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INTRODUCAO GERAL

Documentar a biodiversidade se tornou uma corrida contra o relégio considerando o
ritmo da degradacdo ambiental e, consequentemente, da perda de habitats das espécies (Da
Silva et al., 2005; Laurance, 2007), o aparecimento de doengas (Pounds et al., 2006) e a
ameaca de mudangcas climéticas (Rull e Vegas-Vilarrubia, 2006). Nosso conhecimento acerca
da biodiversidade global ainda é rudimentar (Mora et al., 2011) e o0 que conhecemos néo deve
representar 10% de toda a nossa biodiversidade (Hammond, 1992 apud Hanken, 1999). Esta
lacuna enorme no conhecimento ndo esté limitada apenas a grupos como microorganismos e
artrépodos (Quince et al., 2008; Hamilton et al., 2013), mas também a alguns grupos de
vertebrados, como é o caso de anfibios tropicais (Fouquet et al., 2007; Vieites et al., 2009;

Funk et al., ©“2011” [2012]).

Inevitavelmente, diversas espécies e populacfes serdo extintas antes mesmo de serem
reconhecidas pela ciéncia (Wake e Vredenburg, 2008). Quando comparamos o conhecimento
da biodiversidade das diferentes regides do mundo, nos chama a atencao a deficiéncia deste
conhecimento nos trépicos, que abrigam a maior biodiversidade global (Gaston e Williams,
1996; Dirzo e Raven, 2003). Os biomas da América do Sul sdo de extrema importancia por
abrigarem mais espécies do que em qualquer outro lugar do mundo (Gaston e Williams, 1996;
Myers et al., 2000).

A Mata Atlantica esta distribuida ao longo do leste e sudoeste do Brasil, leste do
Paraguai e norte da Argentina (Galindo-Leal e Gusmdo Camara, 2005). Este bioma é um dos
mais importantes hotspts para a conservacdo da biodiversidade mundial devido ao seu alto

grau de endemismo e, simultaneamente, por constituir um ambiente altamente ameacado em



virtude do grau de degradacéo e da velocidade de destruicdo da floresta (Galindo-Leal e Gusmao
Cémara, 2005). A intensa ocupacdo humana e as consequentes formas de uso da terra ao longo
da faixa litoranea atléntica brasileira fizeram com que sua area fosse reduzida para 8% a 11% da
formacdo original, sendo que mais de 80% dos remanescentes florestais correspondem a
fragmentos menores do que 50 ha, com variados graus de isolamento (Galindo-Leal e Gusmao
Camara, 2005; Ribeiro et al., 2009). Dado que um terco das espécies de anfibios esta
ameacado de extingdo — mais do que qualquer outro grupo de vertebrado (Stuart et al., 2004)
— conhecer a biodiversidade de anfibios deste bioma se torna um dos desafios mais
importantes diante da crise da biodiversidade (Wake e Vredenburg, 2008).

Entretanto, conhecer a biodiversidade de anfibios anuros € uma tarefa ardua, pois no
geral, estes apresentam morfologia bastante conservada (Emerson, 1986). Contudo, avangos
em diferentes linhas de pesquisas, dentre elas a biologia molecular, nos permite examinar
mais de perto a extensdo da complexidade desta biodiversidade. As descobertas de espécies
cripticas (sensu Bickford et al., 2007) estdo alterando nossa percep¢do da estrutura da
biodiversidade em niveis taxondmicos, ecoldgicos, biogeograficos, evolutivos e de politicas
de conservacdo (Angulo and Icochea, 2010; Bickford et al., 2007; Pfenninger and Schwenk,
2007).

O género Adenomera é constituido atualmente por 18 espécies distribuidas na
América do Sul ao leste dos Andes, das quais oito estdo distribuidas na Mata Atlantica. As
espécies do género geralmente apresentam desenvolvimento terrestre com girinos
endotréfico e constroem ninhos de espuma subterraneos com desovas pequenas. No entanto,
duas espécies, A. diptyx e A. thomei, apresentam desovas maiores e fase larval aquatica (De
la Riva, 1996; Almeida e Angulo, 2006). Apesar do grupo ser composto por espécies

frequentemente abundantes onde ocorrem, por décadas o género foi negligenciado em
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estudos de sistematica de anuros devido a sua taxonomia “cadtica” (Angulo, 2004; Duellman,
2005). A complexidade taxonémica observada no género Adenomera pode ser atribuida
devido a nossa dificuldade de: i) encontrar padrdes morfoldgicos intra e interespecificos a
partir de individuos depositados em coleces e ii) estabelecer uma correlacdo de confianca
dos dados acusticos com individuo depositado em cole¢do. Neste ultimo caso, a situagdo mais
comum é ter acesso ao arquivo de canto através de terceiros mas ndo existir o individuo

testemunho, devido & dificuldade de coletar estes individuos em campo.

A primeira andlise filogenética mais expressiva que incluiu o género Adenomera foi
conduzida por Fouquet et al. (2013) com 11 espécies amostradas. Utilizando uma andlise
bayesiana, 0s autores recuperaram as espécies distribuidas na Mata Atlantica como um grupo
monofilético. Posteriormente, numa extensa amostragem molecular do género Adenomera,
Fouquet et al. (2014) delimitaram 35 espécies candidatas, das quais 16 ja possuiam nome
naquele momento. Os autores se basearam num protocolo adaptado de Vieites et al. (2009),
buscando convergéncia hierarquica de evidéncias que incluia: monofilia reciproca,
divergéncia genética, compartilhamento de alelos e dados indiretos (baseados em literatura)

de morfologia e bioacustica da maioria das espécies candidatas.

O trabalho “Species delimitation, patterns of diversification and historical
biogeography of the Neotropical frog genus Adenomera (Anura, Leptodactylidae)” (Fouquet
et al., 2014; Apéndice 1) foi o primeiro subproduto desta tese. Na analise filogenética
bayesiana, utilizando 320 terminais, Fouquet et al. (2014, figura 1) ndo recuperaram as
espécies distribuidas na Mata Atlantica como um grupo monofilético. Nesta analise, o “clado
Thomei” composto pelas espécies A. thomei, A. sp. L e A. sp. M, é recuperado como irméo

dos clados Martinezi (composto pelas espécies A. martinezi, A. saci e A. sp. B) e



Hylaedactyla (composto pelas espécies A. hylaedactyla e A. diptyx). Nesta topologia, o clado
Thomei + Martinezi + Hylaedactyla apresenta baixa probabilidade posterior (0,60).
Subsequentemente, no mesmo trabalho, quando um exemplar de cada espécie candidata foi
selecionado para as anélises de datacdo molecular multilocus (‘species tree”) e concatenada,
ambas recuperaram as espécies distribuidas na Mata Atlantica como um grupo monofilético
com a topologia: clado Thomei + clado Marmorata (Fouquet et al., 2014; figura4 ae b). Na
andlise concatenada esta topologia apresenta propabilidade posterior com valor maior que
0,95, porém na analise multilocus a mesma topologia apresentou probabilidade posterior no
valor de 0,88. Apos a submissdo deste artigo, mais dados (moleculares, morfoldgicos e

bioacusticos) foram coletados e uma reanalise foi feita no presente estudo.

Assim, esta tese estd organizada em dois capitulos. No primeiro capitulo, realizamos
uma analise filogenética do grupo com uma amostragem aumentada em relacdo a Fouquet et
al. (2014) e testamos a hipdtese de que cada espécie candidada (confirmadas e néo
confirmadas) dos clados Thomei e Marmorata (sensu Fouquet et al., 2014) constitui uma
espécie diagnosticavel. Para tanto, usamos evidéncias moleculares, morfoldgicos e
bioacustica a partir de dados diretos (dados fenotipicos obtidos de exemplares analisados
molecularmente na anélise filogenética). Em seguida, neste mesmo capitulo, apresentamos
as consideracdes taxondmicas oriundas da analise de variacao fenotipica de cada espécie com
a descricdo das espécies novas e redescri¢do das espécies de taxonomia complexa dos clado
Marmorata. No segundo capitulo buscamos identificar padrdes de evolucdo de caracteres
fenotipicos, dentre eles aqueles usados para diagnosticar e diferenciar as espécies do género
Adenomera. Para tal, testamos hipoteses de homologias e buscamos levantar possiveis

sinapomorfias para o género Adenomera e para 0s grupos a ele relacionados.
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CAPITULO 1

DELIMITACAO ESPECIFICA DOS CLADOS THOMEI E
MARMORATA DO GENERO ADENOMERA STEINDACHNER, 1867

(ANURA, LEPTODACTYLIDAE)

RESUMO

O género Adenomera é composto por 16 espécies, das quais seis possuem distribuicdo
restrita & Mata Atlantica. O grupo apresenta uma taxonomia complicada por apresentar
espécies cripticas, com alto grau de polimorfismo intraespecifico e interespecifico.
Recentemente, uma analise filogenética extensa, abrangendo grande parte da distribuicdo das
espécies do género, 35 espécies candidatas foram propostas; 16 na Mata Atlantica. No
presente trabalho, propomos testar se as espécies candidatas distribuidas na Mata Atlantica
compdem um grupo monofilético. Usando uma abordagem interativa com dados diretos de
morfologia externa e bioacUstica, pudemos delimitar espécies dentro dos clados Thomei e
Marmorata. A maior amostragem dados fenotipicos e de um fragmento do gene 16S de
individuos da Mata Atlantica na analise, permitiu inferir com maior confianca que as espécies
distribuidas na Mata Atlantica compdem um grupo monofilético (clados Thomei +
Marmorata), irméo do clado Hylaedactyla + Martinezi. O material adicional nos permitiu
delimitar e redescrever duas especies previamente consideradas como um complexo de

especies (Adenomera marmorata e A. bokermanni). Das 16 espécies candidatas do clado



Mata Atlantica previamente sugeridas, pudemos delimitar apenas 10 espécies sendo sete ja

conhecidas e trés novas para a Ciéncia.

ABSTRACT

The genus Adenomera has 16 species, six of which are Atlantic Forest dwellers. The
genus has a difficult taxonomy, mostly due to the high levels of intra and interspecific
polymorphism. Recently, a phylogenetic analysis using samples collected through the whole
geographic distribution of the genus (roughly tropical and temperate cis-Andean South
America) suggested the existence of 35 candidate species; 16 of which being Atlantic Forest
dwellers.The present contribution intends to test whatever the Atlantic Forest dwellers are a
monophyletic unit. An integrative approach with directly observed data on morphology and
bioacoustics allowed species delimitation within the Thomei and Marmorata Clades. Based
on a denser sampling of phenotipic and 16S rRNA fragments, we recovered the Atlantic
Forest dwellers are a monophyletic unit, with two major clades (Thomei + Marmorata) and
sister to the Hylaedactyla + Martinezi clade. The additional material allowed the delimitation
and redescritpion of two species previously understood as species complexes (Adenomera
marmorata and A. bokermanni). Of the 16 Atlantic Forest dwellers candidate species, we

could delimit only 10; seven of those assignable to previously described species.
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DELIMITACAO ESPECIFICA DOS CLADOS THOMEI E MARMORATA DO
GENERO ADENOMERA STEINDACHNER, 1867 (ANURA,

LEPTODACTYLIDAE)

“Também ndo discutirei aqui as muitas defini¢ées que ja foram apresentadas sobre o termo
espécie. Nenhuma dessas definicfes satisfaz todos os naturalistas, mesmo que todos tenham

’

uma vaga ideia do que querem dizer quando se referem a uma espécie em particular.’

Darwin (1859)

INTRODUCAO

Embora “espécie” seja um conceito fundamental na biologia, estabelecer uma
definicdo universal para tal ndo é algo trivial, se € que é possivel (Mayr, 1963; Pavlinov,
2013; de Queiroz, 2007; Wheler & Meier, 2000). Todos os conceitos apresentam suas
préprias idiossincrasias e nenhum pode ser aplicado para todas as formas de vida conhecidas
(de Queiroz, 2007; Wheler & Meier, 2000), o que leva alguns autores a questionar se espécies
sdo realmente entidades naturais (Mallet 2007). Dos vérios conceitos propostos para definir
especies até hoje, os mais empregados na biologia moderna foram os conceitos bioldgico
(Mayr, 1942); filogenético (Donogue, 1985; Cracraft, 1983) e evolutivo (Simpson, 1961;
Wiley, 1978). Atualmente, a maioria dos bidlogos modernos concorda que espécies séo

populacdes ou metapopulagcdes que evoluem separadamente em linhagens independentes (de
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Queiroz, 2007); uma abordagem muito semelhante (para ndo dizer a mesma) ao conceito
evolutivo de espécie proposta por Wiley (1978), que definiu espécie como “uma tUnica
linhagem de populagdes ancestrais e seus descendentes que mantem sua identidade dentre
todas as outras linhagens e que possui suas proprias tendéncias evolutivas e destino

historico”.

Uma vez bem fundamentada, a escolha do critério operacional para delimitacédo
especifica é tdo importante quanto a definicdo tedrica do conceito de espécie abordado num
trabalho (Grant, 2002). Neste sentido, a operacionalizacdo do conceito evolutivo de espécie
segundo Wiley (1978) apresenta uma impossibilidade empirica, pois, a assercéo de que uma
espécie deve “manter sua identidade” possuindo um “destino histdrico” unico, implica na
manutencdo desta espécie numa perspectiva futura (Frost, 2000). Assegurar a manuten¢do da
espécie para o futuro torna este conceito operacionalmente ndo-testavel empiricamente e faz
com que espécies que venham a sofrer introgressao, por exemplo, nunca tenham existido

(Grant, 2002).

Ja o conceito de espécie como um individuo histérico elaborado por Kluge (1990)
define espécie como “o menor individuo historico que apresenta padrdes de parentesco de
ancestralidade e descendéncia”. Assim, apesar de semelhante ao conceito evolutivo de Wiley
(1978), o conceito de individuo historico esta centrado em se a menor unidade individual em
questdo se deve a interacBes contemporaneas e/ou relacionamento historico, ndo sendo
relevante a sua permanéncia no futuro (Grant et al., 2002). Enquanto individuos
contemporaneos compartilham um mesmo espaco e tempo em relagdes tokogenéticas durante
um curto espago de tempo (e.g., demes); individuos histdricos (espécies) ndo compartilham

0 mesmo espaco e /ou tempo, sendo relacionados devido a uma histéria em comum e nao por
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interacOes coexistentes, e por isso o relacionamento entre eles € filogenético (Kluge, 1990;
figura 2). Operacionalmente, os individuos histéricos sdo delimitados por autapomorfias
(Kluge, 1990), ainda que estas sejam triviais ou “vulgares”, como a mudanga na posi¢ao da

terceira base de um cddon, por exemplo (Frost e Kluge, 1994).

Ainda assim, muitas vezes € dificil apontar, no continuo de diversificacdo das
linhagens, se estas devem ser consideradas como espécies distintas ou ndo (de Queiroz, 2007;
figura 1). Isto porque em diversificagdes recentes, linhagens ainda ndo mutuamente
diagnosticaveis podem representar linhagens separadas apenas temporariamente ou
linhagens cujas individualidades ja representam distincdo historica da linhagem ancestral
(Frost e Kluge, 1994; figuras 1 e 2). Por isso é necessario estabelecer um critério operacional
utilizando multiplas linhas de evidéncias relevantes para delimitar uma metapopulagédo
(linhagem evolutiva) de outra (de Queiroz, 2007; Padial e de La Riva, 2010) e entender se as
relacBes envolvidas sdo tokogenéticas (entre individuos contemporaneos) e/ou filogenéticas

(entre individuos historicos).

Integrar distintos conjuntos de dados, lancando médo de mais de uma fonte de
evidéncia para delimitar os taxa investigados tem sido o cerne da chamada “taxonomia
integrativa” (Dayrat, 2005; Will et al., 2005; Padial e de La Riva, 2009, 2010). No entanto,
qguando diferentes resultados sdo obtidos independentemente por meio de linhas de
evidéncias distintas, incertezas podem emergir de modo que decisdes taxondmicas se tornem
arbitrarias (Wiens & Penkrot, 2002; Padial e de la Riva, 2009). Por isso, alguns autores
contra-argumentam gue a maioria dos estudos de taxonomia integrativa ndo necessariamente
integram conjuntos de dados, mas analisam separadamente se distintas fontes de dados

apresentam resultados que corroboram ou se correlacionam a uma determinada hipétese de
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delimitacdo especifica (Yeates et al., 2011). No sentido comum que usamos a palavra
integrar, a taxonomia integrativa deveria objetivar uma anélise com métodos quantitativos
onde distintos conjuntos de dados contribuem conjuntamente para a delimitacdo especifica
(Yeates et al., 2011), como é proposto pela evidéncia total (Kluge, 1989). Apesar de todas as
ressalvas, utilizaremos aqui o termo “integrativo” num sentido amplo, referindo-nos a
qualquer tipo de anélise que utilize de forma integrada, correlacionada ou corroborativa,

distintos conjuntos de dados e/ou anélises para delimitar determinados taxa.

Historicamente, a analise da morfologia externa juntamente com a andlise bioacustica
tém sido as maiores fontes de evidéncia utilizadas para delimitar as espécies em anfibios
anuros. A bioacustica, em especial, € uma ferramenta muito Util para entender os limites
especificos deste grupo. Apesar da variacdo intrinseca, via de regra 0s machos produzem
vocalizagOes estereotipadas e estas funcionam como uma barreira reprodutiva pré-zigética
entre espécies distintas (Ryan, 2001). No entanto, diferencas encontradas (morfolégicas e/ou
bioacusticas) podem ser resultado de plasticidade comportamental intrapopulacional devido
ao contexto social (no caso da bioacustica) ou a variacdo geografica (Martins e Jim, 2003;
Cassini et al.,, 2013; Costa e Toledo, 2013; Gambale e Bastos 2014), ndo indicando
necessariamente a separacdo entre duas linhagens em individuos histéricos distintos (Frost e
Kluge, 1994; de Queiroz, 2007; Padial e De la Riva, 2010). De fato, varios exemplos de
polimorfismos (morfoldgicos e aclsticos) em de anuros, em especial do género Adenomera,
mostram que a variabilidade especifica pode dificultar a delimitacdo de espécies (Angulo et
al., 2003; Kokubum e Giaretta, 2005; Kwet, 2006; Angulo e Reichle, 2008; Angulo e

Icochea, 2010).
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Apesar do género Adenomera ser composto por espécies frequentemente abundante
nos locais onde ocorrem, poucas revisdes sistematicas da taxonomia do grupo foram
conduzidas (Heyer, 1973; 1974). O grupo apresenta espécies cripticas (sensu Bickford et al.,
2007), simpatricas, com alto grau de polimorfismo intraespecifico e interespecifico (De la
Riva, 1996, Kwet e Angulo, 2002). Este cenario faz com que a delimitac&o especifica precisa
do género Adenomera seja desafiadora. Nao obstante, grande esforgo tem sido feito e alguns
progressos obtidos (Kwet & Angulo, 2002; Angulo & Icochea, 2003, 2010; Angulo et al.,
2003; Kokubum & Giaretta, 2005; Almeida & Angulo, 2006; Kwet, 2007; Angulo & Reichle,
2008; Berneck et al., 2008; Fouquet et al., 2013; Fouquet et al., 2014). Ainda assim, 0s
ultimos trabalhos mostram que varias espécies permanecem ainda por serem descritas
(Angulo et al., 2003; Angulo, 2004; Fouquet et al. 2013; Fouquet et al. 2014) e uma reviséo

taxonémica do grupo ainda se faz necessaria.

HISTORICO TAXONOMICO

HISTORICO DO GENERO ADENOMERA

O género Adenomera foi primeiramente apresentado por Steindachner (1867) na
descricdo de Adenomera marmorata. Adolpho Lutz (1930) foi o primeiro autor a sinonimizar
0 género Adenomera com Leptodactylus no subgénero Parvulus que seria composto por:
Leptodactylus (Parvulus) nanus e L. (Parvulus) trivitattus (A. Lutz, 1926), que esta
atualmente na sinonimia de A. marmorata. Posteriormente, Parker (1932) alegou prioridade

do nome Adenomera e propds seu uso como subgénero de Leptodactylus no lugar de
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Parvulus; Parker (1935) realocou Adenomera marmorata Steindachner para Leptodactylus

(L. marmoratus).

Heyer (1969) organizou as espécies do género Leptodactylus em grupos, baseados
em modos reprodutivos e morfologia larval, e definiu o grupo L. marmoratus ( = género
Adenomera) sendo composto pela espécie que nomeia 0 grupo, L. marmoratus, e L.
hylaedactylus. Heyer (1973) assinalou trés espécies adicionais ao grupo: L. andreae, L.

bokermanni e L. martinezi.

Historicamente, muitos estudos tentaram definir a posicdo filogenética do género
Adenomera, bem como seus relacionamentos internos. O género Adenomera foi revalidado
por Heyer (1974) que recuperou em sua analise Adenomera + Lithodythes (com
Leptodactylus discodactylus incluso) como grupo irmao das demais espécies do género
Leptodactylus. Estudos subsequentes discutiram a posicao filogenética do género Adenomera
baseados em distintas linhas de evidéncia (morfologia externa, osteologia, historia natural e
DNA) e duas hipdteses de relacionamentos foram propostas: i) Adenomera + Lithodythes
como grupo irmao de Leptoactylus stricto sensu, em concordancia com Heyer (1974) (Frost
et al., 2006; Ponssa, 2008; Ponssa et al. , 2010) considerando rearranjos genéricos de
Leptodactylus discodactylus e L. lineatus (Heyer, 1998; De Sa et al. , 2005; Frost et al. ,
2006; Ponssa, 2008; Pyron e Wiens, 2011; de Sa et al., 2014); ou ii) aninhado dentro do
grupo de L. fuscus, tornando o género Leptodactylus parafilético (Heyer, 1998; Giaretta et

al., 2011).

Frost et al. (2006) sinonimizaram Adenomera com o género Lithodytes, e alocaram
Lithodytes como subgénero de Leptodactylus numa tentativa de remediar a parafilia do
género Leptodactylus, com base nas evidéncias sugeridas por Heyer (1998) e por Kokubum
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e Giaretta (2005). No entanto, os ultimos estudos filogenéticos envolvendo o género
Adenomera (Pyron e Wiens, 2011; Fouquet et al., 2013; Fouquet et al. 2014; de Sa et al,
2014) recuperaram Adenomera + Lithodythes como clado irmdo de Leptodactylus stricto
sensu, nao tornando este Ultimo parafilético. Destes ultimos trabalhos apenas de S& et al.
(2014) revalidaram formalmente o género Adenomera baseados na forma reprodutiva de

algumas espécies do género, distinta de todas as demais espécies do género Leptodactylus.

HISTORICO DAS ESPECIES DOS CLADOS THOMEI E MARMORATA

A Mata Atléntica abriga oito espécies do género Adenomera: A. ajurauna Berneck,
Costa e Garcia, 2008; A. araucaria (Kwet e Angulo, 2002); A. bokermanni Heyer, 1973; A.
engelsi (Kwet, Steiner e Zillikens, 2009); A hylaedactyla (Cope, 1868); A. marmorata

Steindachner, 1867; A. nana Miller, 1922; A. thomei Almeida e Angulo, 2006.

O holétipo de A. marmorata foi coletado na expedi¢ao “Novara Reise”, e portanto,
sua localidade tipo é provavelmente o municipio do Rio de Janeiro ou alguma localidade
préxima percorrida pela expedicdo percorreu como 0 macico da Tijuca, llha de Paqueté e
Petrépolis (Steindachner, 1867). Angulo (2004) reporta um canto de um individuo do
municipio de Teresépolis e Almeida e Angulo (2006) atestam que os cantos do municipio de
Teresépolis (e, portanto, proximo ao municipio de Petropolis) e Rio de Janeiro sdo muito
distintos um do outro. No entanto, cantos do municipio de Petrépolis ou Teresopolis néo

foram analisadas por Fouquet et al. (2014).

Leptodactylis trivittatus foi descrito por A. Lutz (1926) baseado em exemplares de

“Campo Bello” e “Alto da Serra de Cubatao”, atualmente municipios de Itatiaia, estado do
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Rio de Janeiro, e Santo André, estado de Sdo Paulo, respectivamente (Bokermann, 1966).
Bertha Lutz (1947) alocou L. trivittatus anteriormente descrita por A. Lutz como sinénimo
junior de L. marmoratus. Cochran (1956) redescreveu Leptodactylus marmoratus e
considerou L. nanus e L. trivittatus como sindnimos daquela espécie. Heyer (1973) manteve
a espécie L. trivittatus como sinénimo junior de L. marmoratus e designou um lectétipo para
ambas as espécies. Entretanto, o autor ndo distinguiu as localidades definidas anteriormente
por Lutz (1926) e definiu como localidade tipo “Campo Bello, Alto da Serra de Cubatéo,
Brasil”. Uma vez que “Campo Bello” e “Alto da Serra de Cubatdo” sdo duas localidades
distintas e distantes entre si (cerca de 270 km), Cochran (1955), que havia anteriormente
examinado o material que posteriormente Heyer (1973) designou como lect6tipo da espécie
L. trivittatus, especificou a localidade tipo da espécie como “Montserrat, Campo Bello, Rio
de Janeiro”, onde fica localizada atualmente a sede do Parque Nacional do Itatiaia. Assim, se
o0 nome L. trivittatus for vélido (sob a combinagdo A. trivittata) correspondera aquelas
populacbes do municipio do Itatiaia, estado do Rio de Janeiro. Mais recentemente, Kwet
(2007) revalidou Leptodactulus nanus e manteve a espécie L. trivittatus como sinénimo
junior de L. marmoratus, devido a distancia geografica separando as espécies L. nanus e L.
trivittatus. Fouquet et al. (2014) sugeriram que a espécie canditada A. sp. K, do municipio de
Itatiaia, poderia corresponder aquela populacédo de Teresdpolis (Angulo, 2004) ou do Itatiaia,

podendo neste Gltimo caso, corresponder a espécie A. trivittata.

