underlying bones.

The neopalatines are long, slender, curved, with sharp edges and lack odontoids.
They are perpendicular to the longitudinal axis of the cranium and overlap the planum

antorbitale, the sphenethmoid, the anterior processes of the pterygoid and partes palatinae
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of the maxillae (in P. riograndensis, they nearly reach the anterior processes of the
pterygoid and partes palatinae of the maxillae). Neopalatines tips are broadly separated.

The vomers are paired and overlap solum nasi and sphenethmoid. They are
divided in anterior, prechoanal, postchoanal and posterior processes. The anterior
processes are broad and do no contact the premaxilla or the maxilla. The prechoanal
processes are well-developed and acute. The postchoanal processes are slender and acute.
The posterior processes are moderately slender. In P. riograndensis, the posterior
processes of the vomers are very slender (thinner than the neopalatines). They are
transversally oriented and overlap the sphenethmoid, without reaching the neopalatines.

The vomers are broadly separated and lack dentigerous elements.

Maxillary arcade.— The upper jaw is complete, composed of premaxillae,
maxillae, and quadratojugals. Those components are not fused, and only the latter does
not bear teeth. The teeth are conical and have blunt tips. The premaxillae are narrowly
separated medially from each other. Each premaxilla overlaps the pars palatina of the
adjacent maxilla. The alary processes of premaxillae are slender and parallel to each other.
The pars palatina of the premaxilla bears a relatively deep incision (deeper in P.
riograndensis), producing a well-developed palatine processes medially. This process is
semicircular (triangular in P. riograndensis). The quadratojugals are well developed,
articulating with the maxillae anteriorly, and with the partes articulares of the
palatoquadrate and the ventral rami of the squamosal posteriorly.

Mandible (Fig 2A).— The mentomeckelian bones are L-shaped, united medially
in continuous cartilage. The dentaries are narrow, covering half of the anterolateral

surfaces of Meckel’s cartilages. They do not reach the mentomeckelian bones. The
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angulosplenial invests nearly the entire medial and ventral surfaces, extending over 90%
of the mandible. Posteriorly, the partes articulares remain cartilaginous in all individuals
analyzed. The coronoid processes are trapezoidal and moderately developed.

Suspensory apparatus.— The pterygoid has the typical triradiate configuration,
with anterior, medial, and posterior rami. All rami are well developed; the medial and
posterior processes have approximately the same size; the anterior is twice as long and
articulates with the medial surface of the maxilla at its midlength, reaching the
neopalatines. The pterygoid is separated from the maxilla by the pterygoid cartilage.

The squamosals are triradiate, T-shaped. The zygomatic processes have about
half the length of the otic rami and are subtriangular, except in P. riograndensis, in which
the zygomatic rami have two thirds of the otic rami length and are acuminate. The otic
ramus articulates with the lateral margin of the crista parotica. The ventral ramus
articulates with the quadratojugal.

Hyolaryngeal apparatus (Fig 2).— The hyoid is completely cartilaginous. The
length of its corpus is equal or slightly greater than its width at narrowest point (except
for P. riograndensis, in which the corpus is about three times longer than wide at
narrowest point). The hyoglossal sinus is U-shaped and it deepens up to half the length
of the anterolateral processes (up to a third the length of the anterolateral processes in P.
riograndensis). The anterolateral processes are broad with a wide connection to the hyoid
corpora.

In P. biligonigerus, P. marmoratus and P. santafecinus, the hyale bears a short
anterior process and an anterolateral cartilaginous expansion, which extends to the level
of the midlength of the anterolateral process of the hyoid. The height of this cartilaginous

plate is uniform in all its length and corresponds to the height of the anterior process. A
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small rounded aperture is present laterally adjacent to the anterior process. In contrast, in
P. riograndensis, the anterior process is long and free, lacking expansions.

The posterior margins of the posterolateral processes extend over the posterior
border of the hyoid, in the level of the second third of the posteromedial process. They
are slightly rounded in all species but P. riograndensis, in which they are strongly acute.

The posteromedial processes are slender, slightly expanded proximally and
distally. They are ossified and bear a well-developed cartilaginous distal epiphysis.

The larynx is a globular structure. The arytenoid cartilages consist of a pair of
valve-shaped cartilage. The cricoid cartilage forms a complete ring. The esophageal
process is indistinguishable, except in P. riograndensis, in which it is differentiated and
trapezoidal. The bronchial processes are moderately long and have bi- or multifurcated
ends, except in P. riograndensis, in which bronchial processes are very long with simple

ends.

