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RESUMO

A subfamilia Holoadeninae inclui géneros em sua maioria distribuidos nos Andes
(Bryophryne, Lynchius, Microkayla, Niceforonia, Noblella, Oreobates, Phrynopus,
Psychrophrynella, Qosqophryne), assim como representantes na Amazonia, Cerrado e Mata
Atlantica (Barycholos, Euparkerella, Holoaden, Oreobates). “Eleutherodactylus” bilineatus
¢ incluida como incertae sedis nesta subfamilia e seu estudo e comparacdo com os géneros
aos quais ela estd relacionada ainda sdo necessarios para resolver sua taxonomia. O género
Phrynopus sofreu grandes mudancas na sua composi¢ao de espécies recentemente. Mesmo
sendo um grupo com interessante variacdo em sua morfologia, caracteres morfologicos ainda
ndo foram testados em um contexto filogenético e nenhuma sinapomorfia morfologica foi
proposta para o género. Além disto, espécies do clado composto por Phrynopus, Lynchius e
Oreobates apresentam interessante diversidade de formas e estdo presentes em diferentes
habitats distribuidos na América do Sul, constituindo um grupo ideal para o teste de diversas
hipoteses evolutivas. Assim, o presente trabalho apresenta analises filogenéticas de evidéncia
total utilizando dados genotipicos e fenotipicos para inferir as relagdes filogenéticas das
espécies de Phrynopus, assim como dos géneros de Holoadeninae; elucida as relagdes
filogenéticas e a taxonomia de “Eleutherodactylus” bilineatus, e descreve um novo género
de Holoadeninae; e mostra que a ocupacdo independente de habitats semelhantes ¢
responsavel pela convergéncia no formato do corpo das espécies de Lynchius, Oreobates e
Phrynopus. Além disto, sdo feitas contribui¢des para a taxonomia dos géneros Lynchius e
Oreobates, que incluem a revisdo de O. heterodactylus e O. crepitans e a descri¢ao de uma
nova espécie de Oreobates da Bolivia; descricdo de uma nova espécie de Lynchius e uma

nova espécie de Oreobates do Peru; e novos registros para a distribuicao de O. antrum.

Palavras-chave: Convergéncia, Osteologia, Sistematica, Taxonomia, Terrarana.



ABSTRACT

The subfamily Holoadeninae includes genera mostly distributed in the Andes (Bryophryne,
Lynchius, Microkayla, Niceforonia, Noblella, Oreobates, Phrynopus, Psychrophrynella, and
Qosqophryne), as well as representatives in the Amazon, Cerrado and Atlantic Forest
(Barycholos, Euparkerella, Holoaden, and Oreobates). “Eleutherodactylus” bilineatus 1is
included in the subfamily as incertae sedis and its study and comparison with its relative
genera are still necessary to resolve its taxonomy. The Phrynopus genus has recently
undergone major changes in its composition. Even though it is a group with interesting
variation in its morphology, morphological characters have not yet been tested in a
phylogenetic context and no morphological synapomorphy has been proposed for the genus.
In addition, species from the clade composed of Phrynopus, Lynchius and Oreobates have
an interesting diversity of forms and are present in different habitats distributed in South
America, constituting an ideal group for testing evolutionary hypotheses. This study includes
total evidence phylogenetic analyses using genotypic and phenotypic data to infer the
phylogenetic relationships of Phrynopus, as well as of the genera of Holoadeninae; elucidates
the phylogenetic relationships and taxonomy of “Eleutherodactylus” bilineatus, describing
a new genus of Holoadeninae; and shows that the independent occupation of similar habitats
is responsible for the convergence in the body shape of species of Lynchius, Oreobates and
Phrynopus. It also includes contributions to the taxonomy of Lynchius and Oreobates, which
encompass the review of O. heterodactylus and O. crepitans, as well as the description of a
new species of Oreobates from Bolivia; description of a new species of Lynchius and a new

species of Oreobates from Peru; and new records for the distribution of O. antrum.