Adenomera bokermanni foi descrita por Heyer (1973). O autor designou o holétipo
(UMMZ 104527) do municipio de Paranagua, estado do Parana e paratipos de varias
localidades nos estados de Minas Gerais (municipios de “Agua Limpa”, Caeté, Pocos de

Caldas e Belo Horizonte), Rio de Janeiro (municipios de Niter6i, Teresépolis e Guapimirim),
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Séo Paulo (municipios de Anhembi, Botucatu, Campos do Jordao, Iguape, Limeira, Piquete
e Santa Branca) e Parand (municipio de Morretes). O autor encontrou diferengas
morfolégicas entre individuos da série tipo, mas na ocasido ele considerou estas diferengas
como sendo variagcdes intraespecificas. Mais tarde, Heyer (1984) alegaram que A.
bokermanni é, na verdade, um complexo composto por pelo menos duas espécies. Fouquet
et al. (2014) verificaram que a espécie A. bokermanni possui uma distribuicdo muito mais
restrita (apenas o litoral do estado do Parana e norte do estado de Santa Catarina) do que
aquela definida por Heyer (1973). Considerando a area de ocorréncia, muitos dos paratipos
de A. bokermanni devem, na verdade, corresponder a espécie A. thomei (Fouquet et al.,

2014).

A. Lutz (1930) descreveu o canto de Adenomera nana como um “ping” metalico e,
com base nisso, concluiu ser uma espécie muito comum e amplamente distribuida nos estados
de Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. Baseada em padrdo de
morfologia externa, Cochran (1956) aloca A. nana como sindnimo de A. marmorata. Mais
tarde, utilizando uma metodologia baseada em caracteres morfoldgicos, Heyer (1973) chega
a uma conclusdo similar sobre a distribuicdo da espécie de A. nana que A. Lutz (1930; sobre
o nome de A. marmorata). Mesmo ndo tendo comparado seus dados com publicacGes prévias
(A. Lutz, 1930; Cochran, 1956), Heyer (1973) aloca a espécie A. nana como sinénimo de A.
marmorata. Este ato nomenclatural foi questionado pro Kwet e Angulo (2002). Mais tarde,
Kwet (2007) retirou A. nana da sinonimia de A. marmorata e reconheceu-a como espécie
plena baseado em analises bioacusticas. Fouquet et al. (2014) encontraram uma distribuico
de A. nana muito similar aquela descrita previamente na literatura de (Kwet, 2006; Kwet,

2007; Conte et al., 2010).
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Fouquet et al. (2014) encontraram a espécie canditada A. sp. R como sendo irma de
A. araucaria. A primeira estd distribuida na ilha de Floriandpolis e &reas continentais
adjacentes do estado de Santa Catarina e A. araucaria esta distribuida desde o norte do estado
do Rio Grande do Sul até a area central do estado de Santa Catarina. A identidade da espécie
candidata A. sp. R ainda nédo esta clara, pois estas populagdes ja haviam sido reportadas
anteriormente na literatura e seu status especifico questionado (Kwet, 2007; Conte et al.,
2010). Segundo Fouquet et al. (2014), a espécie A. sp. R provavelmente corresponde a A. sp.
2 (Kwet, 2007). Conte (2010) também analisou populagdes dos municipios dos estados de
Santa Catarina e Rio Grande do Sul e considerou todas como representantes de uma Gnica

unidade evolutiva, ndo diferindo entre si, sob 0 nome de A. araucaria.

As espécies A. ajurauna, A. araucaria, A. engelsi e A. thomei foram descritas
recentemente (Berneck et al., 2006; Kwet, 2007; Kwet, 2009; Almeida e Angulo, 2006) com
dados morfoldgicos e acusticos bem definidos a partir de populac6es que ndo haviam sido
amostradas ou citadas previamente, ndo possuindo registro anterior na literatura. Por serem
bem delimitadas em suas descricBes originais, também ndo apresentam confusdes
taxonémicas historicas desde a sua descricdo; portanto, ndo existe um historico taxonémico

a ser abordado.

OBJETIVOS

Baseando na defini¢do de espécie como individuo histérico (Kluge, 1990; Grant,
2002), propomos reconstruir a histéria filogenética do género Adenomera. Para tanto,

utilizaremos evidéncia histérica molecular (filogenética) e delimitar espécies dentro do
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género Adenomera dos clados Thomei e Marmorata (sensu Fouquet et al., 2014) utilizando
dados diretos de morfologia externa e bioacuUstica (obtididos diretamente do exemplar
analisado molecularmente). Assim, com uma amostragem aumentada poderemos analisar
sistematicamente as hipoteses de espécies candidatas apresentadas por Fouquet et al. (2014).
Com esta conduta, serd possivel associar com confianca cada informagdo morfolégica e

bioacustica a um dado terminal da arvore filogenética.

Nosso objetivo é, portanto, responder as seguintes questdes : i) os clados Thomei e
Marmorata formam um agrupamento monofilético? ii) Quantas espécies do género

Adenomera ocorrem na Mata Atlantica? iii) Como é possivel delimita-las?

METODOLOGIA

NATUREZA DOS DADOS E NOMENCLATURA

A proposta de Vieites (2009) para classificar linhagens genealdgicas em espécies
candidatas € uma maneira rapida de acessar a possivel diversidade especifica envolvida
dentro de um determinado grupo. Fouquet et al. (2014) se basearam nesta metodologia para
acessar a diversidade envolvida no género Adenomera e classificaram as espécies candidatas
em confirmadas ou ndo confirmadas, conforme a existéncia ou ndo de concordancia entre
divergéncia genética de linhagens e outras fontes de evidéncia. A natureza desta fonte de
evidéncia utilizada para confrontar com os dados genéticos foi, em sua maioria, a partir de
dados fenotipicos indiretos, obtidos a partir da literatura ou de individuos da mesma

localidade ndo sequenciados, inferidos indiretamente a um determinado terminal. Os dados
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diretos de morfologia e bioacuUstica sdo aqueles obtidos a partir do exemplar coletado e
examinado geneticamente. E, portanto, uma informagéo direta e confiavel que determinado
terminal apresenta. Neste trabalho, utilizamos dados diretos para poder inferir com

confiabilidade os limites especificos de cada espécie candidata.

A nomenclatura envolvendo espécies candidatas pode ser confusa, pois as espécies
candidatas analisadas podem ou ndo possuir um nome formal (descrito e reconhecido como
valido pelo codigo de nomenclatura zooldgica), disponivel para sua utilizacdo. Quando nédo
possuiam nomes formais disponiveis, nomes inespecificos (numerais ou alfabéticos) foram
dados as espécies candidatas (e.g., Adenomera sp. A, A. sp. B, A. sp. K, A. sp. O; Fouquet et
al., 2014), nao configurando um ato nomenclatural valido. No trabalho de Fouquet et al.
(2014), quando dados filogenéticos e fenotipicos ndo indicaram que tais espécies canditadas
propostas eram sindnimos de outra espécie, estas foram tratadas como espécies candidatas
confirmadas. Caso contrario, quando ndo foi possivel acessar a validade do nome da espécie
com confianca, estas foram diagnosticadas como espécie candidatas ndo confirmadas. Como
exemplo, A. coca foi recuperado como um clado dentro de A. hylaedactyla por Fouquet et al.
(2014). Como ndo foi possivel acessar com confianca a identidade de A. hylaedactyla, ndo
foi possivel saber se A. coca é um sinbnimo de A. hylaedactyla ou ndo. Por isso, A. coca foi
considerada como espécie candidata ndo confirmada (Fouquet et al., 2014). Para a analise
fenotipica das espécies candidatas, utilizamos a nomenclatura inespecifica de Fouquet et al.
(2014) (e.g., espécies canditadas A. ajurauna, A. sp. R). No presente trabalho utilizaremos os
nomes dos clados em letra maidscula e fonte regular (ndo italico) e para a delimitacdo

especifica (subitem “Caracterizagdo taxondmica de algumas espécies do clado Mata
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Atlantica do género Adenomera” nos Resultados) uma nomenclatura formal com nomes

fantasias distintos dos nomes ficticios das espécies candidatas de Fouquet et al. (2014).

PROCEDIMENTOS MOLECULARES

Novas sequéncias de DNA produzidas neste trabalho e as referéncias das amostras de
tecido utilizadas bem como seus respectivos testemunhos (nimero de cole¢do ou numero de
campo dos exemplares dos quais procedem os tecidos sequenciados) encontram-se no
Apéndice 2. Das sequéncias publicadas por Fouquet et al. (2014), utilizamos até cinco
terminais de cada espécie candidata, exceto para os clados Thomei e Marmorata, dos quais
utilizamos todas as sequéncias disponibilizadas pelos autores na analise filogenética. No
presente trabalho, amostramos tecidos de 370 individuos do género Adenomera pertencentes
aos clados Thomei e Marmorata de 61 localidades adicionais a Fouquet et al. (2014).
Gravamos 0 canto de anuncio e analisamos a morfologia externa do testemunho do tecido
utilizado na analise filogenética para cerca de 30% dos exemplares de todas as espécies
candidatas de Fouquet et al. (2014) exceto por A. sp. A e A. sp. N (Apéndice 2). Seguimos a

nomenclatura taxénomica de Frost (2014).

A andlise molecular foi conduzida a partir do sequenciamento de quatro fragmentos
de genes (trés mitocondriais e dois nucleares), além das sequéncias produzidas por Fouquet
et al. (2014). Esforgos foram concentrados para preencher o maximo possivel da matriz com
fragmentos dos genes mitocondriais COIl e CytB (aproximadamente 600 pb cada um) e os
nucleares RAG-1 (aproximadamente 800 pb) e POMC (aproximadamente 600 pb). Para um
terco dos terminais foi sequenciado um fragmento do gene mitocondrial 16S

(aproximadamente 600 pb). Os pares de primers utilizados seguiram Fouquet et al. (2014).
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A extracdo do DNA (mitocondrial e nuclear) foi feita a partir de tecidos de musculo
da perna dos individuos utilizando o kit DNeasy (Quiagen). A amplificacdo do DNA foi
realizada utilizando Fermentas Master Mix e conduzida em termocicladores Axygen
Maxygene. Para amplificagdo dos fragmentos de genes, conduzimos distintos protocolos que
incluiam numero de ciclos, temperatura e duracao de cada fase da PCR (“polimerase chain
reaction”), de acordo com par de primer. Para a maioria dos fragmentos, o programa padréo
de reacédo de PCR inciou com a etapa de desnaturagéo de 2 minutos a 94° C, seguidos de 35
a 40 ciclos de anelamento (94° C por 30 segundos, 48-56° C por 30 segundos, 72° C por 2
minutos) e a etapa final de extencdo a 72° C por 10 minutos. Produtos de PCR ndo purificados
foram entdo enviados para empresa Macrogen Inc. (Coreia do Sul) onde foram conduzidas

as reacdes de purificacdo e sequenciamento num sequenciador ABI 3730XL.

Utilizamos o programa Sequencer 3.0 (Gene Codes, Ann Arbor, MI, USA) para
avisualiza¢do dos cromatogramas, emparelhamento da fita 3’25’ com a fita 5’23’ leitura
e edicao das sequéncias. Para checar possiveis contaminagdes utilizamos o recurso do “Basic
Local Alignment Search Tool” — BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Alinhamos as
sequéncias utilizando o algoritmo MUSCLE no programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013) e

corrigido a olho posteriormente.

ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias alinhadas e os fragmentos concatenados no programa Sequence Matrix
foram submetidos a analise de parciménia no programa TNT (Goloboff et al., 2008). Gaps
foram tratados como dados faltantes. O algoritmo utilizado para a busca de arvores mais

parcimoniosas foi New Technology, com nivel de busca ajustado para 50 e as defini¢des

24



default de “Sectorial Search”, “Drift” e Tree-“Fusing” (GOLOBOFF, 1999). As buscas
cessaram quando o comprimento minimo da arvore foi encontrado por quatro vezes e o

consenso estrito foi calculado.

O suporte foi calculado através de reamostragem por Jackknife (veja Farris et al.,
1996). Produzimos 1000 pseudorréplicas a partir da arvore consenso estrito, usando 0s
mesmos parametros utilizados anteriormente, atraves do New Technology para busca de

arvores mais parcimoniosas.

MORFOLOGIA EXTERNA E BIOACUSTICA

A analise da morfologia externa foi baseada nos caracteres descritos por Heyer (1973,
1989). Para analise da variacdo morfoldgica utilizamos o CRC (comprimento rostro-cloacal)
e, adicionalmente, para descricdo do hol6tipo de A. marmorata utilizamos o CC
(comprimento da cabeca), LC (largura da cabeca), DO (diametro do olho), DT (diamtetro do
timpano, DON (diastancia olho-narina), DIN (distancia internasal), DIO (distancia
interorbital), CF (comprimento do fémur), TIB (comprimento da tibia), TAR (comprimento
do tarso). As medidas foram obtidas utilizando um paquimetro digital com preciséo de 0,01
mm (Mitutoyo), exceto para as medidas DO, DT, DON, DIN e DIO, que foram obtidas
através do uso de uma ocular milimetrada acoplada no estereomicroscépio. Para descricao
do girino de A. bokermanni utilizamos as seguintes medidas baseadas em Altig e McDiarmid
(1999): CT (comprimento total), CC (comprimento da cabeca), CCa (comprimento da
cauda), AMC (altura méxima da cauda), AMuC (altura do musculo da cauda), LMC (largura
do musculo da cauda), AC (altura do corpo), LC (largura do corpo), LCN (largura do corpo

na altura das narinas), LCO (alturo do corpo na altura dos olhos), DIN (distancia internasal),
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DIO (distancia interorbital), DFN (distancia focinho-narina), DFO (distancia focinho-olhos),
DON (distancia olho-narina), DN (didmetro da narina), LDO (largura do disco oral, DO
(diametro do olho). As medidas do girino foram feitas com o software ImageTool (version
3.00). Para a obtencé&o das fotos usadas nas medidas foi utilizada uma cdmera digital acoplada

a um stereomicroscopio.

Para as gravacOes dos cantos utilizamos um gravador digital Marantz Professional
modelo PMD-660, amostrando 44,1 kHz e um microfone unidirecional Sennheiser ME-66.
Oscilogramas e espectogramas foram confeccionados no programa Raven Pro 64 1.4 nos
seguintes parametros: window size = 256 amostras, 75% de sobreposicao; hop size = 64
amostras, DFT = 1024 amostras; e para 0s parametros window type Hanning, resolucao,
contraste e brilho utilizamos os parametros default do programa. Para ilustrar os
espectogramas e oscilogramas utilizamos os pacotes TuneR versdo 1.0 (Ligges et al. 2013)
e Seewave versdo 1.7.3 (Sueur et al. 2008) da plataforma R (versao 3.0.3). Os espectogramas
foram obtidos utilizando window length de 128 samples com 75% de sobreposicao, hop size
de 64 amostras, e window name Hanning. O material testemunho foi depositado na Colecédo
Herpetoldgica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e na Colecdo Célio
Fernando Baptista Haddad (CFBH; apéndice 2). Os seguintes parametros foram analisados:
duracdo da nota (variacdo temporal do inicio ao final da nota, medida no ocilograma) e

frequéncia dominante (= peak frequency). Analisamos 20 cantos de cada individuo.

Individuos gravados foram incluidos na analise de morfologia externa e na analise
filogenética. O material analisado para morfologia, bioacuUstica e os fragmentos amplificados
de cada tecido estdo listados no Apéndice 2. As siglas das cole¢des cientificas seguem: CFBH

e CFBHt — Colecdo Célio Haddad (exemplares e tecidos, respectivamente), UFMG e UFMGt
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— Colecdo Herpetoldgica da Universidade Federal de Minas Gerais (exemplares e tecidos,
respectivamente), MNRJ — Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, e as de
nameros de campo: BB — numero de campo Bianca Berneck, PPGT — nimero de campo
Pedro Paulo Goulart Taucce, CCT, CC e CV — numero de campo dos tecidos de Carla
Cassini, K — nimero de campo de Carlos Eduardo Conte, MZUSPfield — nimero de campo

do Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo.

DELIMITACAO ESPECIFICA

Tomando como hipdteses as espécies candidatas levantadas por Fouquet et al. (2014),
delimitamos as espécies do género Adenomera dentro dos clados Thomei e Marmorata,
adicionando mais amostras genéticas a analise filogenética, dados de morfologia externa e
bioacustica. Buscamos identificar o menor individuo histérico delimitando o ponto do limite
especifico na analise filogenética onde as propriedades dos individuos contemporaneos se
diluem (Kluge, 1990; Grant, 2002). Em dltima instancia, o individuo histérico requer
caracteres diagndsticos e a analise filogenética facilita sua descoberta (Grant et al., 2006).

Na tentativa de estabelecer um critério operacional objetivo, consideramos:

1 — a topologia do cladograma obtido na andlise filogenética envolvendo as

populacOes das espécies candidatas e;

2 — identificar ao menos uma caracteristica fenotipica diagndstica; ou uma evidéncia

de separacdo de linhagens evolutivas distintas do seu grupo irméo.
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RESULTADOS

ANALISE FILOGENETICA

A analise de parcimonia resultou em 20 arvores étimas (igualmente parcimoniosas)
de 18312 passos a partir da qual foi calculada a arvore consenso estrito (Figura 1 e 2). A
busca pelas arvores mais parcimoniosas levou 103,97 segundos e a reamostragem durou

aproximadamente 21 horas (76.083,81 segundos).

A arvore foi enraizada em Centrolenidae e ndo recuperamos a monofilia de
Leiuperinae com respeito a Pseudopaludicola falcipes. A maioria dos nés envolvendo 0s
outgroups apresentou altos valores de Jackknife. O clado Hydrolaetare + Leptodactylus foi
recuperado como grupo irméo do clado Lithodythes + Adenomera com alto valor de suporte
(100%). O género Adenomera foi recuperado com valor de 100% de jackknife (Figura 2).
Né&o foi possivel reconstruir os relacionamentos basais dentro do género Adenomera a partir
da topologia da arvore de consenso estrito obtida. Ndo obstante, recuperamos os clados
Andreae, Lutzi, Heyeri, Martnezi, Hylaedactyla, Marmorata e Thomei. O clado Thomei foi
recuperado como grupo irmdo do clado Marmorata no consenso estrito (= clado Mata

Atlantica sensu Fouquget et al., 2014), porém com valor de 90 de jackkniffe (Figura 2).

Subdividimos o clado Marmorata em dois subgrupos: clado Marmorata Norte e Clado
Marmorta Sul (Figuras 1 e 2). O clado Marmorata Norte, recuperado com valor de 100% de
Jackknife, é composto por cinco especies candidatas distribuidas na regido central da Mata
Atlantica (Figura 3c, 3d e 4): A. ajurauna, A. sp. S, A. sp. K, A. sp. J e A. marmorata (sensu
Fouquet et al, 2014). O clado Marorata Sul, recuperado com valor de 86% de Jackniffe é

composto por sete especies candidatas distribuidas na regido centro-sul da Mata Atlantica
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(Figuras 3be 4): A.sp. O, A. sp. R, A. araucaria, A. sp. N, A. nana, A engelsi, A. bokermanni.
A variagdo genética dentro de cada espécie candidata é apresentada na Tabela 1 e as

distancias genéticas entre as espécies candidatas sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 1. Variacao intraespecifica de parte dos genes mitocondriais COl e 16S. Porcentagem
(%) de bases diferentes por sitio (p-distance) dentro de cada espécie canditada
(sensu Fouquet et al, 2014). A matriz de dados é composta 430 sequéncias de COI
com 374 pb e 130 sequéncias de 16S com 350 pb.

col 16S
Adenomera sp. L 0,7 ‘ 0,0
A.sp.M 2,0 \ 2,0
A. thomei 4,9 2,5
A.sp.R 3.1 \ 0,0
A. araucaria 5,6 2,3
A.sp. O 3,6 \ 2,1
A. bokermanni 3,3 1,2
A. nana 2,9 ‘ 1,4
A. engelsi 0,9 0,5
A.sp. N 1,5 \ 0,0
A. ajurauna 4,9 2,1
A.sp.S 2,1 \ 1,3
A.sp. K 2,6 2,4
A.sp.J 3,6 \ 1,2
A. marmorata 4,3 2,3
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Figura 1. Arvore filogenética de consenso estrito resumida obtida a partir das 20 arvores

mais parcimoniosas.
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Clado Marmorata Sul (Figura 3b)
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Figura 3c — Adenomera ajurauna e Adenomera sp. S. Arvore filogenética de consenso
estrito obtida a partir das 20 arvores mais parcimoniosas. Valores abaixo dos

nos mostram a frequéncia absoluta estimada de Jackknife utilizando TNT.
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— Figura 3c
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Figura 3d — Adenomera marmorata, Adenomera sp. J, Adenomera sp. K e Adenomera
sp. A. Arvore filogenética de consenso estrito obtida a partir das 20 arvores
mais parcimoniosas. Valores abaixo dos nés mostram a frequéncia absoluta

estimada de Jackknife utilizando TNT.
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Figura 4. Mapa de distribuigéo das espécies candidadtas do clado Mata Atléantica.
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Tabela 2. Distancias genéticas (p-distance, em porcentagem %) entre as espécies candidatas de Adenomera (sensu Fouquet et al., 2014)

para uma parte de dois genes mitocondriais: em azul acima da diagonal - COI (430 sequéncias com 374 pb); e em amarelo

abaixo da diagonal - 16S (130 sequéncias com 350 pb).

Clado Lutzi

Clado Heyeri

Clado Andreae

Clado Martinezi

Clado Thomei

Clado Marmorata Sul

Clado Marmorata Norte

1 Adenomera lutzi
2A sp.P
3A sp.
4 A sp.Q
5 A. heyeri
6 A. sp.G
7 A sp.H
8 A. sp. F
9 A. andreae
10 A. sp. D
11 A sp. E
12 A. martinezi
13 A sp.B
14 A. saci
15 A. hylaedactyla
16 A. diptyx
17 A sp. L
18 A. sp. M
19 A. thomei
20 A sp. R
21 A. araucaria
22 A. sp. O
23 A. bokermanni
24 A. nana
25 A. engelsi
26 A. sp. N
27 A. ajurauna
28 A. sp. S
29 A sp. A
30 A sp. K
31 A sp.J
32 A. marmorata

1

10,0
114
9,7
83
10,3
10,0
85
120
11,7
120
88
9,7
10,1
71
71
94
85
84
9,7
9,7
10,9
10,1
104
104
9,7
9,7
10,3
10,8
95
10,3
10,6

28 3
11,2

4

5 6

7 8 9

143 175 154 16,8 152 156 152 159

124 175 154 17,0 146 142 164 159

140

142 117
128 71 91
145 10,0 10,5
12,0 120 114
131 100 94
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ANALISE ACUSTICA E MORFOLOGICA

Todas as espécies delimitadas aqui apresentam as seguintes variacOes
morfologicas intraespecificas: i) padrdo de coloracdo dorsal marmoreados com muitas ou
poucas manchas marrom escuras, com ou sem faixas longitudinais, com ou sem linha medial
dorsal; ii) presenca ou auséncia de tubérculos dorsais; iii) formato de focinho eliptico e sub-
eliptico; iv) padrdo de coloracdo da gula clara, com manchas marrom escuras esparsas ou
concentradas lateralmente; v) regides internas da coxa (medial e lateral) listrada, com
manchas esparsas ou em padrao reticulado; vi) regido ventral da coxa uniformemente creme
ou amarela, apresentando ou ndo manchas ou um padréo reticulado; vii) presenca ou auséncia
de mancha avermelhada ou creme no calcanhar. Algumas destas varia¢6es sao ilustradas nas
Figuras 5 e 6. Caracteres morfoldgicos que apresentaram variacdo interespecifica foram:
formato da ponta dos dedos dos pés, padrdo de coloracdo lateral, presenca de tubérculos na
tibia (este dltimo variou em algumas espécies). O padrdo do desenho interorbital é
polimorfico em algumas espécies e constante em outras. Nao obstante, todos os individuos
apresentaram glandula comissural bem desenvolvida em machos e fémeas e glandula
préximo a regido axilar em machos (tratada como glandula ectopeitoral daqui em diante,
Figura 7). No segundo capitulo discutiremos sobre esta glandula encontrada nos individuos

analisados.
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Figura 5. Variacdo encontrada no padrdo dorsal em duas espécies. Adenomera. Adenomera
ajurauna: A — com listras dorsolaterais; B — uniformemente escuro; C — com
poucas manchas marrom escuras. A. nana: D — linha medial dorsal presente; E —

com poucas manchas marrom escuras; F — com muitas manchas marrom escuras.