Postcranial osteology of adults

Axial skeleton.— The vertebral column consists of eight procoelus presacral vertebrae,
the sacral vertebra, and the urostyle (Fig 3A). There is no fusion between vertebrae. The
cervical cotyles are characteristic of Type-l cotylar arrangement (Lynch, 1971). The
neural arches of each vertebrae have moderately developed neural spines, more developed
in the second vertebrae, getting progressively smaller towards the posterior vertebrae. The
transverse processes of presacral vertebrae 11, 1l VII and VIII are oriented
anterolaterally, of presacral vertebra V1 is oriented laterally and of presacral vertebrae

IV and V are oriented posterolaterally.
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In P. biligonigerus, P. marmoratus and P. santafecinus, the vertebrae decrease in
size towards the posterior end, and the relative lengths of the transverse processes are: 1ll
~IV >V =VI= VII > VI = II. In P. riograndensis there is not markedly decrease in
size, and the relative lengths of the transverse processes are: II1 > IV = V=VI = VII= VIII
> 11).

The sacral diapophyses are moderately dilated, and their width increases toward
the lateral ends. Elliptic sacral sesamoids lie on the distal margin of the diapophysis. The
slender urostyle is not fused to the sacral vertebrae. The sacral-coccygeal articulation is
bicondylar. Urostyle is long, slightly shorter than the sacral and presacral length
combined, well ossified, except for its posterior end. The urostyle bears a dorsal crest,

extending through most of its length.

Appendicular skeleton.

Pectoral girdle.— The pectoral girdle is arciferal (Fig 3B). The omosternum is
cartilaginous and has a semicircular expansion anteriorly. Episternum is mainly
cartilaginous. In the specimens of P. biligonigerus and P. marmoratus analyzed, the
mineralization of episternum considerably varied, from few mineralized dots in the
posterior region to the whole posterior third of episternum.

The epicoracoid cartilage is arcuate and moderately mineralized. In ventral view,
the left epicoracoid overlaps the right. The paired clavicles are curved, with concave
anterior edges, and do not reach the glenoid fossa.

The mesosternum is mostly ossified in all species, varying in shape
interspecifically. In P. biligonigerus, P. marmoratus, and one individual of P.

santafecinus, it is bifurcated anteriorly and posteriorly, fusing in the midlength, forming
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an X-shape. In the other individual of P. santafecinus it is obviously divided in two bony
parts, connected medially in all its extension by cartilage, which is progressively wider
towards its posterior end. In P. riograndensis it is divided only posteriorly, gradually
narrowing posteriorly up to half of its total length, where the mesosternum bifurcates.

The xiphisterna consists in two shovel-like cartilages connected in the ends of
mesosternum. They are predominantly cartilaginous, with signs of mineralization near
the connections with mesosternum.

The scapula has a rectangular form with expanded proximo-distal ends. Its
posterior face is sigmoid and borders the glenoid fossa, which is also bordered by
coracoids. The scapula is contiguous to the cleithrum, an ossified lamina with bifid distal
ends. Its posterior ramus is shorter than anterior ramus. On the anterior ramus there is a
longitudinal ridge.

The suprascapula is manly cartilaginous but greatly mineralized.

Pelvic girdle.— Ilium, ischium, and pubis are articulated together, forming the
acetabulum. The medial margins of the ilia form a U-shape in dorsal view (Fig 3C). The
distance between the distal tips of the ilial shafts is approximately 40% of the entire length
of the element. Each ilium has a dorsal crest on the posterior two thirds of its length. The
ilia are not fused medially. The ischia are fused. Preacetabular and supra-acetabular
expansions are poorly developed. The pubis is thin, and poorly ossified.

Forelimbs and manus.— The humerus bears a well-developed crista ventralis over
the midlength (Fig 3B). Its distal head and the glenoid head are expanded, rounded, and
have approximately the same size. The radioulna have a distinct proximo-distal groove

between then, corresponding to the sulcus intermedius, that extends over its midlength.
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The hand had six individual carpal elements: ulnare, distal carpal 5-4-3, distal
carpal 2, radiale, element Y, and elements of prepollex, representing the Type C
morphology of Fabrezi (1992). The phalangeal formula is 0-2-2-3-3; the relative lengths
of the fingers are IV >V >[Il = II (Figure 4A). A large and predominantly ossified palmar
sesamoid is present on the ventral surface of the hand, embedded in the tendons. A couple
of small glide sesamoids lie on the ventral face of the distal epiphysis of each metacarpal.
Dorsal to the articulation of the radioulna with radiale there is a small sesamoid, the
pararadial. The distal ends of the terminal phalanges have a knoblike dilation. The males’
inner metacarpal bears an external nuptial spine. The prepollex consists of two segments,
in addition to the basal segment. The proximal prepollical element is elongated and, in
most individuals, it is completely cartilaginous, but can be completely mineralized. It
bears a smaller mineralized segment beside. The distal prepollical element is triangular
with a rounded terminus and it is mostly cartilaginous.