Keywords: Convergence, Osteology, Systematics, Taxonomy, Terrarana.



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ....c..oveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
RETETENCIAS ...t et ettt e e et e e e et e e eabee e tbeeetaeeeaseeensseenaseeas 19
Secdo 1 - Sistematica e Evolucao Morfologica ................cccoooiiiiiiiiniiiiiiceeeen 21

Unmasking convergence in the high Andes: total evidence phylogeny of Phrynopus and

phenotypic evolution in Holoadeninae (Anura: Brachycephaloidea)..........ccccoooeevirieneinicnnen. 22
INETOAUCTION ...ttt ettt ettt et sae e 25
Materials and MEthOdS .........cooueiiiiiiiiii e 30
RESUILS ..ttt ettt et sttt st 40
DIISCUSSION ...ttt ettt et b et ea et e e s at e bt e s e s bt e bt et e sbtenbeennenaeenee 43
CONCIUSIONS ..ttt ettt ettt et e b e sb et st b et e s e s bt et e satesbe et e ennenaeenee 56
RETETEINCES ...ttt sttt ettt e 57
TABIES ..ttt ettt ettt et sae e 70
FIGUIE CAPTIONS ..ttt ettt ettt et s bt ettt bt et e e saeenee 88
FIGUIES ..ttt ettt ettt ettt b et s b ettt b et e nae e 90
APPEIIAICES ...ttt ettt et sttt et h e e enee 98

A new terraranan genus from the Brazilian Atlantic Forest with comments on the systematics

of Brachycephaloidea (Amphibia: ANUIA)......c.ccoveiiiiiieiiieiieeie et 119
INEEOAUCTION ...ttt sttt et sbt et et st e b e 121
Materials and MEthOdS .........coouiiiiriiiiiii et e 123
RESUILS ..ttt sttt st ettt et st 126
DIISCUSSION ...ttt ettt ettt ettt ettt sa bt et sht e bt et e s et e bt e st e sbee bt eneesaeenbeennes 130
RETETEICES ...ttt sttt ettt et 134
TABIES ..ttt ettt b et et s 143
FIGUIE CAPLIONS ...ttt ettt ettt et e bt e et e e bt e et e enseeenbeenseesnneenseas 146
FRGUIES ...ttt ettt et e e et e et e et eeabe e bt e enbeeseeenbe e st e snbeenneas 148
List of supporting infOrmation .............cccueecuierieeiiienie ettt ae e 155



Habitat rather than altitudinal shifts drive morphological evolution in a continental radiation

of New World direct-developing fro@S .........covuieriieiiieiiieiiieiieeie ettt 164
INETOAUCTION ...ttt ettt ettt et e b e 166
Materials and MEthOdS .........coouiiiiiiiiiiiie e 168
RESUILS ..ttt ettt b et sttt et st sb e 171
DIISCUSSION ...ttt ettt sttt ettt b et sa e bt et sa e et et e s et e bt e st e sbee bt entesaeenbeennes 172
RETETEINCES ...ttt sttt ettt et st 176
TADBIES ...ttt st b e ettt 182
FIGUIE CAPLIONS ...ttt ettt et ettt e bt eeebe e bt e enbeetaeenbeeseesnseenseas 184
FRGUIES ...ttt ettt e e et e et e e bt e e abe e st e enbeeteeenbeebeeenbeenneas 186
Supplementary Material ...........ccccuieiieiiiieiieeie e ens 191

Secao 2 - Contribuic0es taXonOMICAS ...............ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiee e 203