Figura 6. Variagcdo encontrada em Adenomera bokermanni: A — dorso com tubérculos e
focinho eliptico; B — dorso sem tubérculos e focinho subeliptico; e em
Adenomera sp. S: C — gula com manchas marrom escuras esparsas € D — gula

com manchas escuras concentradas lateralmente.
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C

Figura 7. Glandula axilar encontrada nos individuos analisados. A e B — Adenomera
bokermanni (CFBH 23217), glandula axilar entumecida; C e D — Adenomera sp.
L (CFBH 32073), glandula axilar ndo entumecida.

Com base na anélise filogenética, dados bioacusticos e padrdes morfoldgicos
encontrados, pudemos delimitar fenotipicamente as seguintes espécies a partir das hipoteses
prévias de espécies candidatas propostas por Fouquet et al. (2014): A. thomei, A. marmorata,
A. ajurauna, A. sp. S, A. araucaria, A. sp. R, A. nana, A. engelsi, A. sp. N e A. bokermanni,

como é mostrado a seguir.

CLADO THOMEI

O Clado Thomei (sensu Fouquet et al., 2014) é composto pelas espécies candidatas
confirmadas A. thomei e A. sp. M e a espécie candidata ndo confirmada A. sp. L (Figuras 2 e

3a). Todas as espécies deste clado apresentam canto pulsionado (Figura 9).
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Analisamos uma populacao da espécie A. sp. L do municipio de Igrapiina— BA, uma
populacdo da espécie A. sp. M do municipio de Camacan — BA e quatro populacdes de A.
thomei dos municipios de Botucatu — SP, Mogi das Cruzes — SP, Itatiaia — RJ e Santana do
Riacho — MG, das quais individuos foram gravados e coletados para analise morfolégica e
filogenética. Adicionalmente, para fins comparativos, analisamos o canto de andncio de trés
populagdes de A. thomei (Linhares — ES, Timdteo — MG e Pogos de Caldas — MG) através
de dados indiretos, ou seja, os dados acusticos ndo correspondem diretamente ao individuo
analidado geneticamente, foi inferido nos terminais da &rvore filogenética obtida das mesmas

localidades.

As populacdes assinaladas filogeneticamente como A. thomei distinguem-se
acusticamente principalmente quanto a duracdo do canto, embora a amplitude dos valores
deste parametro apresente sobreposicdo entre as populacdes (Figura 8). Todos apresentam
canto pulsionado, com duracéo entre 121 ms (Botucatu — SP) e 333 ms (Mogi das Cruzes-
SP). A espécie candidata A. sp. L apresentou canto com duracgédo entre 110ms e 172 ms e a

espécie candidata A. sp. M apresentou canto de 115ms a 156ms de duracdo (Figura 8).

Através da andlise dos dados acusticos indiretos, notamos que a duracdo dos cantos
das populacgdes de Pogos de Caldas — MG, Timdteo — MG e Linhares — ES (localidade tipo
de A. thomei) se assemelham muito a duracdo do canto da populagédo de Botucatu — SP (A.
thomei). Por outro lado, o canto de anincio das espécies candidatas A. sp. L e A. sp. M sdo

mais curtos (Figuras 8 e 10).

A frequéncia dominante da espécie A. thomei variou de 3445 Hz (Botucatu — SP) a
4687 Hz (ltatiaia — RJ). As espécies candidatas A. sp. L e A. sp. M apresentaram,
respectivamente, frequéncia dominante variando de 3617 Hz a 4306 HZ (A. sp. L) e de 3445
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Hz a 3617 Hz (A. sp. M) (Figuras 8 e 10). A variagéo da frequéncia dominante das populagdes
de Timéteo — MG e Pocos de Caldas — MG sdo semelhantes aquela variagcdo encontrada nas
demais populagdes de A. thomei, A. sp. L e A. sp. M. A populagdo de Linhares — ES (A.
thomei), apresenta frequéncia dominante muito maior do que as das demais populacdes (5263
Hz — 5442 Hz; Figura 6). A amplitude de modulacdo variou intra-idividualmente, sendo
altamente dependente da técnica de gravacao (por exemplo, varia se usamos as entradas
“line” ou “mic” do gravador) e pela distancia do individuo gravado em relagcdo ao microfone.
Acusticamente, ndo é possivel distinguir as espécies candidatas A. thomei, A.spL.e A.sp M

entre si.

Uma das diagnoses morfoldgicas da espécie A. thomei € o padrdo de mancha na
regido interorbital, constituido por duas manchas claras dentro do tridngulo interorbital
marrom escuro, lembrando o formato de uma mascara (Almeida e Angulo, 2006). Todos 0s
individuos analisados de A. thomei apresentam triangulo interorbital com este padrdo de
mascara (sensu Almeida e Angulo, 2006), tubérculos na tibia e glandula ectopeitoral nao
entumecida. A populacdo de Camacan - BA (A. sp. M) apresentou uma quantidade maior de
tubérculos na tibia que as populacGes das espécies de A. sp. L e A. thomei (Figura 11). Em
todas as populac@es de A. thomei, A. sp. L e A. sp. M, o padrdo da mascara interorbital variou
desde um formato de coracédo dentro do tridngulo interorbital a um circulo adicional posterior
as manchas que compdem a mascara (Figura 11). As espécies A. thomei e A. sp. L
apresentaram um menor comprimento rostro clocal do que as populagoes de A. sp. M (Figura
12). As trés espécies espécies candidatas do clado apresentam as extremidades distais dos

artelhos ndo expandidas.
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média e mediana para duracdo e frequéncia dominante do canto,

respectivamente; Retangulo vertical = média/mediana * desvio padréo.

Exceto pelo tamanho corporal da espécie A. sp. M (Figura 10), nenhuma outra
caracteristica diagnostica morfoldgica ou acustica foi encontrada para diferenciar as espécies
do clado Thomei entre si. Considerando que os dados acusticos ndo separam A. thomei de A.
sp. M e que A. thomei e A. sp. L ndo sdo distinguiveis entre si, consideraremos que o valor
de CRC dos dois individuos de A. sp. M representa uma varia¢éo da espécie A. thomei. Assim,
consideramos que as espécies candidatas A. sp. L e A. sp. M (sensu Fouquet et al., 2014)

correspondem a A. thomei.
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Figura 9. Cantos de anuncio das espécies do clado Thomei. Sonograma (acima, em cores) e
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Figura 10. Variagdo acustica entre as espécies candidatas. Barra vertical = amplitude da
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Figura 11. Variacdo morfologica do clado Thomei. Variagdo no padrdo da mascara
interorbital em Adenomera thomei: A — CFBH 29532, Linhares, ES (localidade
tipo da espéce); B — CFBH 5969, Linhares, ES. Variacdo na quantidade de
tubérculos na tibia: C — Adenomera thomei, CFBH 34413, Botucatu, SP; D —
Adenomera sp. L, CFBH 32072, Igrapitna, BA; E — Adenomera sp. L, CFBH
32073, Igrapitna, BA; F — Adenomera sp. M, CFBH 32101, Camacan, BA.
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horizontal = média e mediana para duracdo e frequéncia dominante do canto,

respectivamente; Retangulo vertical = média/mediana * desvio padréo.

47



CLADO MARMORATA NORTE

O Clado Marmorata Norte € definido por seis espécies candidatas confirmadas (sensu
Fouquet et al., 2014): A. ajurauna, A. sp. S, A. sp. A, A. sp. K, A. sp. J e A. marmorata.
Analisamos a morfologia externa e os parametros acusticos de individuos representantes de
todas as espécies, exceto por A. sp. A (da qual apenas analisamos a morfologia). Todas as

especies deste clado apresentam canto nao-pulsionado (Figuras 13 e 18).

ADENOMERA AJURAUNA E A. SP.S

Adenomera ajurauna e A. sp. S foram recuperadas como espécies irmas na nossa
analise filogenética (Figuras 1, 2 e 3c). Analisamos a morfologia externa e a bioacustica de
quatro populagdes de A. ajurauna dos municipios de Mogi das Cruzes — SP (Parque das
Neblinas, localidade tipo da espécie), Paranapiacaba, Santo André — SP, Sdo Paulo — SP e
Miracatu — SP. Os cantos de anuncio de A. ajurauna analisados ndo sdo pulsionados e
apresentam modulacdo de frequéncia ascendente, com duracdo entre 130 ms (Sao Paulo —
SP) e 330 ms (Paranapiacaba, Santo André — SP). A frequéncia dominante variou de 4134

Hz (Sdo Paulo — SP) a 4995 Hz (Mogi das Cruzes — SP) (Figuras 11 e 12).

Analisamos trés populacbes da espécie candidata A. sp. S (irmé de A. ajurauna), dos
municipios de Iguape-SP, Miracatu-SP e Guaratuba — PR. Os cantos de anuncio de A. sp. S
analisados ndo sdo pulsionados e apresentam modulacdo de frequéncia ascendente
ascentuada (Figura 13). A populacdo de Guaratuba — PR apresentou cantos mais longos (entre
80 e 100 ms) que individuos das populacdes de Iguape — SP e Miracatu — SP (entre 10 e 60
ms conjuntamente). Entretanto, as frequéncias dominantes dos cantos das trés populacées

ndo diferem entre si (Figura 14).
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Figura 13. Sonograma (acima, em cores) e oscilograma (abaixo, em preto) dos cantos de
anuncio das espécies Adenomera ajurauna e Adenomera sp. S: A — A. ajurauna,
Parque das Neblinas, Mogi das Cruzes, SP (localidade tipo da espécie); B — A.
ajurauna, Miracatu, SP; C — A. sp. S, Iguape, SP; D — A. sp. S, Guaratuba, PR.

Adenomera ajurauna é diagnosticada pela coloracdo dorsal uniformemente escura e
pela coloracdo da gula marrom escura com pontos brancos esparsos (Berneck et al., 2008).
Alguns individuos podem apresentar listras dorsolaterais creme (Figura 5). Entretanto, o
padrdo marmoreado mais claro, comum dentro do género Adenomera, também foi observado
em outros dois individuos machos de A. ajurauna do Parque das Neblinas, Municipio de
Mogi das Cruzes — SP, localidade tipo da espécie (Figura 5 e 15) e nos individuos das
populacBes dos municipios de Sdo Paulo — SP, Tapirai — SP e Piedade — SP. Adicionalmente,
as populagdes de A. ajurauna de Paranapiacaba — SP, Mogi das Cruzes — SP e Miracatu — SP
apresentam tubérculos na tibia e a extremidade distal dos artelhos expandida, ao passo que

os individuos analisados de Sdo Paulo-SP, Tapirai - SP e Piedade - SP ndo apresentam
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tubérculos na tibia (Figura 13). Todos os machos de A. ajurauna apresentam uma pequena

glandula ectopeitoral.

Adenomera ajurauna e Adenomera sp. S
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Figura 14. Variagdo acustica intrapopulacional (duracdo do canto acima e frequéncia
dominante abaixo) em Adenomera ajurauna (regido amarela) e Adenomera sp. S
(regido azul). Barra vertical = amplitude da variacdo observada (valores maximo
e minimo); Barra horizontal = média e mediana para duracdo e frequéncia
dominante do canto, respectivamente; Retangulo vertical = média/mediana +

desvio padréo.
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Os individuos analisados de A. sp. S apresentam poucos tubérculos na tibia,
extremidade distal dos artelhos expandidas, regido interorbital com duas ou mais manchas
mais claras em seu interior (Figura 15), com uma variacdo semelhante a observada em A.
thomei. O padréo de coloracdo lateral em A. sp. S € marmoreado com VArios pequenos pontos
marrons num fundo cinza diferente de A. ajurauna, que apresenta lateral uniformemente
marrom escuro ou com manchas marrom escuro maiores (Figura 16). A gula de A. sp. S,
assim como encontrado em alguns individuos de A. ajurauna, apresenta coloracdo creme
com diminutos pontos marrom escuro. Os machos desta espécie também apresentam uma
pequena glandula na regido axilar. Apesar de alguma sobreposicéo de padrdes morfoldgicos,
as espécies irmds A. ajurauna e A. sp. S se distinguem entre si acusticamente quanto a

frequéncia dominante do canto (Figura 14) e padrdo de coloracdo lateral (Figura 16).
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Figura 15. Variacdo morfoldgica das espécies Adenomera ajurauna e Adenomera sp. S
quanto a presenca de tubérculos na tibia (A — presente; B — ausente) e formato
das pontas dos artelhos (C e D — expandidos). A — A. ajurauna (BB 459), Parque
das Neblinas, Mogi das Cruzes, SP (localidade tipo da espécie); B — A. ajurauna
(CFBH 9123), Tapirai, SP; C — A. sp. S (CFBH 35829), Iguape, SP; e D — A. sp.
S (CFBH 35854), Miracatu, SP.

Figura 16: Variagdo morfoldgica das espécies candidatas Adenomera ajurauna e Adenomera
sp. S quanto ao padréo de colorido da lateral do corpo. A — A. ajurauna (BB459),

manchas marrom escuro; B — A. sp. S (CFBH 35832), pequenos pontos marrom
e marrom escuro.
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ADENOMERA MARMORATA, A. SP. J, A. sP. K

Na nossa analise filogenética, recuperamos as espécies candidatas A. marmorata

como irmd de A. sp. J, o clado A. marmorata + A. sp. J como irméo de A. sp. K e o clado A.

marmorata + A. sp. J + A. sp. K como irmao de A. sp. A (Figuras 1, 2, 3d e 17).

—— 118 Macae

rloo

r1 00

"100

L9 9

~1 007

v

63

» Clado Adenomera ajurauna + A. sp. S
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Figura 17a— Adenomera sp. A + Adenomera sp. K. Arvore filogenética de consenso estrito

obtida a partir das 20 arvores mais parcimoniosas. Valores abaixo dos noés

mostram a frequéncia absoluta estimada de Jackknife utilizando TNT.
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Figura 17b — Adenomera sp. J. Arvore filogenética de consenso estrito obtida a partir das
20 arvores mais parcimoniosas. Valores abaixo dos n6s mostram a frequéncia

absoluta estimada de Jackknife utilizando TNT.
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Analisamos cinco populacGes de Adenomera marmorata dos municipios do Rio de
Janeiro — RJ; Petrdpolis — RJ; Marica — RJ; Guapimirim — RJ; Cachoeiras de Macacu — RJ;
Nazaré Paulista — SP; trés populagbes da especie candidata A. sp. J dos municipios de
Paranapiacaba — SP, Mogi das Cruzes — SP e Ilha de Alcatrazes — SP; e trés populagdes de
A. sp. K dos municipios de Ubatuba — SP, Itatiaia — RJ, Muriaé — MG. Os cantos de anuncio
de A. marmorata, A. sp. J e A. sp. K néo sdo pulsionados e podem apresentar modulagéo de
frequéncia ascendente ou ndo apresentar modulacdo de frequéncia alguma (Figura 18). Nao
conseguimos obter gravacdes de cantos da populacdo de Macaé — RJ para que pudéssemos

analisar acusticamente a espécie canditada A. sp. A (Fouquet et al., 2014).

Adenomera marmorata (sensu Fouquet et al., 2014) possui canto de anincio com
duracdo entre 34 ms (Rio de Janeiro — RJ) e 108 ms (Guapimirim — RJ). A frequéncia
dominante variou entre 3962 Hz (Nazaré Paulista — SP) e 4875 Hz (Guapimirim — RJ)
(Figuras 8 e 16). Todos os individuos analisados apresentaram modulacdo de frequéncia
ascendente. A espécie A. sp. J, irmd de A. marmorata, apresenta cantos de anuncio com
duracdo entre 21 ms e 59 ms (Mogi das Cruzes — SP) e frequéncia dominante entre 4307 Hz
(Mogi das Cruzes — SP) e 5168 Hz (Paranapiacaba — SP) (Figuras 10 e 18). Os cantos de A.
sp. J podem apresentar modulacdo de frequéncia ascendente ou ndo apresentar modulacédo de

frequéncia.
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Figura 18. Sonograma (acima, em cores) e oscilograma (abaixo, em preto) dos cantos de
anuncio das espécies Adenomera marmorata, A. sp. J, A. sp. Ki A — A
marmorata, Floresta Nacional da Tijuca, Rio de Janeiro, RJ (presumidamente
localidade tipo da espécie); B — A. marmorata, Parque Estadual da Serra dos
Orgaos, Guapimirim, RJ; C — A. sp. K, Itatiaia, RJ; D — A. sp. K, Ubatuba, SP; E
— A. sp. J; Parque das Neblinas, Mogi das Cruzes, SP; e F — A. sp. J,
Paranapiacaba, SP.

A espécie A. sp. K é irmd do clado Adenomera marmorata + A. sp. J e apresenta

cantos de andncio com duracdo entre 40 ms (Ubatuba — SP) e 146 ms (ltatiaia — RJ), e

frequéncia dominante entre 3790 Hz (Séo Luis do Paraitinga — SP) a 4823 Hz (Ubatuba —
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SP) (Figura 19). Assim como A. sp. J, a espécie candidata A. sp. K pode apresentar modulacédo

de frequéncia ascendente ou néo apresentar modulacéo de frequéncia.

Adenomera marmorata, A. sp. J e A. sp. K apresentam tamanho pequeno (Figura 12).
Adenomera sp. J é a espécie que apresentou os menores valores de CRC (machos = 17,2 mm
n = 3; fémeas = 16,8 mm n = 13). N&o obstante, individuos da populacdo de A. sp. J da llha
de Alcatrazes — SP sdo maiores que os individuos das popula¢Bes continentais da mesma
espécie (CRC de machos = 25 mm, n = 1, CRC de fémeas = 27,3 mm, n = 4) (Figura 17).
Machos de Adenomera marmorata possuem tamanho corporal de 19 a 25,0 mm (n=21) e
fémeas de 19 a 23,5 mm (n=13) e machos de A. sp. K possuem CRC de 19,5 a 20,5 mm

(n=11) e fémeas de 19,8 a 22,3 mm (n=2) (Figura 12).

Todas as espécies candidatas (A. marmorata, A. sp. J e A. sp. Ke A. sp. A)
apesentam glandulas axilares pouco entumecidas. Adenomera marmorata, A. sp. K e A. sp.
A apresentam tubérculos na parte externa da tibia. As popula¢des continentais de A. sp. J ndo
apresentam tubérculos na tibia. Contudo, individuos da populacdo A. sp. J da llha de
Alcatrazes apresentam tubérculos na parte externa da tibia como em A. marmorata, A. sp. K
e A. sp. A (Figura 21). Adenomera marmorata, A. sp. J, A. sp. K e A. sp. A apresentam
manchas marrom escuras na regido lateral do corpo. O triangulo interorbital nas quatro
espécies € homogéneo, ndo apresentando manchas mais claras em seu interior. As quatro

espécies apresentam as extremidades distais dos artelhos expandidas.
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Figura 19 (pagina anterior). Variacdo acustica intrapopulacional (duragdo do canto e
frequéncia dominante) em Adenomera marmorata (acima), Adenomera sp. K
(meio) e Adenomera sp. J (abaixo). Barra vertical = amplitude da variagéo
observada (valores maximo e minimo); Barra horizontal = média e mediana
para duracdo e frequéncia dominante do canto, respectivamente; Retangulo

vertical = média/mediana £ desvio padréo.
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Figura 20. Variagdo no tamanho do comprimento rostro-cloacal (CRC) de machos e fémeas
entre populacdes da espécie candidata Adenomera sp. J (sensu Fouquet et al.,
2014). Barra vertical = amplitude da variacdo observada (valores maximo e
minimo); Barra horizontal = média e mediana para duracdo e frequéncia
dominante do canto, respectivamente; Retangulo vertical = média/mediana +

desvio padréo.
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Figura 21. Variacdo morfoldgica quanto a presenca de tubérculos na tibia e expansdo da
extremidade do artelho em A — Adenomera marmorata, Rio de Janeiro, RJ; B —
Adenomera sp. K, Ubatuba, RJ; C — Adenomera sp. J, Paranapiacaba, SP; D —

Adenomera sp. J, llha de Alcatrazes, SP.

Nenhuma caracteristica morfoldgica ou acustica foi encontrada para que pudéssemos
separar as espécies candidatas, A. marmorata, A. sp. J e A. sp K, entre si. Como nao
obtivemos dados acusticos da espécie candidata A. sp. A e sua morfologia néo se distingue
das demais espécies canditadas (A. marmorata, A. sp. J e A. sp. K), consideramos estas quatro

especies candidatas todas como pertencentes a uma mesma espécie, A. marmorata.
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CLADO MARMORATA SuL

O Clado Marmorata Sul é definido por seis espécies sensu Fouquet et al. (2014): A.
araucaria, A. sp. R, A. sp. N, A. nana, A. engelsi, A. bokermanni e A. sp. O (Figuras 1, 2 e
3b). Coletamos e analisamos a morfolagia e bioacustica de individuos inseridos na analise
filogenética representantes de todas as espécies, exceto pelo canto de anuncio de A. sp. N,
para o qual ndo obtivemos gravacdes do canto de andncio. O clado Marmorata Sul apresenta
espécies com cantos pulsionados e espécies com cantos ndo pulsionados (Figuras 22, 25 e

28).

ADENOMERA ARAUCARIAE A. SP. R

Recuperamos Adenomera araucaria e A. sp. R como irmds na analise filogenética
(Figuras 1, 2 e 3b). Coletamos individuos, gravamos cantos e analisamos a bioacustica de
uma populacdo de A. araucaria do municipio de S&o Bento do Sul — SC. Adicionalmente,
para fins comparativos, analisamos exemplares e 0s cantos de andncio de uma populacdo de
A. araucaria de Sao Francisco de Paula — RS utilizados na descri¢do da espécie (Centro de
Pesquisas e Conservacdo da Natureza Pro-Mata, localidade tipo da espécie). Apesar do canto
de anuncio da populacdo de Sdo Francisco de Paula ndo ter sido obtido diretamente dos
nossos exemplares sequenciados, obtivemos dados filogenéticos de individuos da localidade
tipo da espécie. Assim, apesar dos dados acusticos analisados da localidade tipo da espécie
de A. araucaria terem sido inferidos indiretamente na nossa analise filogenética, estes sdo

congruentes com aqueles obtidos de Sdo Bento do Sul — SC, como é mostrado a seguir.
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Figura 22. Sonograma (acima, em cores) e oscilograma (abaixo, em preto) dos cantos de
anuncio das espécies Adenomera araucaria e Adenomera sp. R: A — A,
araucaria, Centro de Pesquisas e Conservacdo da Natureza Prd-Mata, S&o
Francisco de Paula, RS (localidade tipo da espécie); B — A. araucaria, Sdo Bento
do Sul, SC; D - A. sp. R, Floriandpolis, SC.

O canto de anlncio de A. araucaria € pulsionado, muito embora alguns individuos da
populacdo de Séo Francisco de Paula — RS ndo apresentem pulsos distintos ao ouvido
humano. Os cantos dos individuos desta localidade apresentarem muitas modulagdes de
frequéncia ao longo da nota. O canto de andncio de A. araucaria das populagbes de Séo

Bento do Sul — SC apresenta pulsos distintos entre si ao longo da nota e perceptiveis ao
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ouvido humano. O canto de A. araucaria apresenta modulagéo de frequéncia ascendente. Os
cantos analisados apresentaram uma duracdo entre 89 ms (Sao Francisco de Paula — RS) e
139 ms (Séo Bento do Sul — SC). Individuos da populacdo de Sdo Bento do Sul — SC
apresentaram cantos mais longos que aqueles de S&o Francisco de Paula — RS (Figura 20). A
frequéncia dominante variou entre 4651 Hz (S&o Francisco de Paula — RS) e 5340 Hz (Sao

Bento do Sul — SC) (Figuras 10 e 23).
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Figura 23. Variacdo acustica intrapopulacional (duracdo do canto e frequéncia dominante)
em Adenomera araucaria. Barra vertical = amplitude da variacdo observada
(valores maximo e minimo); Barra horizontal = média e mediana para duragdo e
frequéncia dominante do canto, respectivamente; Retangulo vertical =

média/mediana + desvio padréo.

Coletamos e analisamos a bioacustica de uma populacéo de A. sp. R do municipio de
Floriandpolis — SC. A estrutura do canto de anuncio de A. sp. R é pulsionada porém apresenta

modulacdes de frequéncia ao longo do envelope acustico bem menores do que em A.
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araucaria (Figura 22). O canto de A. sp. R apresenta modulacgdo de frequéncia ascendente.
Os cantos analisados apresentaram uma duragdo entre 56 e 119 ms. A frequéncia dominante

variou entre 4823 e 5685 Hz (Figura 10).