Hind limbs and pes.— The femur has the same length as the tibiofibular and about
twice the size of tibiale-fibulare.

Four tarsal elements are present: Tibiale-fibulare, Element Y, Distal Tarsal 1, and
Distal Tarsal 2-3. The tibiale and fibulare are widely separated at their midlength and
fused at their ends. Element Y joins the proximal element of the prehallux, Distal Tarsal
1, Metatarsal | and Tibiale. Distal Tarsal I also articulates with Metatarsals | and Il and
Tibiale. Distal Tarsal 2-3 articulates with Metatarsals Il and 111 and Fibulare. Metatarsal
V and Metatarsal IV articulate directly with the end of the fibulare. A small ossified
sesamoid lies on the ventral to the proximal head of the tibiale-fibulare, close to the distal

ends of the Metatarsals 11l and 1V.
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The digital phalangeal formula is: 2-2-3-4-3. The terminal phalanges are
knobbed. The prehallux has two segments extensively mineralized in most individuals;

the distal segment is shovel-like and well developed.

Instraspecific variation. The osteological variation among males involves the degree of
mineralization and ossification of cartilaginous elements, the size of dermal bones, as
frontoparietals and the shape of elements of the pectoral girdle, as omosternum,
mesosternum and Xxiphisternum.

Interspecific variation. Variation observed among studied species is summarized in

Table 1.

Discussion

Species within Physalaemus biligonigerus species group are similar in osteology, except
for Physalaemus riograndensis, which have several exclusive characteristics when
compared to the other species within the group. Osteological variation between P.
biligonigerus, P. santafecinus and P. marmoratus involve mainly the amount of
mineralization of cartilaginous structures (e.g. pectoral girdle, nasal capsule, hyoid) and
the size of dermal investing bones (e.g., frontoparietals, neopalatines). These features
have already been reported to vary intraspecifically, depending on the age of the
individual (e.g. Ponssa et al. 2007, Ponssa 2008, Fratani et al. 2017). We also found
intraspecific variation in relation to the degree of mineralization and ossification,
although we chose adults with the same body size range of each species. Halliday &
Verrell (1988) discussed the weak correlation between body size and age, which is

compatible with our observations.
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The only morphological difference between P. biligonigerus and P. santafecinus
reported in the original description (Barrio 1965) was in the mesosternum, formed by two
symmetrical halves, medially connected by cartilage in P. santafecinus, in contrast with
the entirely bony element of P. biligonigerus, bifurcated anteriorly and posteriorly.
Despite one individual of P. santafecinus analyzed presented the same type of
mesosternum described by Barrio (1965), we found intraspecific variation in this species.
Our observations agree with Lobo (1992) finding that there is no difference in the sternum
between these two species.

Additionally, the individuals of P. santafecinus analyzed presented frontoparietal
fenestra exposed. Considering that Lobo (1992) didn’t report differences in the
frontoparietal between P. santafecinus and P. biligonigerus, we believe that this
difference is due to the age of the individuals.

The small orifice laterally adjacent to the anterior process of the hyale has
potential to be a putative synapomorphy to the group that includes P. biligonigerus, P.
marmoratus and P. santafecinus, as all the specimens of these species presented this
structure, and it is absent in related species (sensu Lourenco et al. 2015). Despite the
expansion of the hyale (which we referred as cartilaginous plate) is present in P. albifrons
(Table 1), this species lacks the orifice.

P. riograndensis shares with the other species that are nested within P.
biligonigerus group the absence of orbital cartilage anteriorly, that results in the
sphenethmoid bordering the anterior portion of the optic fenestra. Despite that, it differs
by several characters of cranium, hyoid and pectoral girdle (Table 1). The osteological
information points to the reallocation of P. riograndensis to another group of species. A

broader analysis is necessary to address this question.
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The scarce intraspecific variation agrees with previous observations that
osteological characters could be useful for phylogenetics and to diagnose species (e.g.,
Trueb, 1973, 1977; Ponssa et al. 2011), although, the low interspecific variation between
P. biligonigerus, P. marmoratus and P. santafecinus, provides few informative characters
for phylogenetic analysis within the group. We expect to use osteological features in part
of a suite of characters to address relationships within the other species groups of the
genus. This is currently being assembled and evaluated by BFZ.