On the identity of species of Oreobates (Anura: Craugastoridae) from central South America,

with the description of a new species from Bolivia...........cccoccieiiiiiiiiiiieniiiiieie e 204
INEEOAUCTION ...ttt sttt et et ettt e b e 206
Materials and MEthOdS .........cocueiiiiiiiiiiie e e 210
RESUILS ..ttt sttt ettt ettt st nb e 215
DIISCUSSION ...ttt ettt ettt et sa ettt sat e bt et s et e bt es b e sbee bt entesaeenbeenees 234
RETETEINCES ...ttt ettt et sbe s 241
TABIES ...ttt et b et et s a e 250
FIGUIE CAPLIONS ..ottt sttt st et sbt et et e sbeennes 259
FIGUIES ..ottt ettt ettt st b et s ht ettt et nbeeanes 262
APPENAICES ...ttt ettt b ettt et sh ettt st nbeeanes 271

Two new species of terrestrial-breeding frogs (Anura: Brachycephaloidea) from Cordillera de

COLAN, POIU...eeeiiiiiieii ettt e e e ettt e e e e e e s e s et a bt et e e e s esssaaaseeeeesssesinnns 275
INEEOAUCTION ...ttt ettt ettt et e b e 277
Materials and MEthOdS .........coouiiiiiiiiiiiie e 279
RESUILS ..ttt sttt sttt ettt st nbe e 282
DIISCUSSION ...ttt ettt et b et s a ettt she et et s st e bt esbesbee bt eneesaeenbeenees 295
RETETEINCES ...ttt et sttt st e e e 299

121 o) (<1 S 305



FIGUIE CAPTIONS ..ottt st sttt et sbe et et e nbeenees 307

FIGUIES ..ttt ettt st b et st b et s ht ettt st na e 309
APPENAICES ..ttt ettt ettt et et e et e st e et e e tt e et e e at e et e e tteeabe e bteenbe e baeenbeebeeenreenseas 316

New distribution records of Oreobates antrum Vaz-Silva, Maciel, Andrade, and Amaro, 2018,

a cave-associated species from the Seasonally Dry Tropical Forest in the Brazilian Cerrado

(Anura: Brachycephaloidea: Craugastoridae)..........ceeceeeiieriienieeniienieeiiesie e eee e 319
RETRIEIICES ...ttt ettt et ettt e bt e et e e bt e e b e enseeenbeeseeenneenseas 322
FRGUIES ...ttt ettt e e et e et e e bt e e abe e st e enbeeteeenbeebeeenbeenneas 324

CONCLUSOES GERALIS ....ovuutuimimiitieieiseeissise et ss e sse s 326



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

15

INTRODUCAO GERAL

O clado dos anuros neotropicais com ovos terrestres e desenvolvimento direto,
superfamilia Brachycephaloidea, ¢ composto por mais de 1000 espécies e compreende em torno
de um ter¢o de todas as espécies de anuros descritas para o novo mundo (Frost, 2020). As
espécies deste grupo, conhecido como terrarana, tem sido incluidas em diversas andlises
filogenéticas com diferentes abrangéncias taxondmicas, diferentes conjuntos de dados e
diferentes métodos analiticos (Hedges et al. 2008; Pyron & Wiens, 2011; Padial et al. 2012;
Padial et al. 2014; Heinicke et al., 2018; Jetz and Pyron, 2018). Todavia, as filogenias existentes
sdo discordantes em diversos pontos, resultando em extensa instabilidade taxondmica em niveis
de familias, subfamilias e géneros.

Em uma revisdo recente de Brachycephaloidea, Padial et al. (2014) propuseram uma
nova taxonomia para o grupo e reconheceram trés familias: Brachycephalidae, Craugastoridae
e Eleutherodactylidae. A familia Craugastoridae compreende 857 espécies distribuidas em 3
subfamilias, incluindo a subfamilia Holoadeninae. Géneros de Holoadeninae estdo em sua
maioria distribuidos nos Andes (Bryophryne, Lynchius, Microkayla, Niceforonia, Noblella,
Oreobates, Phrynopus, Psychrophrynella, Qosqophryne), mas também incluem representantes
na Amazodnia, Cerrado e Mata Atlantica (Barycholos, Euparkerella, Holoaden, Oreobates).