Todas as consideracdes morfoldgicas acerca de A. araucaria e A. sp. R devem ser
feitas com cautela devido ao pequeno tamanho amostral analisado (n = 2 para cada espécie).
Individuos analisados de ambas as espécies apresentam tamanho corporal pequeno (Figura
12). Os espécimes analisados de A. araucaria ndo apresentam tubérculos na tibia, ao passo
que individuos analisados de A. sp. R apresentam poucos tubérculos na regido externa da
tibia. Tanto A. araucaria como A. sp. R apresentam lateral do corpo com manchas marrom
claras, sendo este padrdo menos marcante em A. sp. R (Figura 24). As pontas dos artelhos de
A. sp. R sdo expandidas, o que ndo ocorre em A. araucaria (Figura 24). O triangulo
interorbital nas duas espécies é homogéneo, nao apresentando manchas mais claras em seu
interior. Machos de A. araucaria apresentam a glandula ectopeitoral entumecida e A. sp. R

apresentam esta glandula pouco entumecida.

As espécies A. araucaria e A. sp. R distinguem-se entre si pela estrutura do canto
(Figura 22) e pela expansédo da extremidade distal do artelho (expandido em A. sp. R; Figura
24). Sendo assim, consideramos que A araucaria e A. sp. R representam duas espécies

distintas entre si.
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Figura 24. Variacdo morfoldgica quanto ao padrdo de coloracao lateral do corpo, expanséao
da extremidade do artelho em Adenomera araucaria e Adenomera sp. R. A — A.
araucaria (UFMG 10189); B—-A. sp. R (UFMG 7080); C —A. araucaria (UFMG
10189); D — A. sp. R (UFMG 7080).

ADENOMERA ENGELSI, A. NANA, A. sp. N

As espécies candidatas irmds A. engelsi e A. nana formam o grupo irmdo de A.
bokermanni e este grupo por sua vez € irméo de A. sp. N (Figuras 1, 2 e 3b). Por motivos de

semelhanca morfoldgica compararemos nesta secdo as espécies A. engelsi, A. nana e A. sp.

N.
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Analisamos duas popula¢es de Adenomera engelsi dos municipios de Rancho
Queimado — SC e Floriandpolis — SC (localidade tipo da espécie); trés populacbes da espécie
A. nana dos municipios de Joinville — SC, S&o Bento do Sul — SC e S&o Francisco do Sul —
SC; e a morfologia de duas populagfes de A. sp. N dos municipios de Quatro Barras — PR e
Morretes — PR. N&o foram obtidos cantos de andncio de A. sp. N. Os cantos de andncio de
A. engelsi e A. nana sdo ndo pulsionados e podem apresentar pequena modulacdo de

frequéncia ascendente ou ndo apresentar modulacao de frequéncia (Figura 25).

Adenomera engelsi possui canto de andncio com duracao entre 77 ms (Floriandpolis
— SC) e 194 ms (Rancho Queimado — SC). A frequéncia dominante variou de 3617 Hz
(Rancho Queimado — SC) a 4306 Hz (Florianopolis — SC) (Figuras 10 e 26). Todos o0s
individuos analisados apresentaram modulacdo de frequéncia. Adenomera nana possui canto
de andncio com duracéo entre 67 ms (Sdo Francisco do Sul — SC) e 126 ms (S&o Bento do
Sul — SC). A frequéncia dominante variou de 4651 Hz (S&o Bento do Sul — SC) a 5512 Hz
(Sdo Francisco do Sul — SC) (Figuras 10 e 26). Nenhum dos individuos analisados
apresentaram modulacdo de frequéncia ou apresentaram uma pequena modulacdo de
frequéncia ascendente. Quanto a frequéncia dominante do canto, A. engelsi se distingue
prontamente de A. nana, apresentando menores valores de frequéncia dominante do que a

ultima (Figuras 10 e 26).
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Figura 25. Sonograma (acima, em cores) e oscilograma (abaixo, em preto) dos cantos de
anuncio das espécies Adenomera engelsi e A. nana. A — A. engelsi, Praia dos
naufragados, Floriandpolis, SC (localidade tipo da espécie); B — A. engelsi

Rancho Queimado, SC; C — A. nana, Sao Francisco do Sul, SC.
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Adenomera engelsi e A. nana
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Figura 26. Variacdo acustica intrapopulacional (duracdo do canto e frequéncia dominante)
em Adenomera engelsi (azul) e Adenomera nana (amarelo). Barra vertical =
amplitude da variacao observada (valores méximo e minimo); Barra horizontal =
média e mediana para duracdo e frequéncia dominante do canto,
respectivamente; Retangulo vertical = média/mediana * desvio padréo.
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As espécies Adenomera engelsi, A. nana e A. sp. N distinguem-se entre si por
apresentarem machos com tamanhos corporais distintos (médias: CRC = 21 mm, n= 7
machos de A. engelsi; CRC = 17,9 mm, n=8 machos de A. nana; CRC = 16,15 mm, n= 3
machos de A. sp. N; Figura 12). Adenomera engelsi apresenta muitos tubérculos na lateral
externa da tibia e A. nana e A. sp. N apresentam poucos ou nenhum tubérculo na tibia (Figura
27). No caso da espécie candidata A. sp. N, quando os tubérculos na tibia estdo presentes,
estes estdo localizados apenas na regido distal da lateral externa da tibia, préximo ao
calcanhar (Figura 28). Adenomera engelsi, A. nana e A. sp. N apresentam polimorfismo
quanto a coloracdo lateral do corpo, podendo ter predominantemente manchas marrom
escuras maiores ou predominantemente pequenos pontos marrom escuros num fundo cinza.
Em A. engelsi e A. nana a mancha interorbital nem sempre forma um triangulo e pode
apresentar em seu interior uma ou duas manchas pequenas mais claras (lembrando o padréo
“mask-like” de A. thomei). O tridngulo interorbital em A. sp. N é uniformemente marrom
(Figura 27). Machos de A. engelsi e A. nana apresentam glandulas axilares entumecida e
machos de A. sp. N apresentam a glandula ectopeitoral pouco entumecida. As extremidades
dos artelhos em A. engelsi, A. nana e A. sp. N é pouco expandida. Assim, as espécies irmas
A. engelsi e A. nana distinguem entre si por evidéncias morfoldgicas e acusticas e ambas as
espécies se distinguem de A. sp. N pelo tamanho corporal dos machos. No entanto, serdo
necessarios mais dados para que no futuro se possa decidir de forma mais embasada acerca
do seu status especifico de A. sp. N por ndo possuirmos dados acusticos da espécie e pela
evidéncia historica ndo estar bem suportada, devido ao baixo suporte encontrado no clado

formado por A bokermanni + A. engelsi + A. nana (Figura 3b),
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Figura 27. Variacdo morfologica das espécies Adenomera engelsi, Adenomera nana e

Adenomera sp. N quanto ao padrdo de coloracdo interorbital (A, B e C) e a
presenca de tubérculos na tibia (D, E e F). Ae D — A. engelsi (UFMG 10288); B
e E - A. nana (UFMG 10280), Ce F —A. sp. N (CFBH 21302).

ADENOMERA BOKERMANNI E A. Sp. O

Na topologia da arvore consenso obtida na analise filogenética, A. bokermnni e A. sp.
O néo foram recuperadas como espécies irmas (Figuras 1, 2 e 3b). Apesar disso, estas duas
especies candidatas foram aqui colocadas juntas no mesmo subitem dos resultados da analise
morfologica e acustica por ndo termos encontrado nenhuma diferenca diagndstica fenotipica

que as separe, como é mostrado a seguir.
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Analisamos quatro populacbes de Adenomera bokermanni dos municipios de
Paranagué — PR (localidade tipo da espécie), Guaruva — PR, Itapoa — SC e S&o Francisco do
Sul — SC; e cinco populagées de A. sp. O dos municipios de Iguape — SP, Miracatu — SP, llha
de Cananéia — SP, Ilha do Cardoso — SP e Ilha Comprida — SP. Os cantos de anuncio de A.
bokermanni e A. sp. O ndo sdo pulsionados e podem apresentar pequena modulacdo de
frequéncia ascendente ou, mais comumente, ndo apresentar modulacéo de frequéncia (Figura
28). Nao obtivemos cantos de anuncio dos individuos da Ilha do Cardoso — SP, llha de
Cananéia — SP e llha Comprida — SP e por isso apenas a morfologia externa foi analisada

para estas populagoes.
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Figura 28. Sonograma (acima, em cores) e oscilograma (abaixo, em preto) dos cantos de
anuncio das espécies Adenomera bokermanni e A. sp. O. A — A. bokermanni,
Paranagud, PR (localidade tipo da espécie); B — A. bokermanni, Itapod, PR; C —
A. sp. O, Iguape, SP; D — A. sp. O, Miracatu — SP.
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Adenomera bokermanni possui canto de andncio com duragdo entre 65 ms (S&o
Francisco do Sul — SC) e 156 ms (Guaruva — PR). A frequéncia dominante do seu canto
variou entre 2756 Hz (Sao Francisco do Sul — SC) a 3617 Hz (Paranagua — PR) (Figuras 10
e 29). A maioria dos individuos analisados ndo apresentou modulagéo de frequéncia e poucos
individuos apresentaram uma pequena modulacdo de frequéncia ascendente. O canto de
anuncio de A. sp. O apresenta duracdo entre 53 ms (Iguape — SP) e 197 ms (Miracatu — SP).
A frequéncia dominante variou entre 2928 Hz (lguape — SP) a 3445 Hz (Miracatu — SP)
(Figuras 10 e 29). Assim como em A. bokermanni, a maioria dos individuos analisados de A.
sp. O ndo apresentou modulacdo de frequéncia e poucos individuos apresentaram uma

pequena modulacgéo de frequéncia ascendente.

Adenomera bokermanni e A. sp. O apresentam tamanhos corporais semelhantes
(Figura 10). Adenomera bokermanni e A. sp. O apresentam tubérculos na lateral externa da
tibia e coloracdo lateral do corpo predominantemente com manchas marrom escuras (Figura
30). Em A. bokermanni e A. sp. O a mancha interorbital quase sempre possui forma um
tridangulo e pode apresentar em seu interior uma ou duas manchas pequenas mais claras
(lembrando o padrao “mask-like” diagnostico de A. thomei) ou ser uniformemente marrom
escuro bem marcado ou ndo (Figura 30). A glandula ectopeitoral em A. bokermanni e em A.
sp. O é muito entumecida. A extremidade dos artelhos em A. bokermanni e A. sp. O ndo é
expandida (Figura 30). Nenhuma caracteristica fenotipica foi encontrada que distinguisse A.
bokermanni e A. sp. O, mas devido a evidéncia histdrica consideramos que esta Ultima se

trata de uma nova espécie (ver Discussao).
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Adenomera bokermanni e A. sp. O
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Figura 29. Variacdo acustica intrapopulacional (duragdo do canto e frequéncia dominante)
em Adenomera bokermanni (azul) e Adenomera sp. O (amarelo). Barra vertical
= amplitude da variacdo observada (valores maximo e minimo); Barra horizontal
= média e mediana para duracdo e frequéncia dominante do canto,

respectivamente; Retangulo vertical = média/mediana * desvio padréo.
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Figura 30. Variacdo morfoldgica das espécies candidatas Adenomera bokermanni e
Adenomera sp. O quanto a presenca de tubérculos na tibia (A e B) e padrdes de
colorido interorbital (C e D) e lateral (E e F). A, C e F— A. bokermanni (UFMG
10288); B, D e F — A. sp. O (UFMG 10280).
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CARACTERIZACAO TAXONOMICA DE ALGUMAS ESPECIES DO CLADO MATA

ATLANTICA DO GENERO ADENOMERA

O clado Mata Atlantica do género Adenomera é composto atualmente por sete
espécies: A. ajurauna, A. araucaria, A. bokermanni, A. engelsi, A. marmorata, A. nana e A.
thomei, além das seguintes nove espécies candidatas ndo descritas propostas por Fouquet et
al. (2014): A.sp. A, A.sp. J, A.sp. K, A.sp. L; A.sp. M, A. sp. N, A. sp. O, A. sp. Re A. sp.
S. Ap6s uma analise fenotipica das espécies candidatas, a partir de mdltiplas fontes de
evidéncia, conseguimos delimitar 11 das 16 espécies candidatas do clado Mata Atlantica
propostas por Fouquet et al. (2014). A seguir, apresentamos as considera¢fes taxondmicas
das espécies candidatas que representam novas espécies (exceto por A. sp. Ae A.sp. N) e as
redescricdes de A. marmorata e A. bokermanni, por apresentarem uma taxonomia que tem
sido historicamente confusa. N&o foi possivel realizar um delineamento das espécies A. sp A

e A. sp. N por falta de amostragem morfoldgica (A. sp. A) e acustica (A. sp. A e A. sp. N).
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Adenomera marmorata Steindachner, 1867

(Figuras 31, 33)
Leptodactylus trivittatus Lutz, 1926
Leptodactylus (Parvulus) trivittatus — Lutz, 1930
Leptodactylus (Adenomera) marmorata — Parker, 1932
Leptodactylus marmoratus — Parker, 1935
Leptodactylus marmoratus marmoratus — Rivero, 1961
Adenomera marmorata — Heyer, 1974

Leptodactylus (Lithodythes) marmoratus — Frost, Grant, Faivovich, Bain, Haas, Haddad, de
S4, Channing, Wilkinson, Donnellan, Raxworthy, Campbell, Blotto, Moler, Drewes,

Nussbaum, Lynch, Green e Wheeler, 2006
Adenomera marmorata — Fouquet, Cassini, Haddad, Pech e Rodrigues, 2014
Adenomera sp. J — Fouquet, Cassini, Haddad, Pech e Rodrigues, 2014

Adenomera sp. K — Fouquet, Cassini, Haddad, Pech e Rodrigues, 2014

Holotipo — NHMW 16453, macho adulto.

Redescricdo do holdtipo (NHMW 16453) — O espécime encontra-se em um estado
de conservagdo muito ruim, com coloracdo uniformemente palida (creme) e ambos os
antebracos destacados do resto do corpo (Figura 31). Cabega mais longa que larga; largura

da cabeca 34% do CRC; comprimento da cabeca 39% do CRC. Focinho arredondado em
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vistas dorsal e lateral; canthus rostralis indistinto. Regido loreal vertical levemente concava.
Narinas néo protuberantes, orientadas dorsolateralmente, arredondadas. Olhos proeminentes,
didmetro do olho maior que a distancia olho narina. Timpano distinto, arredondado, com
diametro menor do que da metade do didmetro do olho. Prega supratimpanica ndo aparente.
Glandulas mandibulares ausentes. Saco vocal ndo aparente. Dentes vomerianos ndo puderam
ser observados. Coanas moderadas, arredondadas. Lingua alongada; livre nas laterais e na
parte posterior da boca. Um par de fendas vocais, paralelas a mandibula, estendem-se da
parte posterior da boca até o primeiro terco da mesma. Bragos mal preservados, separados
do corpo do especime. Artelhos livres; extremidade dos artelhos Il, 11l e IV expandidas
(extremidade dos artelhos | e V ndo expandidas). Dois tubérculos metatarsais distintos e
levemente protuberantes; interno e externo ovoides, aproximadamente do mesmo tamanho.
Devido a condicdo do pé a férmula dos artelhos ndo pode ser observada. Tubérculos
subarticulares desenvolvidos e arredondados. Membros posteriores pequenos e robustos;
comprimento da coxa um pouco menor que comprimento da tibia (CF 40% do CRC e TIB
44% do CRC). Prega metatarsal ausente. Prega tarsal presente, pouco desenvolvida,
estendendo-se da base do calo metatarsal externo até a juncdo da tibia e do tarso. Superficie
ventral do tarso com poucos tubérculos. Sola do pé com inimeros tubérculos pequenos e
distintos. Dorso liso; glandulas anais presentes somente no lado esquerdo do corpo,
arredondadas, da mesma cor do espéecime.

Medidas do holétipo: CRC 22,2 mm; CC 8,7 mm; LC 7,5 mm; DO 2,1 mm; DT 1,0
mm; DON 1,3 mm; DIN 1,4 mm; DIO 2,4 mm; CF 8,8 mm; TIB 9,7 mm; TAR 5,3 mm.
Medidas dos membros anteriores e dos pés do individuo ndo puderam ser tomadas devido ao

estado de conservagdo do espécime.
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Figura 31. Holotipo de Adenomera marmorata (NHMW 16453), macho. A — vista dorsa; B

— vista ventral; C — vista lateral.

Localidade-tipo — O espécime foi coletado durante a expedicdo austriaca Fragata
Novara no estado do Rio de Janeiro (Steindachner, 1867). Durante sua breve estadia em
territorio brasileiro (5 de agosto — 31 agosto de 1857), os tripulantes da expedicao austriaca
Fragata Novara circularam por areas urbanas da cidade do Rio de Janeiro e percorreram 0s
caminhos que conectam o Corcovado até a Lagoa da Tijuca em Jacarepagua. A equipe
também realizou uma viagem até a cidade de Petrépolis, onde foram conduzidos por
transporte férreo até a estacdo de Fragoso (municipio de Magé) e de l& por transporte

rodoviario até a cidade de Petropolis (Scherzer, 1861; Figura 32).

Durante excursdes a campo nos municipios do Rio de Janeiro (areas urbanas e
Floresta da Tijuca), Guapimirim (Parque Nacional da Serra dos Orgéos) e Petropolis, apenas
uma espécie do género Adenomera foi coletada por nds. Uma vez que a equipe cientifica da
expedicdo Fragata Novara percorreu o caminho na Floresta da Tijuca com o intuito de
conhecer 0s aspectos naturais do local, é provavel que esta seja a localidade tipo da espécie.
E improvavel que o holétipo de A. marmorata tenha sido coletado em areas urbanas da cidade
ou durante a viagem até Petrdpolis, pois o trajeto até o local foi realizado por transporte férreo

seguido por transporte rodoviario e 0 objetivo da viagem era reconhecer e descrever a
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ocupacdo alemd do local (Scherzer, 1861). Assim, restringimos a localidade tipo de A.

marmorata para 0 maci¢o da Tijuca, municipio do Rio de Janeiro, Brasil.
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Figura 32. Area percorrida pelos tribulantes da expedicdo Fragata Novara (Agosto, 1857).
Em vermelho trajeto realizado para reconhecimento das areas florestadas da
cidade do Rio de Janeiro e localidade tipo da espécie; em azul trajeto percorrido
via transporte férroviario; em amerelo trajeto percorrido via transporte

rodoviario (figura modificada de Cassini et al., 2010).

80



Diagnose — Adenomera marmorata se distingue das demais espécies do género pelo
seguinte conjunto de caracteres: 1) extremidade distal dos artelhos I, 111 e 1V expandidos; 2)
lateral do corpo com manchas marrom escuro; 3) girino endotrofico; 4) canto de andincio néo
pulsionado; 5) duracdo do canto 0,02 — 0,15 segundos; 6) frequéncia dominante 3790 — 5168

Hz.

Descricdo do macho baseada no espécime CFBH 34404 (Figura 33) — Cabeca mais
longa que larga, focinho subeliptico em vista dorsal, acuminado em vista lateral; narinas
redondas, ndo protuberantes, localizadas dorsolateralmente, mais préximas a ponta do
focinho do que do olho; canthus rostralis indistinto; regido loreal obliqua, concava; anel
timpanico distinto; diametro do timpano quase a metade do didmetro do olho; prega
supratimpanica desenvolvida, partindo da por¢do posterior do olho até a insercdo do braco;
glandulas parotdides pouco desenvolvidas; glandula pds-comissural presente, pouco
desenvolvida. Dorso marmoreado; presenca de uma mancha interorbital com duas manchas
mais claras no seu interior; presenca de uma faixa dorsolateral glandular que se estende desde
da altura da regido umeral até a porcdo anterior da regido inguinal. Ssaco vocal subgular, ndo
expandido lateramnente. Coanas grandes, ovais, muito separadas entre si; duas fileiras de
dentes vomerianos localizadas posteriormente e lateralmente as coanas. Lingua oval, bem
desenvolvida, longa com extremidade posterior livre, dentes maxilares e pré-maxilares ndo
visiveis. Regido abdominal homogeneamente creme. Glandula ectopeitoral entumecida.
Bracos curtos, finos; dedos finos e curtos, sem franjas ou superficie serrada na parte interna

dos dedos Il e IV; comprimento dos dedos 11 > 111 =V <IV; ponta dos dedos ndo expandidas;
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calo nupcial ausente; tubérculos subarticulares desenvolvidos, Unicos, redondos; tubérculo
metacarpal externo grande e redondo, cobrindo 2/3 da regido carpal; tubérculo metacarpal
interno, eliptico, menor do que o tubérculo metacarpal externo; tubérculos supranumerarios
presentes, em pouca quantidade e pouco desenvolvidos. Pernas curtas, com barras
transversais marrom e regido ventral creme. Tibia do mesmo tamanho que a coxa, tubérculos
na tibia presentes, extremidade distal dos artelhos | e V ndo expandidas, extremidade distal
dos artelhos I, Il e IV pouco expandidas; artelhos finos e livres, sem franjas ou fimbrias;
tamanho dos artelhos | < Il < Il >V < 1V, prega tarsal pouco desenvolvida, formada por
diminutos tubérculos; tubérculos subarticulares presentes, pouco desenvolvidos e elipticos;
tubérculo metatarsal interno desenvolvido e redondo; tubérculo metatarsal interno menor e

conico; tubérculo tarsal ausente; tubérculos supranumerarios na regido plantar presentes.

Figura 33. Adenomera marmorata (CFBH 34404), macho, da Floresta da Tijuca, municipio

do Rio de Janeiro, estado do Rio de Janeiro, Brasil. A — Vista dorsal; B — vista
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ventral; C — vista lateral; D — vista lateral da cabeca; E — vista ventral da mao; F

— vista ventral do pé.

Comparacdo com outras espécies do género (Quadro 1) — Por apresentar canto de
anuncio ndo pulsionado, Adenomera marmorata de distingue de A. araucaria, A. coca, A.
cotuba, A. diptyx, A. heyeri, A. hylaedactyla, A. juikitam, A. martinezi, A. simonstuarti e A.
thomei (pulsinado nestas espécies); e por apresentar a regido distal dos artelhos expandidas
A. marmorata se distingue de A. araucaria, A. bokermanni, A. coca, A. cotuba, A. diptyx, A.
engelsi, A. heyeri, A. juikitam, A. martinezi e A. thomei (extremidade distal dos artelhos ndo
expandidas nestas espécies). Adicioanlmente, A. marmorata se distingue de A. diptyx, A. saci

e A. thomei por possuir girino endotrofico (girino exotrofico nestas espécies).

Adenomera marmorata se distingue de de A. lutzi por ndo apresentar coloracdo de
manchas pretas num fundo amarelo, laranja ou vermelho na regido posterior da coxa
(presente em A. lutzi) e por ndo apresentar tubérculos no antebrago (presentes em A. lutzi);
de A. hylaedactyla por ndo apresentar faixas glandulares dorsais (presente em A.
hylaedactyla); de A. simonstuarti pela auséncia de uma faixa lateral preta no antebrago
(presente em A. simonstuarti); de A. martinezi e A. saci pela auséncia de 4 a 6 fileiras de
longitudinais de marcas circulares pretas dispostas simetricamentre no dorso (presentes em
A. martinezi e A. saci); de A. nana e A. araucaria por apresentar manchas marrom escuras
na lateral do corpo (ausentes ou presenca de pequenos pontos marrons escuros em A. nana e
A. araucaria) e de machos de A. engelsi por apresentar saco vocal simples, sem expansao

lateral (expandido lateralmente, formando uma prega no brago em A. engelsi).
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O canto de A. marmorata se distingue do de A. ajurauna, A. heyeri e A. juikitam por
ser mais curto (0,02 — 0,15 segundos em A. marmorata, 0,13 — 0,32 segundos em A. ajurauna,
0,14 — 0,19 segundos em A. heyeri e 0,15 — 0,20 segundos em A. juikitam); de A. andreae,
A. martinezi, A. saci e A. simonstuarti por apresentar a frequéncia dominante no segundo
harménico (frequéncia dominante no primeiro harmdnico nestas espécies); de A. bokermanni
por apresentar maior valor de frequéncia dominante (3445 — 5168 Hz em A. marmorata e
2756 — 3617 Hz em A. bokermanni) e de A. bokermanni, A. engelsi, A. nana, A. saci e A.
martinezi por apresentar modulacgéo de frequéncia ascendente (sem modulacgéo de frequéncia

nestas espécies).