This overview of the osteology of Physalaemus biligonigerus species group,
together with data of other studies (e.g. Lynch, 1970, Lobo 1992, 1993, Fratani et al.
2017) aids the discussion of morphological transformation series within Physalaemus and
points to the importance of including morphological data in the analysis of phylogenetic

relationships, to elucidate the evolution within the genus.
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APPENDIX 1. Specimens examined

Physalaemus biligonigerus: BRAZIL: MATO GROSSO DO SUL: Corumba (UFMG
1583941 adult males); RIO GRANDE DO SUL.: Santo Anténio (ZUEC 11649, adult
male); Torres (ZUEC 20456-57 young males).

Physalaemus santafecinus: (MACN 45263-64 adult male)

Physalaemus marmoratus: BRAZIL: MINAS GERAIS: Curvelo (UFMG 2772, 2774
adult males); Jaboticatubas (UFMG 5496, adult male; UFMG 5428, adult female).
Physalaemus riograndensis: BRAZIL, RIO GRANDE DO SUL, Candiota (UFMG
20193-94, adult males).

Physalaemus albifrons: BRAZIL: BAHIA: Jacaraci (UFMG 4681, adult male);
Pindobacu (UFMG 6150-51, adult males).

Physalaemus nattereri: BRAZIL: GOIAS: Montes Claros de Goias (UFMG 3633);
MATO GROSSO DO SUL: Corumba (UFMG 5650); MINAS GERAIS: Ibia (UFMG

12439); Uberlandia (UFMG 2342).
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TABLE 1. Comparison between Physalaemus of P. biligonigerus group and other two

species of Physalaemus that where already placed within the group. Plus indicates

presence and minus indicates absence. Personal observations.LO= length of the orbit,

LT: length of the tympanum, ML= minimum length, MW= minimum width,

post.=posterior. Measurements consist in approximate values.

Osteological character Species
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FIGURE 1. Skull of adult male Physalaemus biligonigerus (ZUEC 11469) in (A) dorsal,
(B) ventral, and (C) lateral views. Details of the nasal capsule (D). Cartilages are stained
blue and mineralized/ossified structures are stained red. Abbreviations: ant max p,
anterior maxillary process; cris par, crista parotica; cultr proc, cultriform process of
parasphenoid; exoc, exoccipital; frontop, frontoparietal; ocul f, oculomotor foramen;
operc, operculum; optic fen, optic fenestra; p ext plectri, pars externa plectri; pl ant,
planum antorbitale; pro, prootic; pro for, prootic foramen; prsph ala, ala of parasphenoid;
gj, quadratojugal; sphen, sphenethmoid; septomax, septomaxilla; sqm, squamosal; tymp

ann, tympanic annulus. Scale line: 2 mm.

162



postlat p B

arytenoid
pm p

cricoid

FIGURE 2. Mandible, hyoid, and laryngeal cartilages of adult male Physalaemus
biligonigerus (ZUEC 11469). (A) Ventral view. (B) Dorsal view. Cartilages are stained
blue and mineralized/ossified structures are stained red. Abbreviations: angulo,
angulosplenial; ant p, anterior process of the hyale; antl p, anterolateral process of the
hyale; br p, bronchial process; den, dentary; hyo sinus, hyoglossal sinus; m cart, Meckel's
cartilage; mmk, mentomeckelian; postlat p, posterolateral process; pm p, posteromedial

process. Scale line: 2 mm.
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FIGURE 3. Postcranial elements of skeleton of adult male Physalaemus biligonigerus
(ZUEC 11469). (A) Axial column in dorsal view. (B) Pectoral girdle in dorsal view with
all parts deflected into the ventral plane. (C) Dorsal and (D) lateral views of pelvic girdle.

Cartilages are stained blue and mineralized/ossified structures are stained red. Scale line:

2 mm.
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FIGURE 4. Manus (A) and pes (B) in dorsal view of adult male Physalaemus
biligonigerus (ZUEC 11469 and UFMG 15841, respectively). Cartilages are stained blue

and mineralized and ossified structures are stained red. Scale line: 2 mm.
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