Andlises filogenéticas utilizando caracteres moleculares recuperaram a espécie
Ischnocnema bilineata como pertencente a um clado incluindo os géneros Barycholos e
Noblella. Esta espécie foi removida do género Ischnocnema e incluida na familia Holoadeninae
como “Eleutherodactylus” bilineatus (Canedo & Haddad, 2012). A analise da morfologia desta
espécie e comparagdo com os géneros aos quais ela esta relacionada ainda sdo necessarios para
resolver sua taxonomia.

Phrynopus é composto atualmente por 35 espécies com distribui¢@o restrita aos Andes

centrais do Peru. Lynch (1975) classificou espécies como pertencentes a Phrynopus baseado
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principalmente em caracteres dos digitos. Porém, a monofilia de Phrynopus (sensu Lynch,
1975) foi enfaticamente rejeitada em todas as andlises filogenéticas moleculares (Hedges et al.
2008; Pyron & Wiens, 2011; Padial et al. 2012; Padial et al. 2014; Heinicke et al., 2018; Jetz
and Pyron, 2018). Nenhum trabalho até entdo teve como foco uma revisao sistematica do género
considerando sua diversidade morfologica, e as mudancas na composicdo de espécies de
Phrynopus tem sido feitas principalmente com base em evidéncias moleculares.

O género Phrynopus tem sido recuperado em diferentes andlises filogenéticas como
parte de um clado que inclui os géneros Lynchius e Oreobates (Hedges et al., 2008; Padial et
al., 2009; Pyron & Wiens, 2011; Padial et al., 2012; Padial et al., 2014). Lynchius foi proposto
por Hedges et al. (2008) para um clado até entdo formado por trés espécies: Lynchius
flavomaculatus (Parker, 1938), L. nebulanastes (Cannatella, 1984) e L. parkeri (Lynch, 1975).
Posteriormente, Oreobates simmonsi foi transferido para Lynchius (Padial et al. 2012) e trés
novas espécies foram descritas (Motta et al., 2016; Sanchez-Nivicela et al., 2019). Assim, o
género ¢ hoje composto por sete espécies distribuidas na Cordilheira Oriental no sul do Equador
e Cordilheira de Huancabamba no norte do Peru, entre 1800m e 3100m de altitude.

Oreobates foi removido do sinonimo de Ischnocnema e revalidado por Caramaschi &
Canedo (2006), que incluiram seis espécies no género. Apds a revalidagdo, Oreobates teve um
rapido aumento no niimero de espécies. Padial et al. (2008) apresentaram uma filogenia de
Oreobates e classificaram 14 espécies de um clado como pertencentes ao género. Em uma
revisdo mais completa do género, Padial et al. (2012) apresentam evidéncias morfologicas e
moleculares que suportam a existéncia de 22 espécies em Oreobates. O género ¢ composto
atualmente por 25 espécies distribuidas em diversos habitats, como Amazonia, Cerrado, além
de florestas e vales nos Andes.

Apesar da suposta monofilia de Lynchius, Oreobates e Phrynopus, bem como a

monofilia do clado formado por estes trés géneros, terem sido recuperados em diferentes
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analises filogenéticas (Hedges et al., 2008; Padial et al., 2009; Pyron & Wiens, 2011; Padial et
al., 2012; Padial et al., 2014), a relagdo entre estes géneros ndo ¢ bem estabelecida e varia
dependendo do dataset e método de andlise empregado. Desta forma, apesar de evidéncias
moleculares em andlises filogenéticas terem conduzido um rapido crescimento no entendimento
das relacdes filogenéticas e diversidade de espécies neste clado, ainda € necessario reverter a
falta de evidéncias morfoldgicas, ja que caracteres morfologicos nunca foram testados em um
contexto filogenético e, portanto, sinapomorfias ainda ndo foram encontradas para o grupo.