Padréo de coloracdo — Pernas com faixas marrom escuro transversais, interior da
coxa com melandforos distribuidos irregularmente sob fundo creme. O calcanhar pode ou
ndo apresentar mancha laranja ou avermelhada. Ventre creme, regido gular com pequenos
pontos de melan6foros concentrados lateralmente. A lateral do corpo apresenta manchas
marrom escuros ou pretas dispersas. O dorso do corpo apresenta manchas marmoreadas
dispersas irregularmente, ndo formando um padréo claro. Duas listras dorsolaterais marrom
escuros e/ou duas faixas dorsolaterais mais externas de cor creme, laranja ou vermelho se
estendendo da regido posterior do olho até a regido inguinal podem estar presentes em alguns
individuos. Na regido dorsal da cabeca hd uma faixa ou um triangulo invertido ou uma barra
homogeneamente marrom escuro, estando mais ou menos evidente se o individuo apresenta
coloragéo geral do corpo cinza claro ou cinza escuro respectivamente. Da regido posterior do
olho parte uma faixa marrom escuro que contorna o timpano e se estende até a jun¢do com o
brago no tronco. Antebrago apresenta faixas transversais ou manchas irregulares marrom

escuros e a méo apresenta coloragao dorsal marmoreada, sem padréo evidente. Em espécimes
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preservados em &lcool 70%, a coloragdo geral cinza tende a ficar amarelada com o tempo,
evidenciado as manchas dorsais e faixas dorsolaterais marrom escuro. As manchas do
calcanhar e as faixas dorsolaterais creme, laranja ou vermelho ficam brancas quando

preservadas em alcool 70%.

Variacdo morfologica — Tubérculos na tibia podem estar presentes ou ausentes em
determinadas populacGes da espécie (Figura 21). Os individuos de A. marmorata da llha de
Alcatrazes sdo muito maiores que os demais individuos de outras populacdes da espécie
(Figuras 19 e 20). Dentro de uma mesma populacdo, podemos encontrar individuos com o
formato do focinho subeliptico, subovoide e arredondado; com a regido loreal, vertical ou

obliqua. Os tubérculos supranumerarios da regido palmar podem ser distintos ou nao.

Girino — O girino de A. marmorata foi descrito por Heyer (1990). Apesar de
apresentar espiraculo, este deve ser vestigial, pois o girino é endotréfico e permanece durante
todo o seu desenvolvimento no ninho de espuma, dentro de uma camara subterranea

construida pelo macho (Figura 34).
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Quadro 1. Principais caracteristicas morfoldgicas e bioacusticas usadas na caracterizagdo taxondmica e delimitacéo especifica em

. ajurauna
. andreae
. araucaria

. bokermanni

coca

. cotuba
. diptyx

. engelsi

heyeri

hylaedactyla

A. juikitam

> > >

> >

A
A
A
A

A

. lutzi
. marmorata
. martinezi

. hana

saci

. simonstuarti
. Sp. n. "canto curto”
. Sp. n. "catarinense"
. 8p. n. "sambaqui"

thomei

Adenomera (continua).

Artelhos I\/Ilanchas N2 Faixas glandulares  Saco vocal expandido . A
Helv ateral do dorsais lateralmente Girino Referencias
corpo
Expandidos Presentes Ausentes Né&o ? presente estudo
Expandidos Presentes Ausentes Né&o Endotrofico presente estudo; Angulo e Ichochea., 2003
ndo Ausentes Ausentes Né&o ? presente estudo; Kwet e Angulo 2002
expandidos
nédo Presentes Ausentes Sim Endotrofico presente estudo
expandidos
nao ? Ausentes Sim ? Angulo e Reichle, 2008
expandidos
néo Ausentes Presentes Sim ? Carvalho e Giaretta, 2013a
expandidos
nédo Ausentes Presentes N&o Exotréfico Marquez et al., 1995
expandidos
nédo Presentes Ausentes Sim ? presente estudo
expandidos
ndo Ausentes Presentes Né&o ? Boistel et al., 2006
expandidos
nédo Presentes Presentes Sim Endotréfico presente estudo; Angulo et al., 2003;
expandidos Menin et al., 2009
néo Ausentes Presentes Sim ? Carvalho e Giaretta, 2013a
expandidos
Expandidos Presentes Ausentes Nao ? Kok et al., 2007
Expandidos Presentes Ausentes Nao Endotréfico presente estudo
néo Presentes Presentes Né&o ? Carvalho e Giaretta, 2013b
expandidos
Expandidos Ausentes Ausentes Nao ? presente estudo
néo Presentes Presentes Né&o Exotréfico Carvalho e Giaretta, 2013b
expandidos
Expandidos ? Ausentes Né&o ? Angulo e Icochea, 2010
Expandidos Ausentes Ausentes Né&o ? presente estudo
Expandidos Presentes Ausentes Né&o ? presente estudo
ndo Presentes Ausentes Néo ? presente estudo
expandidos
néo Presentes Ausentes Né&o Exotréfico presente estudo; Almeida e Angulo, 2002
expandidos
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Quadro 1 (continuacdo). Principais caracteristicas morfoldgicas e bioacuUsticas usadas na caracterizacdo taxonémica e delimitacéo
especifica em Adenomera. Harménico FD = em qual harmdnico encontra-se a frequéncia dominante da nota.

. ajurauna

. andreae

. araucaria

. bokermanni

coca
cotuba
diptyx

. engelsi

heyeri

. hylaedactyla
. juikitam

. lutzi

. marmorata

. martinezi

nana
saci

. simonstuarti
. Sp. n. "canto curto"

. Sp. n. "catarinense"

. 8p. n. "sambaqui”
. thomei

Canto pulsionado ModuIaAgéo_ de Duracéo do canto Fr_equencia Harmoénico Referéncia
frequéncia (segundos) dominante (Hz) FD
ndo ascendente 0,13-0,32 4134 — 4996 segundo presente estudo
ndo ascendente 0,04 - 0,09 4654 — 5339 segundo presente estudo; Angulo et al., 2003
sim ascendente 0,09-0,18 4478 — 5340 segundo presente estudo; Kwet e Angulo 2002
ndo sem modulacédo 0,06 -0,13 2756 — 3618 segundo presente estudo
sim sem modulacédo 0,11-0,14 3449 — 3748 segundo Angulo e Reichle, 2008
sim ascendente 0,08 -0,14 3500 - 3800 segundo Carvalho e Giaretta, 2013a
sim ascendente 0,06 — 0,09 4200 - 4500 segundo Marquez et al., 1995
nédo sem modulacéo 0,07 --,19 3617 — 4306 segundo presente estudo
sim ascendente 0,14-0,19 3570 — 3840 segundo Boistel et al., 2006
sim ascendente 0,03 -0,06 3400 — 4358 segundo p'z/rliiemtgte;t.lljcjzcgo,gngulo etal., 2003;
sim ascendente 0,15-0,20 3780 — 4180 segundo Carvalho e Giaretta, 2013a
nédo ascendente 0,04 -0,06 3273 - 3620 segundo Kok et al., 2007
ndo e AEEEE 0,02 -0,15 3790 — 5168 segundo presente estudo
ascendente

sim sem modulacédo 0,06 - 0,15 1880 — 2060 primeiro  Carvalho e Giaretta, 2013b
nédo sem modulacédo 0,06 - 0,12 4651 — 5512 segundo presente estudo
ndo sem modulacéo 0,07-0,24 1690 — 2250 primeiro  Carvalho e Giaretta, 2013b
sim ascendente 0,06 — 0,07 1813 - 2035 primeiro  Angulo e Icochea, 2010
nédo ascendente 0,01-0,10 4996 — 6000 segundo presente estudo

pulsi_o o) BT ascendente 0,06 - 0,12 4823 — 5685 segundo presente estudo

final do canto

néo sem modulacéo 0,05-0,20 2928 — 3445 segundo presente estudo
sim sem modulacéo 0,11-0,33 3445 — 5562 segundo presente estudo; Almeida e Angulo, 2002
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Figura 34. Ninho de espuma com juvenis em diferentes estigios de desenvolvimento de

Adenomera marmorata, Estacdo Ecoldgica de Boracéia, municipio de

Salesopolis, estado de Sdo Paulo, Brasil. Fotos: Mauro Teixeira Junior.

Vocalizacdo — Foram analisados 47 individuos de 10 localidades (Rio de Janeiro —
RJ, Marica — RJ, Gupimirim — RJ, Petropolis — RJ, Nazaré Paulista — SP, Paranapiacaba,
Santo André — SP, Mogi das Cruzes — SP, Itatiaia— RJ, Ubatuba — SP e S&o Luis do Paraitinga
—SP), totalizando 1004 cantos. O canto de anuncio de A. marmorata é composto por uma
Unica nota, ndo pulsionada. Possui canto curto (0,02 — 0,15 segundos) e frequéncia dominante
no segundo harmonico (3445 — 5168 Hz). As populagdes de canto mais longo séo as do
municipio de Itatiaia — RJ e as de canto mais curto do municipio de Mogi das Cruzes — SP.
As populagdes com canto de anincio com os menores valores de frequéncia dominante séo
de S&o Luis do Paraitinga — SP e as de maior valor sdo de Paranapiacaba, Santo André — SP
(Figura 19). O ritmo de emissdo de canto é de 0,45 — 0,83 cantos por segundos. O canto de
anuncio de A. marmorata apresenta modulagédo de frequéncia ascendente; no entanto, alguns
individuos do municipio de Itatiaia — RJ (ndo todos) ndo apresentaram modulacdo de

frequéncia.

Historia Natural — Adenomera marmorata ocorre em bordas de mata. O macho

vocaliza no folhico exposto ou ndo, nas proximidades da toca construida para oviposi¢do. A
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atividade de vocalizagdo pode ocorrer durante todo o dia em épocas chuvosas, ou a partir do
entardecer até as primeiras horas da noite. Por duas ocasides pudemos registrar o canto de

anuncio de machos dentro de sacos de coleta durante o0 amanhecer.

Distribuicdo geografica — Adenomera marmorata esta distribuida na Serra do Mar,
desde a cidade de MaricA — RJ até Paranapiacaba — SP, e algumas localidades mais
continentais, entre a Serra do Mar e a Serra da Mantiqueira, como em Nazaré Paulista — SP

e Santa Branca — SP (= A. marmorata, A. sp. A, A. sp. K e A. sp. J na Figura 4).

Comentéarios — Adenomera marmorata tem sido a identificagdo tentativa automatica
dos coletores, ou no coloquial, o0 saco de gatos para acomodar as popula¢des distribuidas na
Mata Atlantica com identidade dibia. As espécies candidatas A. sp. J e A. sp. K (Fouquet et
al., 2014) apresentam, dentro de suas variagdes morfoldgicas e bioacustica, sobreposicdo

com A. marmorata, ndo sendo possivel diferencia-las e diagnostica-las entre si.

Nas proximidades dos locais onde ocorre Adenomera marmorata, também pode
ocorrer A. thomei ou A. ajurauna. No entanto, A. thomei ocupa ambientes abertos ou
antropizados, ndo associados a mata. J& Adenomera ajurauna ocorre dentro de mata, em
sintopia com A. marmorata, porém em microambientes diferentes (A. marmorata sempre em

borda de mata).
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Adenomera bokermanni (Heyer, 1973)

(Figura 36)

Leptodactylus bokermanni Heyer, 1973 (parte)

Adenomera bokermanni — Heyer, 1974

Adenomera sp. 4 — Kwet, 2006

Leptodactylus (Lithodythes) bokermanni — Frost, Grant, Faivovich, Bain, Haas, Haddad, de
S4, Channing, Wilkinson, Donnellan, Raxworthy, Campbell, Blotto, Moler, Drewes,

Nussbaum, Lynch, Green e Wheeler, 2006

Adenomera bokermanni — Fouquet, Cassini, Haddad, Pech e Rodrigues, 2014

Material tipo — Na descri¢do original Heyer (1973) informa medidas e aspectos da
morfologia externa de machos e fémeas da série tipo da espécie. O autor observou diferencas
morfolégicas entre os individuos da série tipo e atribuiu estas diferencas a variagdo
intraespecifica. Entretanto, 0 mesmo autor, posteriormente, reconhece que a série tipo de A.
bokermanni pode ser composta por pelo menos duas espécies: uma de canto pulsionado e
outra de canto ndo pulsionado (Heyer, 1984). Apds uma extensa analise filogenética do clado
Mata Atlantica do género Adenomera, pudemos constatar que A. bokermanni possui
distribuicédo restrita ao litoral paranaense, e por isso, 0s paratipos das demais localidades
correspondem a distintas espécies que ndo A. bokermanni. Os Unicos espécimes da série tipo
que foram encontrados no Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo foram os
seguintes paratipos: MZUSP 508 (macho), do municipio de lguape, estado de Sdo Paulo;
MZUSP 15781 (fémea), no municipio de Morretes, estado do Parand; e MZUSP 25455
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(macho), do municipio de Santa Branca, estado de Sdo Paulo. Todos os individuos
encontram-se com acronimo diferente do descrito em Heyer (1973; DV — Departamento de
Vertebrados), pois era o antigo acronimo usado antes de MZUSP. Dado o grande
polimorfismo apresentado no género, é dificil atribuir sem ddvidas cada espécime da série
tipo a uma determinada espécie apenas com base na morfologia externa (i.e., sem dados

acusticos).

O paratipo MZUSP 25455 (Figura 35) foi coletado no municipio de Santa Branca —
SP. Nesta localidade amostramos duas espécies: A. marmorata e A. thomei (Apendice 2).
Como o paratipo MZUSP 25455 apresenta um triangulo interorbital no padrdo de méascara
(ausente em A. marmorata) e extremidades distais dos artelhos ndo expandidas (expandidas

em A. marmorata), atribuimos este espécime a A. thomei.

N&o é possivel acessar sem ddvidas a identidade do espécime MZUSP 15781 (Figura
32), coletado em Porto de Cima, municipio de Morretes — PR. Em excursfes a campo,
pudemos coletar apenas uma espécie candidata nesta localidade: Adenomera sp. N. Contudo,
machos da espécie candidata A. sp. N estdo entre os menores de todos o0s adultos das espécies
do género Adenomera (CRC 15,76 — 16,64 mm, Figura 10) e o paratipo MZUSP 15781
possui tamanho corporal de 23,52 mm. Como A. bokermanni e A. sp. O ndo séo
morfologicamente distintas, ndo é possivel atribuir este paratipo a uma ou a outra espécie

sem outras fontes de evidéncia.

No municipio de lIguape — SP, amostramos duas espécies candidatas: A. sp. O e A. sp.
S. Uma vez que o paratipo MZUSP 508 (coletado no municipio de Iguape; Figura 35),

apresenta tamanho corporal grande (CRC = 22,87 mm) e extremidades distais dos artelhos
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ndo expandidas, atribuimos este paratipo como pertencente a espécie candidata A. sp. O (=

A. sp. n “sambaqui” mais adiante).

Figura 35. Material tipo de A. bokermanni encontrado no Museu de Zoologia do Estado de
Séo Paulo (MZUSP). A e B — MZUSP 25455, fémea, coletada no municipio de
Santa Branca - SP (= A. thomei;CRC = 21,16mm); C e D — MZUSP 15781,
macho coletado no municipio de Morretes — PR (= A. bokermanni ou A. sp. O;
CRC =23,52mm); E e F — MZUSP 508, macho, coletado no municipio de Iguape
—SP[=A.sp.O (Fouquetetal.,2014) = A. sp. n. “sambaqui”’; CRC = 22,87mm].

N&o encontrados na colecdo MZUSP os demais paratipos de A. bokermanni e,
portanto, ndo foram analisados por nds. Assim, ndo € possivel atribuir indubitavelmente a

identidade dos demais paratipos de A. bokermanni, pois uma situagdo comum na Mata
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Atlantica é a ocorréncia de pelo menos duas espécies na mesma localidade. No entanto,
Heyer (1973) mencionou que os paréatipos dos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sao
Paulo (WCAB 18735, WCAB 30860, WCAB 30861, WCAB 30035, WCAB 30097 — 30102,
WCAB 34463 — 34476, WCAB 36957 — 36960, WCAB 37628 — 37629; DZ 25071, DZ 6388,
DZ 530, USNM 96997, USNM 99122, UMMZ 109990) diferem da populagéo austral do
estado do Parand pelo formato do corpo, formato da cabeca e pelas extremidades dos artelhos
ndo expandidas. Embora estes exemplares ndo tenham sido analisados, todas as localidades
dos paréatipos coletados no estado do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Séo Paulo (exceto pelo
municipio de lguape, como ja discutido) apresentam duas espécies: A. marmorata e A.
thomei. Uma vez que A. marmorata apresenta as extremidades distais dos artelhos
expandidas, presumimos que estes paratipos tratam-se na verdade de A. thomei, que nédo
apresenta expansdes nas extremidades dos artelhos. De fato, espécimes posteriormente
coletados em Pocgos de Caldas — MG (mesma localidade do paratipo WCAB 18735) e
Botucatu — SP (mesma localidade do paratipo DZ 6388) e analisados por nés, correspondem

a espécie A. thomei.

O lote de girinos utilizados por Heyer (1973) para a descri¢cdo da forma larval de A.
bokermanni (WCAB 34462) é proveniente do municipio de Campos do Jorddao — SP. A
descricdo do girino de A. bokermanni (Heyer, 1973) é muito semelhante a descricdo de A.
thomei (Almeida e Angulo, 2006, figuras 4 e 5). Ambos os trabalhos descrevem girinos com
aberturas nasais mais préximas da ponta do focinho do que do olho; distancia entre narinas
pouco menor ou igual a distancia interorbital; abertura sinistral do espiraculo direcionada
posterolateralmente, com tubo espiracular curto, posicionado no meio entre a ponta do
focinho e a juncdo do corpo com a cauda; altura méxima do corpo pouco maior do que a

altura da cauda; origem da membrana caudal dorsal na jungdo do corpo com a cauda;

93



membranas caudais dorsal e ventral pouco arqueadas; disco oral circundado por uma Unica

fileira de papilas com um hiato na regiéo rostral e papilas submarginais ausentes.

Através da andlise dos desenhos dos girinos de cada um dos trabalhos é possivel
observar que o girino de Almeida e Angulo (2006) apresenta olhos maiores e localizados
mais dorsalmente do que o girino ilustrado por Heyer (1973); que a regido dorsal do corpo
mostrada em Almeida e Angulo (2006) é mais plana e que a boca ilustrada em Heyer (1973)
é mais ventral. Apesar dos girinos de Almeida e Angulo (2006) e Heyer (1973) claramente
pertencerem a estagios de desenvolvimento distintos, as diferencas notadas entre eles
poderiam ser explicadas devido a posicdo (inclinacdo) relativa do exemplar ilustrado do
desenhista. J& a pequena diferenca na formula dentaria: 2(2)/3 em Almeida e Angulo (2006)
e 2/3(2) ou 2/3 em Heyer (1973) pode ser explicada por variacdo intraespecifica. Kolenc et
al. (2008) observaram variagdes intraespecificas muito maiores na férmula dentaria em
diferentes espécies de Hypsiboas e Orrico et al. (2009) levantam a hipotese de que distintas
formulas dentarias refletem, na verdade, uma diferenca ontogenétic, em semaforontes
diferentes da mesma espécie. Por estes motivos apresentados, o lote de girinos listado como
paratipos de A. bokermanni ndo deve ser considerado como pertencente a esta espécie. A

redescricdo do girino da localidade tipo € apresentada mais adiante.

Localidade-tipo — Municipio de Paranagua, estado do Parand, Brasil (Heyer, 1973).

Diagnose — Adenomera bokermanni se distingue das demais espécies do género pelo
seguinte conjunto de caracteres: 1) extremidade distal dos artelhos ndo expandidos; 2) lateral
do corpo com manchas marrom escuro; 3) girino endotrofico; 4) canto de andncio nédo
pulsionado e sem modulacdo de frequéncia; 5) duracéo do canto 0,06 — 0,13 segundos; 6)

frequéncia dominante 2756 — 3618 Hz; 6) duas transformacdes nas posi¢cdes 268 e 412 do
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fragmento mitocondrial CO1 (A > G; Apéncides 3); 7) duas transformacdes nas posi¢des 48

e 352 do fragmento mitocondrial CytB (A >G e A > G, respectivamente; Apéndice 3).

Descrigdo do espécime UFMG 10291 (Figura 36) — Cabega mais longa que larga,
focinho subeliptico em vista dorsal, acuminado em vista lateral; narinas redondas, néo
protuberantes, localizadas lateralmente, mais proximas a ponta do focinho do que do olho;
canthus rostralis indistinto; regido loreal obliqua, reta; anel timpénico distinto; didmetro do
timpano cerca de metade do didmetro do olho; prega supratimpanica desenvolvida partindo
da porcdo posterior do olho até a insercdo do braco; glandulas parotdides pouco
desenvolvidas; glandula pés-comissural presente, pouco desenvolvida. Dorso marmoreado;
presenca de uma mancha interorbital em formato de tridngulo invertido, homogeneamente
marrom; presenc¢a de uma faixa dorsolateral glandular pouco desenvolvida que se estende
desde da altura da regido umeral até a por¢do anterior da regido inguinal. Saco vocal subgular,
nédo expandido lateralmente. Coanas grandes, ovais, muito separadas entre si; duas fileiras de
dentes vomerianos localizados posteriormente e lateralmente as coanas. Lingua oval, bem
desenvolvidos, longa com extremidade posterior livre. Dentes maxilares e pré-maxilares ndo
visiveis. Regido abdominal homogeneamente creme. Géandula ectopeitoral entumecida.
Bracos curtos e finos; dedos finos e curtos, sem franjas nem superficie serrada na parte
interna dos dedos 111 e 1V; comprimento dos dedos Il = I1l >V < 1V; ponta dos dedos ndo
expandidas; calo nupcial ausente; tubérculos subarticulares desenvolvidos, Unicos, redondos;
tubérculo metacarpal externo redondo, cobrindo metade da regido carpal; tubérculo
metacarpal interno eliptico, menor do que o tubérculo metacarpal externo; tubérculos

supranumerarios presentes, em pouca quantidade e pouco desenvolvidos. Pernas curtas, com
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faixas marrom dorsais e regido ventral creme. Tibia pouco maior que a coxa; tubérculos na
tibia presentes em pouca quantidade, extremidade distal dos artelhos ndo expandidas;
artelhos sem franjas ou fimbrias; tamanho dos artelhos | < Il < Ill = V < IV; prega tarsal
ausente; tubérculos subarticulares presentes, pouco desenvolvidos, elipticos; tubérculo
metatarsal externo, desenvolvido, redondo; tubérculo metatarsal interno menor, conico;

tubérculo tarsal ausente; tubéerculos supranumerérios da regido plantar presentes.

Figura 36. Adenomera bokermanni (UFMG 10291), macho, do municipio Paranagud, estado

do Parand, Brasil. A — vista dorsal; B — vista ventral; C — vista lateral; D — vista

lateral da cabeca; E — vista ventral da mdo; F — vista ventral do pé.

Comparacdo com outras espécies (Quadro 1) — Por apresentar canto de anuncio
néo pulsionado, Adenomera bokermanni de distingue de A. araucaria, A. coca, A. cotuba, A.
diptyx, A. heyeri, A. hylaedactyla, A. juikitam, A. martinezi, A. simonstuarti e A. thomei

(pulsinado nestas espécies); e por apresentar as falanges distais dos artelhos ndo expandidas
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A. bokermanni se distingue de A. ajurauna, A. marmorata, A. nana, A. engelsi, A. lutzi, A.
heyeri, A. andreae e A. simonstuarti (extremidades distais dos artelhos Il, 111 e IV expandidos
nestas espécies). Adicioanlmente, A. bokermanni se distingue de A. diptyx, A. saci e A. thomei

por possuir girino endotréfico (girino exotrofico nestas espécies).

Adenomera bokermanni se distingue de A. ajurauna, A. araucaria, A. engelsi, A. nana
e de A. cotuba por apresentar machos de maior tamanho corporal (22,1 — 23,6 mm em A.
bokermanni, 15,9 — 20,0 mm em A. ajurauna, 17,8 mm em A. araucaria, 19,4 — 21,7 mm em
A. engelsi, 17,3 — 18,7 mm em A. nana e 18,6 — 20,5 mm em A. cotuba) e de A. lutzi e A.
simonstuarti por apresentar machos de menor tamanho corporal (22,1 — 23,6 em A.

bokermanni, 25,7 — 33,5 em A. lutzi e 25,9 — 26,2 em A. simonstuarti).

Adenomera bokermanni se distingue de A. lutzi por ndo apresentar manchas de
coloragdo preta num fundo amarelo, laranja ou vermelho na regido posterior da coxa
(presente em A. lutzi) e por ndo apresentar tubérculos no antebraco (presente em A. lutzi; Kok
et al., 2007); de A. hylaedactyla por ndo apresentar faixas glandulares dorsais (presente em
A. hylaedactyla), de A. andreae ndo apresentar modulacdo de amplitude na nota (presente em
A. andreae); de A. simonstuarti pela auséncia de uma faixa lateral preta no antebrago
(presente em A. simonstuarti); de A. martinezi e A. saci pela auséncia de 4 a 6 fileiras de
longitudinais de marcas circulares pretas dispostas simetricamentre no dorso (presente em A.
martinezi e A. saci); e de A. nana e A. araucaria por apresentar manchas marrom escuros na

lateral do corpo (ausente ou pequenos pontos marrons escuros em A. nana e A. araucaria).

Adenomera bokermanni se distingue de A. ajurauna pelo canto de anincio mais curto
(0,06 — 0,13 segundos em A. bokermanni e 0,13 — 0,32 segundos em A. ajurauna); de A.

ajurauna, A. araucaria, A. engelsi, A. nana, A. marmorata e A. thomei, por apresentar
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menores valores de frequéncia dominante (2756 — 3617 Hz em A. bokermanni, e 4134 — 4996
Hz em A. ajurauna, 4478 — 5340 Hz em A. araucaria, 3617 — 4306 Hz em A. engelsi, 4651
—5512 Hz em A. nana, 3790 — 5168 Hz em A. marmorata e 3445 — 5562 Hz em A. thomei).
Adenomera bokermanni, juntamente com A. engelsi, A. nana, A. martinezi e A. saci séo as

Unicas espécies do género que ndo apresentam modulacao de frequéncia no canto de andncio.

Padréo de coloracédo — Pernas com faixas marrom escuro transversais, interior da
coxa com manchas irregulares marrom escuro sobre fundo creme. Ventre
predominantemente creme, regido gular com melanéforos mais concentrados na regido
lateral do saco vocal, regido abdominal com manchas marrom escuro concentradas
lateralmente e regido ventral das coxas com manchas marrom escuro esparsas. A lateral do
corpo apresenta manchas marrom escuros dispersas. O dorso do corpo apresenta manchas
marmoreadas dispersas irregularmente, ndo formando um padrdo claro. Duas listras
dorsolaterais marrom escuros e/ou duas faixas dorsolaterais mais externas de cor creme se
estendendo da regido posterior do olho até a regido inguinal podem estar presentes em alguns
individuos. Da regido posterior do olho parte uma faixa marrom escuro que contorna o
timpano e se estende até a juncdo do braco com o tronco. Antebraco apresenta faixas
transversais ou manchas irregulares marrom escuros e a mao apresenta coloracdo dorsal
marmoreada, sem padrdo evidente. Em espécimes preservados em alcool 70%, a coloracao
geral cinza tende a ficar amarelada com o tempo, evidenciado as manchas dorsais e faixas

dorsolaterais marrom escuro.

Variagdo morfologica — A mancha interorbital em forma de tridngulo pode
apresentar em seu interior uma ou duas manchas pequenas mais claras (lembrando o padrao

em mascara diagnéstico de A. thomei) ou ser uniformemente marrom escuro bem marcado
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ou ndo (Figura 30). Dentro de uma mesma populacéo, podemos encontrar individuos com o

formato do focinho subovoide ou arredondado e com a regido loreal, vertical ou obliqua.

Girino — A morfologia do girino descrito por Heyer (1973) se encaixa na descri¢ao
de girino de A. thomei, além de ser proveniente de uma localidade dentro da area de
distribuicdo desta ultima espécie (Campos do Jordéo - SP, Figura 37). A forma larval de A.
bokermanni, proveniente da localidade tipo da espécie (Paranagua - PR) é descrita a seguir e
a morfometria € apresentada na Tabela 3. Todos os girinos analisados de A. bokermanni se
encontram nos estagios 39 seguindo a tabela de Gosner (1960). Devido ao avangado estagio
em que os girinos foram encontrados no ninho de espuma (39), a quantidade de vitelo no
intestino dos espécimes, a auséncia de espiraculo e a estrutura simplificada do disco oral

assumimos que o girino de A. bokermanni é endotrofico.

Corpo levemente deprimido (AC/LC = 0,88-0,98mm; Fig. 37A e 37B); medindo
aproximadamente um terco do tamanho total do corpo (CC/CT = 0,31-0,35m); eliptico em
vista dorsal. Em vista lateral, corpo inclinado na regido da gula e ligeiramente convexo na
regido do abdémen. Focinho arredondado em vista dorsal (LCN/LCO = 0,38-0,49mm) e
truncado em vista lateral. Narinas orientadas anteriormente, elipticas (arredondada em um
individuo) e sem cromatdéforos no entorno; localizadas lateralmente (DIN/LCN = 0,87—
0,98mm). Olhos grandes (DO/LCO = 0,35-0,43mm), localizados dorsolateralmente
(DOI/LCO =0,80-0,91mm), orientados lateralmente. Linha lateral ndo visivel. Tubo cloacal
pequeno, em formato de saco, podendo ter uma pequena abertura ou ser completamente
fechado, posicionado medialmente, livre ou parcialmente fusionado com a origem da
nadadeira ventral. Silhuetas dos membros anteriores podem ser observadas através da pele

transparente do ventre dos espécimes (Fig. 37C). Intestino com bastante vitelo. Cauda longa
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Figura 37. Girino de Adenomera bokermanni (estagio 39), coletado no municipio de
Paranagué — PR. A coloracdo azulada deve-se ao uso de azul de metileno para
melhor visualizagéo das estruturas. A — Vista lateral (barra = 2 mm); B — vista
dorsal (barra = 2mm); C — vista ventral (barra = 2mm); D — detalhe do aparato

bucal (barra = 0,5 mm).

(CC/CCa =0,63-0,68mm), mais baixa que o corpo (AMC/AC = 0,77-0,93mm), afunilando
mais bruscamente no ultimo quarto; musculatura da cauda bem desenvolvida (AMuC/AMC
= 0,49-0,63mm), alcangando praticamente o final da parte posterior da cauda, que é

arredondada. Nadadeira dorsal com a margem livre convexa; originando-se na juncdo do
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corpo com a cauda. Nadadeira ventral com a margem livre convexa na primeira metade e

concava na segunda; origem na juncdo do corpo com a cauda, oculta pelo tubo cloacal.

Disco oral (Fig. 37D) posicionado ventralmente e direcionado anteriormente; de
tamanho médio (LDO/LC = 0,31-0,36mm); sem emarginacdes. O disco possui uma unica
fileira de papilas marginais no seu entorno com uma grande interrupcdo anterior e outra
posterior. N&o ha papilas submarginais ou fileiras de denticulos. Bico corneo esbranquicado,
com pouquissima queratinizacéo; nao serrilhado. Corpo com a metade anterior do dorso e
lateral creme, metade posterior amarelada; acimulo de melanéforos marrom escuros por todo
o dorso; na lateral os acimulos sdo mais densos na metade superior. Ventre translucido, com
acumulos de melandforos marrom escuros esparsos; regido do intestino amarelada e sem
melanoforos. Cauda com nadadeiras translicidas, um individuo apresenta musculatura creme

com melan6foros marrom escuros esparsos.

A larva de Adenomera bokermanni se diferencia das larvas exotroficas de outras
espécies do género (A. diptyx e A. thomei) principalmente pela auséncia de espiraculo e de
denticulos no disco oral (presentes nas espécies exotroficas; de la Riva, 1995; Almeida e
Angulo, 2006). Dentre as espécies endotréficas do género, o girino de A. bokermanni se
diferencia do girino de A. andreae, de A. hylaedactyla e de A. aff. hylaedactyla pelo maior
tamanho do corpo com relacdo a cauda (CC/CT = 0,46-0,55 em A. bokermanni; 0,36, 0,32—
0,42 e 0,35-0,37 em A. andreae, A. hylaedactyla e A. aff. hylaedactyla, respectivamente;
Heyer e Silverstone, 1969; Hero, 1990; Kokubum e Giaretta; 2005). O girino de A.
bokermanni se diferencia do girino de A. aff hylaedactyla pelo maior tamanho total (15,2—
17,3 mmem A. bokermanni e 11,8-13,3 mm em A. aff hylaedactyla) e pelo formato do corpo

em vista dorsal (elipitico em A. bokermanni e oval em A. aff hylaedactyla).
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Tabela 3. Morfometria de 12 girinos de Adenomera bokermanni coletados no municipio de

Paranagué — PR (UFMG-g 1509). As medidas sdo dadas em milimetros (mm).

Carater Minimo — Méaximo  Média Desvlo
padrao
Comprimento total (CT) 15,19 —17,26 16,23 0,69
Comprimento do corpo (CC) 5,14 —5,78 5,42 0,19
Comprimento da cauda (CCa) 10,06 — 11,71 10,88 0,58
Altura maxima da cauda (AMC) 2,20 —2,77 2,59 0,16
Altura do musculo da cauda (AMuC) 1,29 —1,63 1,47 0,10
Largura do musculo da cauda (LMC) 1,16 —1,45 1,32 0,08
Altura do corpo (AC) 2,80 —3,24 2,99 0,13
Largura do corpo (LC) 3,07—3,41 3,26 0,10
Largura do corpo na altura das narinas (LCN) 0,82 —1,07 0,98 0,07
Largura do corpo na altura dos olhos (LCO) 2,13—2,46 2,29 0,10
Distancia internasal (DIN) 0,8—1,00 0,90 0,06
Distancia interorbital (DIO) 1,91—2,18 2,01 0,08
Disténcia focinho-narina (DFN) 0,27 —0,46 0,37 0,05
Distancia focinho-olhos (DFO) 0,82 —1,07 0,96 0,07
Distancia olho-narina (DON) 0,41—0,54 0,48 0,04
Diamentro da narina (DN) 0,15—0,22 0,19 0,02
Largura do disco oral (LDO) 1,04 —1,20 1,10 0,04
Diametro do olho (DO) 0,80 — 0,96 0,87 0,05

Vocalizacdo — Foram analisados 15 individuos de trés localidades (Paranagua — PR,
Itapoéd — PR e Guaruva — PR), totalizando 358 cantos. O canto de anincio de A. bokermanni
é composto por uma Unica nota nao pulsionada. Possui canto curto (0,06 — 0,13 segundos) e
frequéncia dominante no segundo harménico (2756 — 3617 Hz). As popula¢fes com canto
de andncio com os maiores valores de frequéncia dominante sdo da localidade tipo da
espeécie, Paranguéd — PR (Figura 29). O ritmo de emissédo de canto é de 0,60 — 1,14 cantos por

segundos. O canto de anuncio de A. bokermanni ndo apresenta modulagéo de frequéncia.

Histéria Natural — Adenomera bokermanni ocorre em bordas de mata. O macho

vocaliza no folhigo exposto ou ndo, nas proximidades da toca construida para oviposi¢do. A
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atividade de vocalizagdo pode ocorrer durante todo o dia em épocas chuvosas, ou a partir do

entardecer até as primeiras horas da noite.

A camara subterranea com o ninho de espuma com 12 individuos foi encontrada no
chédo de uma area de mata, embaixo da serapilheira. A estrutura da camara era praticamente
esférica, com uma abertura circular de aproximadamente 20 mm de didmetro e estava
completamente coberta por folhas no chéo. Havia um macho (nao coletado) vocalizando bem

préximo a camara.

Distribuicao geografica — A distribuicdo de A. bokermanni, conforme apresentada
por Heyer (1973) apresenta grande sobreposi¢do com a de A. thomei (Fouquet et al., 2014).
Adenomera bokermanni possui distribuicdo muito menor do que previamente estipulado,
sendo restrita a uma area costeira do norte do estado de Santa Catarina até o estado do Parana

(Figura 4).

Comentéarios — Adenomera bokermanni ocorre em simpatria com A. nana, mas ndo
em sintopia. Enquanto A. bokermanni ocupa &reas de borda de mata, A. nana esta associada

ao interior na mata.
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Adenomera sp. n. “sambaqui”

(Figura 38)

Adenomera bokermanni — Heyer, 1973 (DZ 508, DZ 9638)
Adenomera sp. O — Fouquet, Cassini, Haddad, Pech, Rodrigues, 2014

Diagnose — Espécie caracterizada por: 1) extremidades distais dos artelhos nao
expandidas; 2) lateral do corpo com manchas marrom escuro; 3) canto de andncio ndo
pulsionado; 4) canto de anuncio sem modulacdo de frequéncia; 5) duracdo do canto de
anuncio 0,06 — 0,13 segundos; 6) frequéncia dominante do canto de aniincio 2756 — 3618 Hz;
7) trés transformacao nas posicdes 358, 475 e 499 do fragmento mitocondrial CO1 (T >C,
T >C, A >G respectivamente; Apéncidice 3); 8) sete transformacdes nas posicbes 277, 340,
361, 388, 475, 487, 589 do fragmento mitocondrial CytB (T >C, A >G, T >C, A>C, T

—->C, C >Te C > T respectivamente; Apéncide 3)

Descri¢do do macho baseada no espécime CFBH 22324 (Figura 38) — Cabeca mais
longa que larga, focinho arredondado em vista dorsal, acuminado em vista lateral; narinas
redondas, ndo protuberantes, localizadas lateralmente, mais proximas a ponta do focinho do
que do olho; canthus rostralis indistinto; regido loreal obliqua, céncava; anel timpanico
distinto; diametro do timpano cerca de 1/3 do diametro do olho; prega supratimpanica
desenvolvida, partindo da porcdo posterior do olho até a insercdo do brago; glandulas
parotoides pouco desenvolvidas; glandula pds-comissural presente, desenvolvida. Dorso
marmoreado predominantemente marrom escuro; presenca de uma faixa dorsolateral
evidente, creme, glandular, que se estende desde a regido anterior da palpebra até a porgéo

anterior da regido inguinal. Saco vocal subgular, ndo expandido lateralmente, de coloragéo
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predominantemente creme e cinza escuro lateralmente. Coanas grandes, ovais, muito
separadas entre si; duas fileiras de dentes vomerianos localizados posteriormente e
lateralmente as coanas. Lingua oval, bem desenvolvidos, longa, com a extremidade posterior
livre; dentes maxilares e pré-maxilares ndo visiveis. Regido abdominal homogeneamente
creme. Glandula ectopeitoral entumecida. Bragos curtos, finos; dedos finos e curtos, sem
franjas nem superficie serrada na parte interna dos dedos Il e 1V; comprimento dos dedos
Il > 11l =V < IV; pontas dos dedos ndo expandidas; calo nupcial ausente; tubérculos
subarticulares desenvolvidos, Unicos, redondos; tubérculo metacarpal externo redondo,
cobrindo metade da regido carpal; tubérculo metacarpal interno redondo, do mesmo tamanho
que o tubérculo metacarpal externo; tubérculos supranumerarios na regido palmar presentes,
em pouca quantidade e muito desenvolvidos. Pernas curtas com faixas transversais marrom
escuro dorsais e manchas marrom escuro em fundo creme ventralmente. Tibia pouco maior
que a coxa; tubérculos na tibia presentes em pouca quantidade. Extremidades distais dos
artelhos ndo expandidas; artelhos sem franjas ou fimbrias; tamanho dos artelhos | < 1l < I
=V < IV; prega tarsal ausente; tubérculos subarticulares presentes, pouco desenvolvidos,
redondos; tubérculo metatarsal externo desenvolvido, redondo; tubérculao metatarsal interno
menor, conico; tubérculo tarsal ausente; tubérculos supranumerarios na regido plantar

presentes.
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Figura 38. Adenomera sp. n. “sambaqui” (CFBH 22324), macho, do municipio de Ilha
Comprida, estado de Sao Paulo, Brasil. A — Vista dorsal; B — vista ventral; C —
vista lateral; D — vista lateral da cabeca; E — vista ventral da méo; F — vista ventral
do pe.

Comparacdo com outras espécies (Quadro 1) — Por apresentar canto de anuncio
ndo pulsionado, Adenomera sp. n. “sambaqui” de distingue de A. araucaria, A. coca, A.
cotuba, A. diptyx, A. heyeri, A. hylaedactyla, A. juikitam, A. martinezi, A. simonstuarti e A.
thomei (pulsinado nestas espécies); por apresentar a regido distal dos artelhos ndo expandida
A. sp. n. “sambaqui” se distingue de A. ajurauna, A. marmorata, A. nana, A. engelsi, A. lutzi,
A. heyeri, A. andreae e A. simonstuarti (extremidade distais dos artelhos II, 11l e IV

expandidas nestas espécies).

Adenomera sp. n. “sambaqui” se distingue de A. ajurauna, A. araucaria, A. engelsi,
A. nana e de A. cotuba por apresentar machos de maior tamanho corporal (19,4 mm — 26,5

mm em A. sp. n. “sambaqui”, 15,9 mm — 20,0 mm em A. ajurauna, 17,8 mm em A. araucaria,
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19,4 mm — 21,7 mm em A. engelsi, 17,3 mm — 18,7 mm em A. nana e 18,6 mm — 20,5 mm
em A. cotuba) e de A. lutzi e A. simonstuarti por apresentar machos de menor tamanho
corporal (19,4 mm — 26,5 mm em A. sp. n. “sambaqui”, 25,7 mm — 33,5 mm em A. lutzi e
25,9 mm —26,2 mm em A. simonstuarti); de A. lutzi distingue-se por ndo apresentar coloracéo
de manchas pretas num fundo amarelo, laranja ou vermelho na regido posterior da coxa
(presentes em A. lutzi) e por ndo apresentar tubérculos no antebrago (presente em A. lutzi);
de A. andreae por ndo apresentar faixas glandulares dorsais (presentes em A. andreae); de A.
simonstuarti distingui-se pela auséncia de uma faixa lateral preta no antebraco (presente em
A. simonstuarti); de A. martinezi e A. saci distingue-se pela auséncia de 4 a 6 fileiras de
longitudinais de marcas circulares pretas dispostas simetricamentre no dorso (presentes em
A. martinezi e A. saci) e de A. nana e A. araucaria distingue-se por apresentar manchas
marrom escuros na lateral do corpo (ausentes ou pequenos pontos marrons escuros em A,

nana e A. araucaria).

O canto de andncio de A. sp. n. “sambaqui” se diferencia do canto de anuncio de A.
martinezi, A. saci e A. simostuarti por apresentar a frequéncia dominante no segundo
harmonico (no primeiro harmoénico em A. martinezi, A. saci e A. simostuarti); de A. ajurauna,
A. araucaria, A. coca, A. engelsi, A. heyeri, A. juikitam, A. nana, A. marmorata e A. thomei
distingue-se por apresentar menores valores de frequéncia dominante (2928 — 3445 Hz em
A. sp. n. “sambaqui”, 4134 — 4996 Hz em A. ajurauna, 4478 — 5340 Hz em A. araucaria,
3449 — 3748 Hz em A. coca, 3617 — 4306 Hz em A. engelsi, 3570 — 3840 Hz em A. heyeri,
3780 — 4180 Hz em A. juikitam, 4651 — 5512 Hz em A. nana, 3445 — 5168 Hz em A.
marmorata e 3445 — 5562 Hz em A. thomei). Adenomera sp. n. “sambaqui”, juntamente com
A. bokermanni, A. engelsi, A. nana, A. martinezi e A. saci sdo as Unicas espécies do género

que ndo apresentam modulacdo de frequéncia no canto de andncio.
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Adenomera sp. n. “sambaqui” ¢ acuUstica e morfologicamente indistinta de A.
bokermanni. No entanto, evidéncias moleculares mostram que ambas as espécies formam
grupos monofiléticos e de historias evolutivas independentes (Fouquet et al., 2014; presente

estudo).

Padréo de coloracédo — Regido gular com melandforos espalhados uniformemente,
regido abdominal uniformemente creme ou com manchas marrom escuro concentradas
lateralmente. Regido ventral das coxas com manchas marrom escuro esparsas. A lateral do
corpo apresenta manchas marrom escuros irregulares. O dorso do corpo apresenta manchas
marmoreadas dispersas irregularmente, ndo formando um padrdo claro. Duas listras
dorsolaterais marrom escuros e/ou duas faixas dorsolaterais mais externas de cor creme, que
se estendem da regido anterior da palpebra até a regido inguinal, podem estar presentes em
alguns individuos. Da regido posterior do olho parte uma faixa marrom escuro que contorna
0 timpano e se estende até a juncdo do braco com o tronco. Antebraco apresenta faixas
transversais ou manchas irregulares marrom escuras e a mao apresenta coloracdo dorsal

marmoreada, sem padrdo evidente.

Variacdo morfoldgica — A mancha interorbital pode estar presente ou nao; quando
presente forma um tridngulo invertido ou uma barra e pode apresentar em seu interior uma
ou duas manchas pequenas mais claras (lembrando o padrdo em mascara diagnostico de A.
thomei) ou ser uniformemente marrom escuro bem marcado ou nao (Figura 30). Dentro de
uma mesma populacdo, podemos encontrar individuos com padrdo de coloracdo dorsal
marmoreado ou com listras longitudianais; com o formato do focinho subovadide, subeliptico

ou arredondado; com a regido loreal, vertical ou obliqua.

Girino — Desconhecido.
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Vocalizagdo — Foram analisados sete individuos de duas localidades (Iguape — SP e
Miracatu — SP), totalizando 140 cantos. O canto de anuncio de A. sp. n. “sambaqui” é
composto por uma Unica nota, ndo pulsionada. Possui canto curto (0,05 — 0,20 segundos) e

frequéncia dominante no segundo harmonico (2928 — 3445 Hz).

Historia Natural — Adenomera sp. n. “sambaqui” ocorre em areas abertas ou
antropizadas (e.g., plantacdes, currais). O macho vocaliza menos exposto a luz do dia e mais
exposto a noite. A atividade de vocalizacdo foi observada durante o entardecer até as

primeiras horas da noite.

Distribuicao geografica — A distribui¢do conhecida de A. sp. n. “sambaqui” ¢ restrita
ao sul do estado de S&o Paulo, sendo conhecida para os municipios de lguape, Miracatu,

Itanhanhém, Ilhas do Cardoso, de Cananéia e Comprida.

Comentérios — O paratipo de A. bokermanni MZUSP 508 (com acrénimo DV em
Heyer, 1973), proveniente do municipio de Iguape, apresenta tamanho corporal congruente
com espécimes analisados de A. bokermanni e A. sp. n. “sambaqui” e perdeu completamente
todo o seu padréo de coloracdo (Figura 35). Adenomera bokermanni, A. engelsi, A. nana, A.
sp. N sdo distinguiveis entre si e € improvavel que representem uma Unica espécie de grande
variacdo morfoldgica e acustica. Mesmo ndo apresentando nenhuma diferenca morfoldgica
e alstica entre si e com distribuicbes geograficas proximas, A. bokermanni e A. sp. n.
“sambaqui” nao foram recuperados como grupos irmaos na nossa analise e, portanto,
representam, cada um, o menor individuo histérico o qual apresenta padrdes de parentesco

de ancestralidade e descendentes (Kluge, 1990; Grant, 2002).

ivei i afi : i e A sp. n. “sambaqui”
Uma das possiveis barreiras geogréaficas entre A. bokermanni e A. sp. n. “sambaq

é o lineamento de Guapiara, que é conhecido por coincidir com quebras filogenéticas em
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alguns grupos de vertebrados (Thomé et al., 2010). O lineamento de Guapiara apresenta 25
km de largura e 673,5 km de comprimento. Dentre suas principais expressoes
geomorfoldgicas incluem anomalias no curso do rio Ribeira de Iguape e seus afluentes (Saadi
et al., 2002). Seu maior periodo de atividade foi durante 0 Mesozdico (Melo et al., 1990) e
sua movimentacao mais recente foi durante o Pleistoceno (<1.6 Ma) e deve ter continuado
até o Holoceno (< 0,01Ma; Saadi et al., 2002). No entanto, a datagdo obtida para a
cladogénese dos ramos que dividem A. sp. n. “sambaqui” (como A. sp. O) e as demais
espécies do clado Marmorata Sul é mais antiga do que aquelas movimentagdes, entre o

Mioceno e Plioceno (aproximadamente entre 7 e 2 milhdes de anos; Fouquet et al., 2014).
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Adenomera sp. n. “catarinense”

(Figura 39)

Adenomera cf. araucaria — Kwet 2007

Adenomera araucaria — Conte, 2010

Adenomera sp. R — Fouquet, Cassini, Haddad, Pech, Rodrigues, 2014

Diagnose — Espécie caracterizada por: 1) canto de anincio com pulsos apenas na sua
porcéo final; 2) extremidade distal dos artelhos expandidos; 3) lateral do corpo com manchas
marrom escuro; 4) canto de andncio com modulacdo de frequéncia do canto de andncio
ascendente; 5) duracdo do canto de andncio 0,06 — 0,12 segundos; 6) frequéncia dominante

do canto de anuncio 4823 — 5685 Hz.