Além disso, a evolucdo independente de caracteristicas semelhantes em espécies que
ocupam o mesmo habitat suporta a ideia de que evolugdo convergente esta por tras de varios
dos padrdes recorrentes observados na variagdo morfologica em espécies de Lynchius,
Oreobates e Phrynopus (Padial et al., 2012). Por exemplo, as duas espécies andinas do género
Oreobates (O. ayacucho e O. pereger) se assemelham a Lynchius e Phrynopus, géneros que
tém distribui¢des relativamente pequenas e ecologicamente restritas nos Andes. Espécies de
habitats mais secos, como Cerrado (O. crepitans € O. heterodactylus) ou vales secos andinos
(0. ibischi e O. discoidalis), que frequentemente se empoleiram em vegetagao baixa, tém corpo
esbelto e apresentam longas extremidades com falanges terminais em forma de T e discos
grandes nos dedos das maos e dos pés. A semelhanga entre espécies de Oreobates de florestas
montanas e planicies amazonicas com Lynchius simmonsi (ou seja, pele com tubérculos,
extremidades longas, cabeca relativemente grande e tubérculos plantares conicos) também
indica a evolugdo convergente como resultado da adaptacdo a ambientes florestais (Motta et al.,
2016).

Desta forma, os objetivos deste projeto incluem: (I) realizar uma analise filogenética de
evidéncia total utilizando dados genotipicos (sequéncias de DNA) e fenotipicos (morfologia
externa, interna e osteologia) para inferir as relacdes filogenéticas das espécies de Phrynopus e

de géneros da subfamilia Holoadeninae, assim como a evolugdo de caracteres neste grupo, (II)
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elucidar as relagdes filogenéticas e a taxonomia de “Eleutherodactylus” bilineatus, (II1)
investigar se fatores ecologicos sdo os principais responsaveis pela morfologia convergente das
espécies de Lynchius, Oreobates e Phrynopus ou se os padrdoes morfoldgicos sdo condicionados
pelas relacdes filogenéticas, além de (IV) realizar revisdes taxonomicas e descrigdes de novas
espécies de Lynchius e Oreobates.

A tese esta dividida em duas sec¢des e cada se¢do inclui trés capitulos. A primeira se¢do
trata da sistematica e evolucdo morfologica em Holoadeninae, enquanto a segunda secdo inclui
colaboragdes taxondmicas para o grupo. Os capitulos foram formatados segundo modelo dos

periodicos cientificos aos quais os artigos foram ou serdo submetidos.
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Conclusoes Gerais

Apresentamos uma andlise filogenética de evidéncia total sem precedentes em
caracteres e taxons, combinando 15 genes e 101 caracteres fenotipicos para 79
espécies de Holoadeninae. Nossas andlises recuperaram o género Phrynopus
monofilético, irmdo do clado incluindo os géneros Lynchius e Oreobates.
Encontramos baixo suporte para Phrynopus. No entanto, mostramos que isso se deve
ao comportamento “wildcard” de P. thompsoni, um terminal com dados faltantes.
Com base na hipotese filogenética resultante, identificamos sinapomorfias para
Phrynopus e géneros relacionados. Discutimos a evolucdo da orelha média
relacionada a comunicagdo acustica e da cintura pélvica relacionada a locomogao em
Holoadeninae. Também discutimos a convergéncia de caracteristicas nos géneros que
compartilham a morfologia “phrynopoid”. Mostramos que a evolucgdo repetida de
estados de carater ¢ um fenomeno comum em Holoadeninae e ndo se restringe a
grupos andinos. Além disso, embora muito tenha sido discutido sobre convergéncia
em Holoadeninae, os eventos envolvem o mesmo estado ancestral dando origem ao
mesmo estado derivado, constituindo um exemplo de paralelismo. Nosso estudo
fornece uma base sélida para uma maior exploragdo e compreensdo da evolugdo
morfolégica em terrarana.

Andlises filogenéticas incluindo caracteres moleculares, juntamente com dados de
morfologia externa e osteologia de “E.” bilineatus, suportam a descricdo de um novo
género para acomodar esta espécie que nomeamos e diagnosticamos neste trabalho.
Nossas andlises recuperaram “E.” bilineatus como uma linhagem independente
formando um clado altamente suportado com Barycholos e Noblella. Nossas analises
também recuperam o género Noblella ndo monofilético e as espécies do género,

embora morfologicamente semelhantes, fazem parte de diferentes clados: um
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incluindo espécies dos Andes centrais e outro incluindo espécies dos Andes do norte.
Além disso, os padrdes de distribuicdo apontam conexdes entre areas biogeograficas
distantes da América do Sul e uma distribui¢do generalizada de um ancestral para o
clado incluindo Barycholos, “E.” bilineatus e Noblella. Também comparamos as
relacdes entre os clados de Brachycephaloidea e, portanto, as classificagdes de
familia e subfamilia em diferentes estudos. Mostramos que a classificacao de familias
provavelmente estd longe de se estabilizar, principalmente devido a sele¢des
arbitrarias de hierarquia dos clados. No entanto, mostramos que a atribui¢do de uma
familia a cada um dos clados altamente sustentados e frequentemente recuperados
tornaria a taxonomia de Brachycephaloidea mais estavel.

Investigamos se as mudancas altitudinais e de habitat conduzem a evolugdo
morfoldgica em uma radiacdo continental de sapos de desenvolvimento direto da
regido Neotropical (Lynchius, Oreobates e Phrynopus). Descobrimos que a evolugao
do tamanho do corpo ndo suporta a regra de Bergmann. Nossos resultados sugerem,
no entanto, que as mudangas de habitat conduzem a evolugdo morfolégica neste
grupo. Nossas analises indicam que mudangas de floresta para Puna nos Andes e para
ambientes secos de baixada resultaram em semelhancas morfologicas entre espécies
distantemente relacionadas. Especificamente, a ocupag@o do ambiente Puna envolveu
mudanga evolutiva em direcdo a diminuicdo do comprimento da cabega e dos
membros posteriores, enquanto a ocupagao de ambientes secos de baixada envolveu
mudanga evolutiva em dire¢do a expansdo das pontas dos dedos. Nés hipotetizamos
que os requisitos mecanicos podem ser responsaveis pela convergéncia neste grupo
e sugerimos que futuras analises explorem a relacdo entre o formato do corpo e o uso

de micro-habitat.
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Avaliamos o status taxondmico e a area de distribuicao de populacdes de Oreobates
de 10 localidades na regido central da América do Sul. Realizamos analises
filogenéticas, analises de componentes principais e andlises de fungdes
discriminantes para avaliar o status taxondmico destas populagdes. Como resultado,
redescrevemos O. heterodactylus com base em uma série de topdtipos recém
coletados e material adicional de outras localidades. Reavaliamos o status
taxondmico de O. crepitans, considerado sindnimo junior de O. heterodactylus.
Também descrevemos as populagdes de Oreobates no leste da Bolivia como uma
nova espécie.

Descrevemos duas novas espécies de Holodeninae da Cordillera de Coldn, no
nordeste do Peru. A primeira espécie pertence ao género Lynchius e ocorre em duas
localidades de 1.977 a 2.006 m a.s.l., enquanto a segunda espécie pertence ao género
Oreobates e s6 € conhecida em um local a 2.608 m a.s.l. Lynchius. waynehollomonae
¢ a primeira espécie de Lynchius encontrada ao sul da Depressao de Huancabamba e
ocorrendo exclusivamente nas Yungas peruanas. O. colanensis representa a espécie
de Oreobates no extremo norte dos Andes, estendendo em mais de 600 km ao norte
a distribuicdo do género em altitudes acima de 2000 m nos Andes.

Foram encontrados e coletados espécimes na Gruta dos Revolucionarios, Posse,
Goias e na Gruta das Ras, Aurora do Tocantins, Tocantins. Analises morfologicas
dos espécimes corroboram a identificagdo destas populagdes como O. antrum e os
dois novos registros estendem a faixa de distribuicdo da espécie para

aproximadamente 100 km ao norte e 75 km ao sul de sua localidade-tipo.
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