Descricdo do macho baseada no espécime UFMG 7080 (Figura 39) — Cabeca mais
longa que larga, focinho arredondado em vista dorsal, acuminado em vista lateral; narinas
redondas, ndo protuberantes, localizadas lateralmente, mais proximas a ponta do focinho do
que do olho; canthus rostralis indistinto; regido loreal obliqua, reta; anel timpanico distinto;
didametro do timpano cerca de 2/3 do diametro do olho; prega supratimpanica desenvolvida,
partindo da porcdo posterior do olho até a inser¢do do braco; glandulas parotdides pouco
desenvolvidas; glandula p6s-comissural presente bem desenvolvida. Dorso marmoreado de
manchas marrom sobre fundo cinza; faixa dorsolateral ausente. Saco vocal subgular,
expandido lateralmente, com melandforos espalhados uniformemente sobre fundo creme.
Coanas grandes, ovais, muito separadas entre si; duas fileiras de dentes vomerianos

localizados posterior e lateralmente as coanas. Lingua oval, bem desenvolvida, longa, com
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extremidade posterior livre. Dentes maxilares e pré-maxilares ndo visiveis. Regido
abdominal homogeneamente creme. Glandula ectopeitoral pouco entumecida. Bragos curtos,
finos; dedos finos e curtos, sem franjas nem superficie serrada na parte interna dos dedos 11
e IV; comprimento dos dedos 11 = 111 =V < IV; pontas dos dedos ndo expandidas; calo nupcial
ausente; tubérculos subarticulares desenvolvidos, Unicos, redondos e elipticos; tubérculo
metacarpal externo redondo, cobrindo metade da regido carpal; tubérculo metacarpal interno,
eliptico, menor do que o tubérculo metacarpal externo; tubérculos supranumerarios da regido
palmar presentes, em pouca quantidade, muito desenvolvidos. Pernas curtas, dorsalmente
com faixas transversais marrons e uniformemente creme ventralmente. Tibia pouco maior
que a coxa; tubérculos na tibia presentes em pouca quantidade. Extremidades distais dos
artelhos 11, 111, 1V e V expandidas; artelhos sem franjas ou fimbrias; tamanho dos artelhos |
< Il < Il =V < 1V; prega tarsal ausente; tubérculos subarticulares presentes, pouco
desenvolvidos, redondos; tubérculo metatarsal externo, desenvolvido, eliptico; tubérculao
metatarsal interno menor, conico; tubérculo tarsal ausente; tubérculos supranumerarios na

regido plantar presentes.

Comparacdo com outras espécies (Quadro 1) — Por apresentar canto de anuncio
com pulsos na porcéo final do canto, Adenomera sp. n. “catarinense” se distingue de todas
as demais espécies de Adenomera (canto ndo pulsionado ou com pulsos uniformemente
distribuidos no canto nas demais espécies) e por apresentar a regido distal dos artelhos
expandida A. sp. n. “catarinense” se distingue de A. sp. n. “sambaqui”, A. araucaria, A.
bokermanni, A. engelsi, A. nana, A. thomei, A. cotuba, A. juikitam, A. hylaedactyla, A.
martinezi e A. saci (extremidade distal dos artelhos II, 11l e IV ndo expandidas nestas
espécies). Adenomera sp. n. “catarinense” se distingue de A. sp. n. “sambaqui”, A.

bokermanni, A. engelsi, A. thomei, A. lutzi e de A. simonstuarti por apresentar machos com
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menor tamanho corporal (18,68 — 19,03 mm em A. sp. n. “catarinense”, 19,4 — 26,5 em A. sp.
n. “sambaqui”, 22,1 — 23,6 mm em A. bokermanni, 19,4 — 21,7 em A. engelsi, 20,6 — 24,6

mm em A. thomeli, 25,7 — 33,5 em A. lutzi e 25,9 — 26,2 em A. simonstuarti).

Figura 39. Adenomera sp. n. “catarinense” (UFMG 7080), macho, do municipio de

Florianopolis, estado de Santa Catarina, Brasil. A — vista dorsal; B — vista ventral,
C - vista lateral; D — vista lateral da cabeca; E — vista ventral da méo; F — vista

ventral do pé.

Adenomera sp. n. “catarinense” se distingue de A. lutzi por ndo apresentar coloracéo
de manchas pretas num fundo amarelo, laranja ou vermelho na regido posterior da coxa
(presente em A. lutzi) e por ndo apresentar tubérculos no antebrago (presentes em A. lutzi);
de A. hylaedactyla por ndo apresentar faixas glandulares dorsais (presentes em A.
hylaedactyla); de A. simonstuarti distingue-se pela auséncia de uma faixa lateral preta no

antebraco (presente em A. simonstuarti); de A. martinezi e A. saci distingue-se pela auséncia
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de 4 a 6 fileiras de longitudinais de marcas circulares pretas, dispostas simetricamentre no
dorso (presentes em A. martinezi e A. saci) e de A. araucaria e A. sp. n. “canto curto”
distingue-se por apresentar manchas marrom escuras na lateral do corpo (ausentes em A.

araucaria e A. sp. n. “canto curto”).

Além da presenca de pulsos ndo uniformemente distribuidos na nota, o canto de
anuncio de A. sp. n. “catarinense” distingue-se do de A. ajurauna, A. heyeri e A. juikitam por
ser mais curto (0,05 — 0,12 segundos em A. sp. n. “catarinese”, 0,13 — 0,32 segundos em A.
ajurauna, 0,14 — 0,19 segundos em A. heyeri, 0,15 — 0,20 segundos em A. juikitam); de A.
martinezi, A. saci e A. simonstuarti distingue-se por apresentar a frequéncia dominante no
segundo harménico (frequéncia dominante igual a frequéncia fundamental nestas espécies);
de A. sp. n. “sambaqui”, A. bokermanni, A. engelsi, A. coca, A. cotuba, A. diptyx, A. juikitam,
A. heyeri, A. hylaedactyla e A. lutzi distingue-se por apresentar maior valor de frequéncia
dominante (4823 — 5685 Hz em A. sp. n. “catarinense”, 2928 — 3445 Hz em A. sp. n.
“sambaqui”, 2756 - 3617 Hz em A. bokermanni, 3617 — 4306 Hz em A. engelsi, 3449 — 3748
Hz em A. coca, 3500 — 3800 Hz em A. cotuba, 4200 — 4500 Hz em A. diptyx, 3780 — 4180
Hz em A. juikitam, 3570 — 3840 Hz em A. heyeri, 3400 — 4358 Hz em A. hylaedactyla; e 3273
— 3620 Hz em A. lutzi); e de A. bokermanni, A. sp. n. “sambaqui”, A. engelsi, A. nana, A.
martinezi e A. saci distingue-se por apresentar canto de anincio com modulacdo de

frequéncia ascendente (modulacao de frequéncia ausente nestas espécies).

Padréo de coloracéo — Pernas com faixas marrom escuro transversais; interior da
coxa com pequenos pontos e/ou manchas marrom escuro sob fundo creme. Ventre
predominantemente creme, regido gular com pontos pretos espalhados uniformemente,

regido abdominal com pequenos pontos marrom escuro concentrados lateralmente e regido
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ventral das coxas com pequenos pontos esparsos marrom escuro. A lateral do corpo apresenta
pequenos pontos e poucas manchas difusas marrom escuro. O dorso do corpo apresenta
manchas marmoreadas dispersas irregularmente, ndo formando um padrdo nitido. Da regido
posterior do olho parte uma faixa marrom escuro que contorna o timpano e se estende até a
juncdo do bragco com o tronco. Antebraco apresenta faixas transversais ou manchas
irregulares marrom escuro e a médo apresenta coloragdo dorsal marmoreada, sem padréo

evidente.

Variacdo morfologica — Dentro de uma mesma populacdo, podemos encontrar

individuos com o formato do focinho subovoide ou arredondado em vista dorsal.

Girino — Desconhecido.

Vocalizacdo — Foram analisados seis individuos de uma localidade (Floriandpolis —
SC), totalizando 111 cantos. O canto de anincio de A. sp. n. “catarinense” é composto por
uma Unica nota ndo pulsionada na primeiro metade e pulsionada na metade final. Possui canto
curto (0,05 - 0,12 segundos), frequéncia dominante no segundo harmonico (4823 — 5685 Hz)

e modulagéo de frequéncia ascendente (Figuras 10 e 22).

Historia Natural — Adenomera sp. n. “catarinense” ocorre em areas abertas de
restinga e bordas de mata. O macho vocaliza exposto ou ndo. A atividade de vocalizacdo foi

observada durante o entardecer até as primeiras horas da noite.

Distribuicdo geografica — A distribuigdo conhecida de A. sp. n. “catarinense” ¢é
restrita ao leste do estado de Santa Catarina, sendo conhecida para 0s municipios de

Bombinhas, Floriandpolis e Sdo Bonifacio (Figura 4).
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Comentéarios — Apesar da pequena amostragem de A. sp. n. “catarinense”, suas
carcateristicas bioacusticas (canto com pulsos presentes na porcdo final do canto) e
morfolégicas (extremidade dos artelhos expandidos) a distingue prontamente de seu grupo
irm&o A. araucaria, uma vez que essas caracteristicas ndo mostraram variacdo intraespecifica
dentro do género Adenomera. Diferencas entre o canto de anuincio de A. sp. n. “catarinense”
de Floriandpolis e o canto de anuncio de A. araucaria ja haviam sido reportadas por Kwet
(2006; 2007), que atribuiu A. sp. n. “catarinense” como Adenomera cf. araucaria. N&o
obstante, Conte et. al. (2010) analisou a bioacustica de espécimes da ilha de Floriandpolis —

SC e atribuiu a espécie a A. araucaria.
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Adenomera sp. n. “canto curto”

(Figura 40)

Adenomera sp. S — Fouquet, Cassini, Haddad, Pech, Rodrigues, 2014

Diagnose — Espécie caracterizada por: 1) extremidade distal dos artelhos I, I1l e IV
expandidas; 2) lateral do corpo sem manchas marrom escuro; 3) canto de andncio nédo
pulsionado; 4) canto de anuncio com modulacdo de frequéncia ascendente; 5) duracdo do
canto de anuncio 0,01 — 0,10 segundos; 6) frequéncia dominante do canto de anincio 4996 —

6000 Hz.

Descri¢do do macho baseado no espécime CFBH 35845 (Figura 40) — Cabeca mais
longa que larga, focinho subeliptico em vista dorsal, acuminado em vista lateral; narinas
redondas, ndo protuberantes, localizadas lateralmente, mais proximas a ponta do focinho do
que do olho; canthus rostralis indistinto; regido loreal obliqua, reta; anel timpanico distinto;
diametro do timpano cerca de 1/3 do diametro do olho; prega supratimpanica desenvolvida,
partindo da porcdo posterior do olho até o canto da boca; glandulas parotdides pouco
desenvolvidas; glandula pos-comissural presente bem desenvolvida. Dorso marmoreado de
manchas marrons sobre fundo cinza; faixa dorsolateral ausente. Saco vocal subgular, ndo
expandido lateralmente, com melanéforos mais concentrados lateralmente; colaracdo gular
de fundo creme. Coanas grandes, ovais, muito separadas entre si; duas fileiras de dentes
vomerianos localizados posteriormente e lateralmente as coanas. Lingua oval, bem
desenvolvida, longa, com a extremidade posterior livre. Dentes maxilares e pré-maxilares
ndo visiveis. Glandula ectopeitoral entumecida. Regido abdominal homogeneamente creme.

Bracos curtos e finos; dedos finos e curtos, sem franjas nem superficie serrada na parte
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interna dos dedos Il e IV; comprimento dos dedos Il = 1l <V < IV; pontas dos dedos ndo
expandidas; calo nupcial ausente; tubérculos subarticulares desenvolvidos, Unicos, elipticos;
tubérculo metacarpal externo redondo, cobrindo metade da regido carpal; tubérculo
metacarpal interno, eliptico, menor do que o tubérculo metacarpal externo; tubérculos
supranumerarios da regido palmar presentes em pouca quantidade e pouco desenvolvidos.
Pernas curtas, dorsalmente com faixas transversais marrom e ventralmente com pequenos
pontos cinza formando manchas sobre fundo creme. Tibia do mesmo tamanho que a coxa;
tubérculos na tibia ausentes. Extremidade distal dos artelhos I, 111 e V expandidas (I e V ndo
expandidas), sem franjas ou fimbrias; tamanho dos artelhos | < 1l < Il =V < IV, prega tarsal
presente; tubérculos subarticulares presentes, pouco desenvolvidos, redondos; tubérculo
metatarsal interno desenvolvido, eliptico; tubérculao metatarsal externo menor, conico;

tubérculo tarsal ausente; tubérculos supranumerarios na regido plantar presentes.

ST

Figura 40. Adenomera sp. n. “canto curto” (CFBH 35845), macho, municipio de
Florianopolis, estado de Santa Catarina, Brasil. A — Vista dorsal; B — vista
ventral; C — vista lateral; D — vista lateral da cabeca; E — vista ventral da méo; F
— vista ventral do pé.
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Comparacdo com outras espécies (Quadro 1) — Por apresentar canto de anuncio
ndo pulsionado, Adenomera sp. n. “canto curto” de distingue de A. sp. n. “sambaqui”, A.
araucaria, A. coca, A. cotuba, A. diptyx, A. heyeri, A. hylaedactyla, A. juikitam, A. martinezi,
A. simonstuarti e A. thomei (canto de andncio pulsinado nestas espécies) e por apresentar a
regido distal dos artelhos Il, 11l e 1V expandida A. sp. n. “canto curto” se distingue de A.
araucaria, A. bokermanni, A. engelsi, A. nana, A. thomei, A. cotuba, A. juikitam, A.
hylaedactyla, A. martinezi e A. saci (extremidade distal dos artelhos ndo expandidas nestas
espécies). Adenomera sp. n. “canto curto” se distingue de A. sp. n. “sambaqui”, A.
bokermanni, A. engelsi, A. thomei, A. lutzi, A, andreae e de A. simonstuarti por apresentar
machos com menor tamanho corporal (16,4 — 19,38 mm em A. sp. n. “canto curto”, 19,4 —
26,5 em A. sp. n. “sambaqui”, 22,1 — 23,6 mm em A. bokermanni, 19,4 — 21,7 em A. engelsi,
20,6 — 24,6 mm em A. thomei, 25,7 — 33,5 em A. lutzi, 19,83 — 20,90 mm em A. andreae e

25,9 — 26,2 em A. simonstuarti).

Adenomera sp. n. “canto curto” se distingue de A. lutzi por ndo apresentar coloracao
de manchas pretas num fundo amarelo, laranja ou vermelho na regido posterior da coxa
(presentes em A. lutzi) e por ndo apresentar tubérculos no antebraco (presentes em A. lutzi);
de A. andreae por ndo apresentar faixas glandulares dorsais (presentes em A. andreae); de A.
simonstuarti pela auséncia de uma faixa lateral preta no antebragco (presentes em A.
simonstuarti); de A. martinezi e A. saci pela auséncia de 4 a 6 fileiras de longitudinais de
marcas circulares pretas dispostas simetricamentre no dorso (presente em A. martinezi e A.
saci), de A. thomei, A. marmorata, A. ajurauna, A. sp. n. “catarinense”, A. araucaria, A.
engelsi, A. nana e A bokermanni por apresentar a regido posterior da coxa com manchas

marrom escuro concentradas na regido dital da coxa (uniformemente distribuidas mestas
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espécies) e de A. andreae, A. engelsi, A. marmorata e A. sp. n. “catarinese” por ndo apresentar
manchas marrom escuro, apenas pequenos pontos marrons na lateral do corpo (manchas

marrom escuro e pequenos pontos marrons presentes na lateral do corpo nestas espécies).

O canto de andncio de A. sp. n, “canto curto” difere do de de A. ajurauna, A. thomei,
A. coca, A. heyeri e A. juikitam por ser mais curto (0,01 — 0,10 segundos em A. sp. n “canto
curto”, 0,13 — 0,32 segundos em A. ajurauna, 0,11 — 0,33 segundos em A. thomei, 0,11 - 0,14
segundos em A. coca, 0,14 — 0,19 segundos em A. heyeri, 0,15 — 0,20 segundos em A.
juikitam); de A. martinezi, A. saci e A. simonstuarti por apresentar a frequéncia dominante
no segundo harmonico (frequéncia dominante igual a frequéncia fundamental nestas
espécies); e de A. sp. n. “sambaqui”, A. bokermanni, A. engelsi, A. coca, A. cotuba, A. diptyx,
A. juikitam, A. heyeri, A. hylaedactyla e A. lutzi por apresentar maior valor de frequéncia
dominante (4996 — 6000 Hz em A. sp. n. “canto curto”, 2928 — 3445 Hz em A. sp. n.
“sambaqui”, 2756 — 3617 Hz em A. bokermanni, 3617 — 4306 Hz em A. engelsi, 3449 — 3748
Hz em A. coca, 3500 — 3800 Hz em A. cotuba, 4200 — 4500 Hz em A. diptyx, 3780 — 4180
Hz em A. juikitam, 3570 — 3840 Hz em A. heyeri, 3400 — 4358 Hz em A. hylaedactyla; e 3273

— 3620 Hz em A. lutzi).

Padrdo de coloracdo — Pernas com faixas marrom escuro transversais, regido
posterior da coxa com manchas irregulares marrom escuro mais concentradas na porgao
distal. Ventre creme, regido gular com pequenos pontos pretos concentrados lateralmente. A
lateral do corpo apresenta pequenas manchas marrom escuro dispersas, ndo formando
manchas maiores. O dorso do corpo apresenta manchas marmoreadas dispersas
irregularmente, ndo formando um padrdo nitido. Podem estar presentes duas listras

dorsolaterais marrom escuro e/ou duas faixas dorsolaterais mais externas de cor creme se
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estendendo da regido posterior do olho até a regido inguinal. Na regido dorsal da cabeca ha
uma faixa ou um triangulo invertido homogeneamente marrom escuro, estando mais ou
menos evidente se o individuo apresenta coloracdo geral do corpo cinza claro ou cinza escuro
respectivamente. Da regido posterior do olho parte uma faixa marrom escuro que contorna o
timpano e se estende até a juncdo do braco com o tronco. Antebraco apresenta faixas
transversais ou manchas irregulares marrom escuro e a mao apresenta coloragédo dorsal

marmoreada, sem padréo evidente.

Variacdo morfologica — Fémeas ligeiramente maiores que 0os machos (fémeas com
CRC = 18,76 — 21,73 mm, n = 15 individuos; machos com CRC = 16,43 — 19,38 mm, 16
individuos). Dentro de uma mesma populacéo, podemos encontrar individuos com o formato
do focinho subovoide ou arredondado em vista dorsal; com a regido loreal obliqua reta ou

cbncava.

Girino — Desconhecido.

Vocalizagdo — Foram analisados oito individuos de trés localidades (Guaratuba — PR,
Iguape — SP, Miracatu - SP), totalizando 210 cantos. O canto de andncio de A. sp. n. “canto
curto” € composto por uma unica nota, ndo pulsionada. Possui canto curto (0,01 — 0,10
segundos), frequéncia dominante no segundo harménico (4995 — 6000 Hz). A populagéo de
Guaratuba — PR apresentou cantos mais longos (entre 80 e 100 ms) que individuos das
populacdes de Iguape — SP e Miracatu — SP (entre 10 e 60 ms conjuntamente). Entretanto, as
frequéncias dominantes dos cantos das trés populacfes ndo diferem entre si (Figura 14). A
modulacéo de frequéncia do canto de andncio € ausente, ou quando presente é ascendente

(Figura 13).
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Historia Natural — Adenomera sp. n. “canto curto” foi encontrada em areas abertas
(bordas de mata ou em areas antropizadas), na serrapilheira. O macho vocaliza exposto ou
ndo. A atividade de vocalizacao foi observada durante o entardecer até as primeiras horas da

noite.

Distribuicdo geografica —Adenomera sp. n. “canto curto” esta distribuida no sul do
estado de Sao Paulo, nos municipios de Ribeirdo Branco, Miracatu, Iguape e no municipio

de Guaratuba, estado do Parana (Figura 4).

Comentéarios — Adenomera sp. n. “canto curto” apresenta carcateristicas acustica
(duracdo do canto mais curto) e morfoldgicas (lateral do corpo sem manchas maiores
marrom) que a distinguem prontamente de seu grupo irmdo A. ajurauna. Diferencas entre o
canto de A. sp. n. “canto curto” de Guaratuba, estado do Parana, e o canto de A. araucaria,
A. nana e A. engelsi ja haviam sido reportadas por Kwet (2006; 2007) o que levou este autor
a identificar esta espécie como Adenomera sp. 111 (Kwet, 2006). Conte et al. (2010) analisou
a bioacustica de populagdes proximas de Guaratuba, estado do Parana (Tijucas do Sul e Séo
José dos Pinhais) e atribuiu-as a A. nana. De fato, a morfologia externa e o canto de A. sp. n
“canto curto” € semelhante a de A. nana. No entanto, A. sp. n. “canto curto” se distingue pelo
menor comprimento rostro-cloacal em comparacdo com A. nana (Figura 10). Esta
caracteristica somada ao fato de que estas espécies ndo apresentam relacionamento
filogenético préximo entre si, pois A. sp. n. “canto curto” pertence ao clado A. marmorata
Norte e A. nana pertence ao clado A. marmorata Sul (Figura 1), faz com que estas duas
espécies sejam reconhecidas como entidades Gnicas na histéria evolutiva do género

Adenomera.
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DISCUSSAO

TOPOLOGIA

O relacionamento entre os terminais do outgroup s&o congruentes com os resultados
encontrados em outros trabalhos (Fouquet et al., 2013, 2014), exceto pelo posicionamento
filogenético de Pseudopaludicola falcipes. Ndo recuperamos Leiuperinae como um grupo
monofilético. No entanto, Faivovich et al. (2012) também n&o recuperaram Leiuperinae
como um grupo monofilético com respeito a P. falcipes em sua analise filogenética focando
0 género Pleurodema. Os relacionamentos de Leptodactylidae séo instaveis (Frost et al.,
2006; Pyron e Wiens, 2011) e, como ndo era objetivo do presente trabalho o teste da

monofilia de Leiuperinae, este resultado deve ser tratado com cautela.

As topologias das arvores obtidas nas analises de Fouquet et al. (2014) divergem entre
si no que diz respeito ao clado Mata Atlantica; pois o posicionamento filogenético dos clados
Thomei, A. araucaria + A. sp. R e A. Ajurauna + A. sp. S mudam de acordo com a analise
empregada. De maneira geral nossa analise se assemelha a topologia encontrada na analise
bayesiana com dataset concatenado de 320 terminais de Fouquet et al. (2014), mas o
posicionamento do clado Thomei €é distinto. Enquanto Fouquet et al. (2014) recuperam o
clado Thomei como irmao dos do clado Hylaedactyla + Martinezi, apesar do baixo valor de
probabilidade posterior (0,60), n6s recuperamos o clado Thomei como irmdo do clado

Marmorata com valor razoavel de suporte Jackniffe (90) na analise de parcimonia.

Nosso resultado € corroborado por dados citogenéticos encontrado por Campos et al.
(2009). Neste trabalho os autores mostram que o0 cromossomo metacéntrico par 1 de longos
bragos, caracteristicos de “A. cf. marmorata” (= A. marmorata) e “A. aff. bokermanni (= A.

thomei), esta ausente em A. hylaedactyla. Nesta Gltima, dois pares a mais de cromossomos
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telocéntricos sdo observados. Provavelmente estes cromossomos (pares 5 e 6) séo homologos
aos bragos do cromossomo par 1 de A. marmorata e A. thomei, uma vez que seus tamanhos
correspondem, respectivamente, ao brago longos e curtos do cromossomo 1 destas espécies
(Campos et al., 2009). A ocorréncia de populacdes de A. hyaledactyla nos estados de Alagoas
e Pernambuco faz com que as espécies do género Adenomera da Mata Atlantica ndo sejam
recuperadas num Unico clado. Contudo, se considerarmos as espécies que apresentam toda a
sua distribuicdo na Mata Atlantica, esse grupo passa a ser monofilético, j& que a maior parte

da distribuicdo de A. hylaedactyla se d& no Cerrado e Amazonia.

DELIMITAGCAO ESPECIFICA EM ADENOMERA NOS CLADOS THOMEI E MARMORATA

Devido ao fato do género Adenomera apresentar “uma taxonomia cadtica”
(Duellman, 2005), muitos trabalhos sobre delimitacéo especifica e diversidade envolvendo
bioacuUstica e morfologia do género chegaram a resultados ndo conclusivos devido as
limitacbes na amostragem para comparacao (e.g., Kwet, 2007; Angulo e Reichle, 2008).
Neste sentido, o trabalho de Fouquet et al. (2014) foi importante para que entendéssemos de
uma forma mais abrangente os grandes padrdes de diversidade do género. Contudo, neste
trabalho a proposta de cada espécie candidata confirmada foi embasada, em sua maioria, a
partir de dados indiretos ou com baixa amostragem de individuos para conferéncia de dados

morfolégicos e acusticos.

Heyer (1973) descreveu padres de tamanho corporal, coloracdo dorsal e ventral,
textura dorsal e expansdo das extremidades dos artelhos, observados no género Adenomera.
Destes, 0 autor encontrou que o tamanho corporal e padrdes de coloracdo dorsal variavam

igualmente intrapopulacionamente e entre as espécies de Adenomera analisadas, o que foi
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encontrado também por nés. Com uma amostragem maior de dados moleculares dos clados
Thomei e Marmorta, encontramos a mesma diversidade encontrada previamente por Fouquet
et al. (2014). No entanto, com uma amostragem de morfologia e bioacustica a partir de dados
diretos utilizados na andlise filogenética, mostramos que a delimitacdo especifica dentro do

clado Marmorata requer cautela.

O género Adenomera € morfologicamente mais conservativo do que podemos
estabelecer a partir de dados acusticos ou moleculares. As diferencas entre a maioria das
espécies sdo muito sutis e 0 grau de variacdo intrapopulacional é alto. Isto faz com que a
analise morfoldgica no género seja uma tarefa dificil. Ndo obstante, algumas caracteristicas
apresentadas por Heyer (1973) parecem ndo apresentar variacdo intrapopulacional, como
expansdo das extremidades dos artelhos. Concordamos com esse autor e, alem disso,
verificamos que o padrao de colorido da regido lateral do corpo também parece ser constante

dentro de cada espécie do clado Mata Atlantica.

Anaélises genéticas utilizando o DNA barcoding, conduzidas com um conhecimento
solido de sistemética e taxonomia, sdo uma 6tima ferramenta que pode revelar rapidamente
espécies cripticas e refinar o conhecimento da distribuicao das espécies (Rocha et al., 2007;
Crawford et al., 2012). No entanto, quando todo arcabougo taxondmico esta ausente, alguns
autores sugeriram o uso de valores limiares de divergéncia nos fragmentos mitocondriais
COl e 16S que aparentavam estar associados ao status especificos dos clados (Crawford et
al., 2012). Vences et al. (2005a), argumentando contra um valor de divergéncia genética
universal de corte para delimitacdo especifica, trabalharam com sequéncias do fragmento
16S de anfibios e encontram que linhagens heteroespecificas podem apresentar divergéncias

pequenas entre si (como 2%), assim como populagdes coespecificas podem apresentar alta
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divergéncia no mesmo fragmento (como 6%). Entretanto, como uma primeira aproximacao,
foram sugeridos os valores de divergéncia de 5% no 16S e 10% no COIl como limiares de
corte para proposicdo de espécies candidatas em potencial (Vences et al., 2005b).
Subsequentemente, outro valor de corte mais baixo (3% de divergéncia no 16S) foi sugerido
por Fouquet et al. (2007). Embora amplamente utilizado no universo dos estudos
taxondmicos com anfibios (e.g., Fouquet et al., 2012; Funk et al., 2012), h&4 demonstracoes
adicionais da inadequacédo do critério de um valor limiar de corte baseados em fragmentos
de DNA para proposta de delimitagdo especifica em anuros. Por um lado, espécies
morfologicamente distintas podem apresentar valores de divergéncia baixissimos—e.g.,
Dendropsophus manonegra Orrico & Rivera-Correa, 2012—enquanto outras espécies
apresentam divergéncias populacionais muito maiores do que os valores estabelecidos como
universais (ver Padial et al., 2009). Especificamente para Adenomera, Fouquet et al. (2014)
utilizaram a abordagem de estabelecer um primeiro valor de corte interespecifico como sendo
o menor valor da distancia p corrigida encontrado entre espécies reconhecidamente distintas
(7,6% de divergéncia entre A. nana e A. engelsi). Clados que apresentaram valores de
divergéncia maior do que 7,6% foram considerados como espécies candidatas ndo
confirmada e, caso estas espécies candidatas apresentassem alguma outra evidéncia
fenotipica distinguindo-as, baseado em descri¢des de espécies na literatura ou, em poucos
casos, baseados em informagdes morfolégicas e aclsticas do material testemunho
sequenciado, estas foram consideradas como espécies candidatas confirmadas. Apesar desta
ter sido uma boa aproximacdo como uma primeira abordagem da diversidade do género e
como sugestdo para investigacdo das espécies cripticas apontadas por Fouquet et al. (2014),
a tentativa de utilizar esses valores limiares de corte como critério para delimitacdo de

especies se mostrou inutil no nosso trabalho. Isso porque a concordancia entre os valores
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limiares propostos e a delimitagdo baseada na congruéncia com dados fenotipicos foi baixa,

guando aumentamos a amostragem de dados diretos.

Como apresentado por Vences et al. (2005a), também encontramos algumas espécies
candidatas com alta divergéncia genética em fragmentos de genes mitocondriais do 16S
(6,4%) e COI (10%) que ndo puderam ser distinguidas entre si com base fenotipica (e.g., A.
thomei vs A. sp. L, ver Tabela 2) e espécies candidatas com baixa divergéncia genética nos
mesmos fragmentos (2,5% e 8,8% para 16s e COI respectivamente) que sdo prontamente
reconhecidas por dados fenotipicos (e.g., A. nana vs A. bokermanni, ver Tabela 2). E bastante
claro que o uso de um valor limiar de divergéncia genética é pouco fundamentado na préatica
e pelos resultados empiricos de estudos que tentaram integrar essa informacéo a outras fontes

de evidéncia
CLADO THOMEI

O padrdo de desenhos na regido interorbital de A. thomei, apontado por Almeida e
Angulo (2002) como diagnostico para a espécie, também foi encontrado em outras
populacbes de outras espécies do clado Marmorata (e.g., A. bokermanni, A. sp. O e A.
engelsi). Almeida e Angulo (2002), ao descreverem A. thomei, identificam o material de
IIhéus — BA (presumivelmente A. sp. L) e de Governador Linderberg — BA (presumivelmente
A. sp. M), como A. cf. thomei. Apesar da divergéncia genética encontrada entres as espéecies
A. thomei, A. sp. L e A. sp. M, ndo foi possivel distingui-las acusticamente. Dois individuos
analisados de A. sp. M apresentaram CRC maior do que A. sp. L e A. thomei. Alguns dados
fenotipicos devem ser tratados com muita cautela quanto a amostragem é baixa, e a
importancia da diferenca observada deve ser avaliada (Vanzolini, 1993). Tendo observado

como o tamanho corporal pode variar dentro de cada espécie do clado Mata Atléantica, ndo
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consideramos prudente afirmar a partir desta Unica evidéncia e com tamanho amostral

pequeno, que A. sp. M constitui uma espécie distinta de A. thomei e A. sp. L.

Fouquet et al. (2014) compararam dados acusticos de A. thomei apresentados por
Almeida e Angulo (2002) com dados diretos das populacdes de A. sp. L e A. sp. M que
suportaram a hipOtese destas constituirem espécies distintas. Com uma amostragem
aumentada ao longo da distribuicdo geografica de A. thomei, esta diferenca se dilui e deixa
de ser diagnostica. Ainda assim, mesmo com o aumento da amostragem de dados acusticos
de A. thomei ao longo da sua distribuicdo geografica, sdo intrigantes as diferencas nas
frequéncias dominantes entre a populacédo de Linhares — ES e todas as demais populacGes de
A. thomei (Figura 7). Almeida e Angulo (2002) realizaram a gravacdo dos individuos de A.
thomei de Linhares — ES que sdo marcadamente distintas dos demais cantos de andncio das
demais populacdes da espécie. Filogeneticamente as populacGes de A. thomei de Linhares —
ES ndo sdo recuperados como um clado distinto das demais populac6es da espécie, como por
exemplo da populacdo de Santa Barbara — MG, que apresenta frequéncia dominante
semelhante as demais populac@es de A. thomei (mediana de 4134 kHz). Assim, um estudo
focando a variacdo acustica da populacdo de A. thomei de Linhares — ES se faz necessario
para clarificar estes dados tdo discrepantes das demais populacfes apresentadas por Almeida

e Angulo (2002).

Adenomera thomei ocorre em areas abertas de pasto, florestas alteradas (plantacdes
de cacau ou seringais) ou em bordas de mata, desde o nivel do mar até 1000 metros de
altitude. A distribuicdo da espécie coincide com varias localidades descritas para A.

bokermanni por Heyer (1973), o que ja foi mostrado nas consideragdes taxonémicas e serd
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discutido mais adiante. Em algumas localidades A. thomei ocorre em simpatria com A.

marmorata (A. sp. K e A. sp. J), porém nunca foram vistas em sintopia.

CLADO MARMORATA NORTE

As espécies irmas A. ajurauna e A. sp. n “canto curto” (= A. sp. S sensu Fouquet et
al., 2014) estdo distribuidas no sudeste do estado de Sao Paulo ao sul do Rio Tieté e ocorrem
em sintopia em Miracatu — SP. A espécie A. ajurauna apresentou uma variacdo morfoldgica
intrapopulacional maior do que o esperado. Essa espécie, que teria por diagnose padrédo de
colorido escuro, inclusive a gula (Berneck et al., 2008), mostrou-se variavel dentro de uma
mesma populacdo e, ao longo da sua distribuicdo geografica, apresenta uma grande variacdo
acustica. Apesar de toda a variacdo observada, A. ajurauna se distingue prontamente da sua
espécie irmd A. sp. n “canto curto” por detalhes do canto, inclusive em Miracatu — SP, onde
sdo sintdpicas. Além do canto de anincio com material testemunho sequenciado de
Guaratuba — PR, tivemos acesso ao canto descrito como A. sp. 3 da mesma localidade (Kwet,
2007). As nossas gravacdes do canto de anuncio e as gravacdes deste autor ndo se distinguem
acusticamente, correspondendo a espécie A. sp. n “canto curto”. Adicionalmente, A. sp. n
“canto curto” apresenta um padrdo de colorag@o na lateral do corpo ndo muito comum no
clado Mata Atlantica, que é a presenca de pequenos pontos marrom escuro num fundo cinza,

ao invés de manchas marrom escuro.

Recuperamos 0s mesmos relacionamentos apresentados por Fouquet et al. (2014)
para os clados correspondentes as espécies A. marmorata (= A. marmorata, A. sp. J, A. sp. K
e A. sp. A). A localidade tipo de A. marmorata, incerta até 0 momento (Almeida e Angulo,
2006; Berneck et al., 2008) foi redefinida. De acordo com a rota da expedicdo Fregatte

Novara (Steindachner, 1867), diferentes autores concordam que a localidade tipo da espécie
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é a cidade do Rio de Janeiro — RJ ou suas proximidades (Bokermann, 1966; Heyer, 1973;
Almeida e Angulo, 2006). Mesmo com uma amostragem aumentada, também encontramos

apenas uma espécie nessa regido, como Fouquet et al. (2014).

Um canto distinto de um unico individuo foi descrito em Teresépolis (Angulo, 2004;
Almeida e Angulo, 2006) e Fouquet et al. (2014) sugerem que este individuo pode
corresponder a espécie candidata A. sp. K. Adenomera trivittata foi descrita por A. Lutz

~ 0

(1926) para as populagdes de “Alto da Serra Cubatdo de Cubatdo” (= Paranapiacaba — SP) e
“Campo Bello” (= Itatiaia — RJ). Cochran (1961) restringiu a localidade da espécie para
“Campo Belo, Rio de Janeiro, Brasil). Assim, se valido, este nome estaria disponivel para

espécie candidata A. sp. K. Contudo, ndo foi possivel distinguir as espécies candidatas A. sp.

K e A. marmorata morfologica ou acusticamente.

A espécie candidata irma de A. marmorata, A. sp. J (Fouquet et al., 2014), esta
distribuida na porcéo central da Serra do Mar no estado de Séo Paulo. Ocorre em simpatria
com A. ajurauna na sua distribuicdo mais ao norte e com A. ajurauna e A. sp. O na sua
distribuicdo mais ao sul. A espécie candidata A. sp. J ndo foi observada em simpatria com
sua espécie irmd, A. marmorata, como indicado por Fouquet et al. (2014). No entanto, parece
haver um ponto de simpatria entre A. sp. J (AF467) e A. sp. K (491 _Ubat, 530_Ubat) na praia
Vermelha, municipio de Ubatuba — SP (Figuras 17a e 17b). Contudo, todos os individuos
desta localidade coletados e analisados molecularmente por nds foram recuperados como A.
sp. K e acusticamente os individuos desta populacdo ndo se distinguem de A. sp. J analisados

por nos.

As populagdes continentais analisadas de A. sp. J sdo menores que todas as

populacdes de A. marmorata e A. sp. K, em acordo com o que foi encontrado por Fouquet et
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al. (2014). Por outro lado, individuos da populacdo insular de A. sp. J da llha de Alcatrazes
apresentam tamanho corporal maior do que o de individuos de todas as populacdes de A.
marmorata e A. sp. K. O gigantismo de vertebrados em ilhas tem sido relatado h4 muito
tempo em literatura em algumas espécies (Grant, 1965; Shoener, 1970; Pregill e Worthy,
2003; Keogh et al., 2005, Montesinos et al., 2012). A auséncia de predadores nas
comunidades insulares pode selecionar individuos maiores, levando organismos pequenos a
um incremento de tamanho (Grant, 1965; Shoener, 1970). Apresentar um porte maior permite
ao individuo i) explorar uma diversidade maior de recursos; adquirindo mais recursos, ii)
gerar um numero maior de descendentes; iii) apresentar vantagem em lutas territoriais ou
outras interacdes associadas a competicdo por recursos; e iv) possuir mais energia e reservas
de &gua, resultando em maior habilidade para resistir a fome e a seca (Brown & Lomolino,

1998).

Todas as populacdes de A. marmorata [= A. marmorata, A. sp. J, A. sp. Ke A. sp. A
sensu Fouquet et al., 2014)] apresentam as extremidades dos artelhos ndo expandidas, lateral
do corpo com manchas marrom-escuro sob fundo cinza (ou amarelo em espécimes antigos)
e machos com glandula ectopeitoral pouco entumecida. Todos os parametros analisados
apresentaram sobreposicdo de valores entre estas espécies candidatas. Os dados citogenéticos
encontrados por Campos et al. (2009) corroboram a ideia de que essas espécies nao sdo
distinguiveis. Analisamos dois individuos desse trabalho: CFBH 1512 (225 Sbca; A.
marmorata) e CFBH 17137 (239 _lAlca; A. sp. J), de Santa Branca — SP e llha de Alcatrazes
— SP, respectivamente (Figuras 17b e 17c). Nenhuma diferenca citogenética foi encontrada
entre estas duas amostras (Campos et al., 2009). No entanto, amostras de Salesépolis — SP,
Ubatuba — SP e Sdo Luis do Paraitinga — SP, apresentaram o par de cromossomos 12

metacéntrico (cariotipo B sensu Campos et al., 2009), diferente dos cariétipos de Santa
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Branca e llha de Alcatrazes que apresentam o mesmo par de cromossomos telocéntrico
(cariotipo A sensu Campos et al., 2009). N&o tivemos acesso as amostras de tecidos dos
individuos analisados por Campos et al. (2009) que apresentaram o cariétipo A. Nossas
amostras do estado de Sdo Paulo, municipios de Salesopolis (USNM 303076; A. sp. J), Séo
Luiz do Paraitinga (495_SLPar, 502_ SLPar , 506_ SLPar; A. sp. K) e Ubatuba (16_Ubat,
AF_406; A. marmorata; 193 Ubat, 439 Ubat, 479 Ubat, 491 Ubat, 510 Ubat, 524 Ubat,
530_Ubat, 534_Ubat; A. sp. K), juntamente com os dados diretos citados anteriormente, ndo
refletem evolutivamente a separacdo destes dois tipos de cariotipo. Assim como Campos et
al. (2009), concluimos que esta diferenca encontrada no par de cromossomos 12 é uma
variacdo interpopulacional. As ocorréncias simpétricas de A. sp. J e A. marmorata e de A. sp.
K e A. marmorata na nossa analise filogenética (ja descritas anteriormente), somadas a falta
de evidéncia fenotipica diagndstica que as separe, levaram-nos a concluir que estas entidades

fazem parte de uma Unica unidade biol6gica fundamental: A. marmorata.
CLADO MARMORATA SUL

Apesar de poucos espécimes analisados morfologicamente, pudemos observar que A.
sp. “catarinense” (= A. sp. R) apresenta expansao na extremidade dos artelhos, enquanto A.
araucaria ndo apresenta tal expansdo. Apesar de Kwet (2006, 2007) ndo mencionar esta
caracteristica morfologica, é possivel observa-la nas fotos dos espécimes vivos de A.
araucaria e A. cf araucaria (=A. sp. n. “catarinense”) apresentadas pelo autor. Além disso,
A. araucaria e A. sp. “catarinense” apresentam cantos de antincio distintos. Diferencas entre
0 canto de A. sp. “catarinense” de Florianopolis e o canto de A. araucaria ja haviam sido
reportadas por Kwet (2006, 2007), que considerou a populacéo de Floriandpolis — SC (=A.

sp. “catarinense”) como sendo Adenomera cf. araucaria. N&o obstante, Conte et al. (2010)
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analisaram a bioacustica de espécimes da ilha de Floriandpolis — SC e atribuiram-nos a A.

araucaria.

Adenomera nana encontrava-se na sinonimia de A. marmorata e foi revalidada por
Kwet (2006) com base em parametros acusticos das populagdes austrais do que entao estava
sendo chamado de A. marmorata. Nestas populacdes de A. nana, a frequéncia fundamental
difere da frequéncia dominante, o que ndo ocorre com as populacdes de A. marmorata (Kwet,
2006, tabela 2). Kwet (2006, 2007) encontrou varia¢@es acusticas nas populagdes de Jaragua
do Sul — SC e Guajaramirim — SC, atribuindo a estas populacdes o nome de Adenomera sp.
2. Nao tivemos acesso a dados diretos de cantos de A. sp. 2 (apenas dados diretos de
morfologia). No entanto, através dos cantos de A. sp. 2 cedidos por Axel Kwet, pudemos

concluir que esta espécie (Kwet, 2006, 2007) ndo difere acusticamente de A. nana.

Adenomera engelsi foi recuperada como espécie irma de A. nana nas analises de
filogenia molecular (como em Fouquet et al., 2014). Adenomera engelsi foi primeiramente
citada na literatura como A. sp. 1 (ver Kwet, 2006, 2007) e sua distribuicdo geografica tem
sido consistente na literatura como sendo restrita a ilha de Floriandpolis — SC e areas
continentais adjacentes (Conte et al., 2010; Kwet et al., 2009). Na ilha de Florianépolis,

portanto, € possivel encontrar trés espécies: A. engelsi, A. nana e A. sp. R.

Apesar de A. sp. N apresentar machos com CRC menor do que machos de A. engelsi
e A. nana, ndo apresentamos esta especie candidata como uma espécie plena pelos mesmos
motivos discutidos anteriormente de ndo considerarmos de A. sp. M de A. thomei espécies
distintas. Adicionalmemte, a falta de dados acusticos de A. sp. N ndo nos permite atribuir

esta espécie candidata como A. engelsi ou A. nana com confianga (ainda que sua morfologia
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externa se assemelhe mais a A. nana). Assim, se faz necessario a obtencdo de dados acusticos

para clarificar o status especifico da espécie candidata A. sp. N.

Como observado por Fouquet et al. (2014), A. bokermanni apresenta uma distribuicéao
muito mais limitada do que descrita anteriormente, estando restrita as regides costeiras do
Parana (incluindo Paranagua — PR, a localidade-tipo da espécie) e nordeste de Santa Catarina.
Ao contrario de Fouquet et al. (2014), concluimos que A. sp. 2 (Kwet, 2007) corresponde a
A. nana e ndo a A. bokermanni, mas concordamos que A. sp. 4 (Kwet, 2006) corresponde a
A. bokermanni. E muito provavel que a maioria dos paratipos incluidos por Heyer (1973) na
descricdo original de A. bokermanni ndo pertenca a esta espécie. Na verdade, Heyer (1973)
afirma que os individuos das diferentes populacdes incluidas na série tipo séao
morfologicamente diferentes dos individuos da localidade tipo, mas que isto poderia ser
atribuido a variacdo morfoldgica da espécie. Mais tarde, Heyer (1977, 1984) afirma que a
série tipo de A. bokermanni deve ser composta por pelo menos duas espécies distintas. Pelas
localidades dos paréatipos incluidos na descricdo original de A. bokermanni (Heyer, 1973), a
série tipo deve ser composta por A. marmorata e A. thomei, além de A. bokermanni. Inclusive,
Heyer (1973) descreve um girino supostamente de A. bokermanni, proveniente de Campos

do Jordao, que coincide com a descri¢do do girino de A. thomei (Angulo e Almeida, 2006).

ESPECIES CRIPTICAS E ESPECIES PARAFILETICAS

Espécies cripticas sdo morfologicamente indistinguiveis ou quase indistinguiveis e
podem passar desapercebidas, sendo tratadas sob um mesmo nome (Bickford, 2007; Rocha
et al., 2007). Espécies morfologicamente idénticas, mas que apresentam cantos de anuncio

distintos, sdo exemplificadas pelas duplas de espécies Sphaenorhynchus surdus e S.
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caramaschi (Toledo et al., 2007) e A. martinezi e A. saci (Carvalho e Giaretta, 2013). No
entanto, espécies sem caracteristicas fenotipicas diagnésticas (morfoldgicas ou acusticas),
mas com historias evolutivas distintas, também tém sido descritas. Um exemplo é
Engystomops guayaco (Ron et al., 2005), que ndo possui caracteristicas diagndsticas mas
apresenta diferencas estatisticas “quase significativas” em alguns parametros acusticos e
morfométricos em relacdo a Engystomops montubio (Ron et al., 2004), uma espécie pouco
relacionada (ver Ron et al., 2005). Surpreendentemente, nestes trabalhos ndo ha, ou ha pouca,

discussdo acerca de espécies cripticas.

N&o recuperamos as espécies A. bokermanni e A. sp. O como espécies irmas,
corroborando o resultado encontrado por Fouquet et al. (2014). No entanto, nenhuma
caracteristica fenotipica que distinguisse estas duas espécies foi encontrada. Neste contexto
héa trés tomadas de decisdo possiveis: considera-las como i) duas espécies indistinguiveis; ii)
uma Unica espécie parafilética ou iii) considerar A. sp. O, A. bokermanni, A. engelsi, A. nana
e A. sp. N como coespecificas com uma grande variacdo morfoldgica e acustica. Esta Gltima
opcao é a menos provavel, uma vez que as evidéncias morfoldgicas e acusticas mostram o
contrario—i.e., ha diagnoses diferenciais e exclusivas entre as espécies restantes e delas com

A. bokermanni + A. sp. O.

Espécies parafiléticas tém sido descritas (ou reconhecidas) recentemente (Grazziotin
et al., 2006; Barbo et al.,, 2012; Portillo e Greenbaum, 2014). Porém, para 0 Seu
reconhecimento sempre ha uma evidéncia biogeografica, por serem associadas a ilhas ou
topos de montanhas. Entretanto, testar a hipdtese de espécies parafiléticas continentais ndo
distribuidas em topos de morros e montanhas, com diversifica¢do entre o Mioceno e Plioceno

(cerca de 5 milhGes de anos), ndo é trivial com as metodologias disponiveis atualmente.
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Reconhecer que A. bokermanni e A. sp. O sdo espécies distintas, sem nenhuma caracteristica
fenotipica que as diferencie, deve ser uma decisdo tomada com bastante cautela e néo feita
sem antes averiguar outras fontes de evidéncia. Uma vez que neste caso nao é possivel testar
0s processos que levariam a parafilia das espécies em questdo consideramos aqui A. sp. O e
A. bokermanni como espécies distintas devido a evidéncia histdrica encontrada na analise

filogenética.

AMOSTRAGEM E UTILIZAGAO DE DADOS DIRETOS

Quando uma amostragem fenotipica representativa, ao longo da distribuicdo
geogréfica da espécie, é inserida a partir de dados diretos nas analises filogenéticas que
abordam delimitacdo especifica, os resultados tendem a mostrar uma maior homogeneidade
entre as entidades a serem comparadas do que seria o esperado. Por exemplo, numa analise
“integrativa”, Jansen et al. (2011) questionaram o status taxonémico das populagdes
bolivianas de Leptodactylus vastus Lutz, 1930 e sugeriram que estas popula¢des deveriam
representar espécies distintas com base em distancia genética e evidéncias ecoldgicas.
Posteriormente, Jansen e Schulze (2012) fizeram uma analise da variagdo morfoldgica de
espécies do grupo de L. labyrinthicus (Spix, 1824) e, também considerando uma analise
filogenética bayesiana concluiram que as populagdes bolivianas de L. vastus sdo todas

coespecificas com as populacées do Brasil.

Adicionalmente, Schulze e Jansen (2012) observaram que duas populacdes bolivianas
distintas de L. vastus apresentavam modos reprodutivos distintos: uma populagdo que
constroi ninhos de espuma subterraneos proximos a um corpo d’agua e outra populacdo que

constréi ninhos de espuma dentro de cupinzeiros afastados de corpos d’agua. Os autores
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sequenciaram os girinos de cada um dos ninhos de espuma encontrados e verificaram que
pertenciam a mesma espécie (p-distance: 0%; JN004163 vs. JNO04158); portanto assumiram
que dentro de L. vastus existe uma plasticidade quanto a biologia reprodutiva. Este € um bom
exemplo de como dados diretos (claramente associados a exemplares tesemunho) evitam

interpretacdes erroneas de padrdes filogenéticos encontrados.

Ja em estudos de taxonomia alfa, ainda ndo é comum a descricdo da variacao
morfologica de espécies ao longo de sua distribuicdo geografica. A variacdo morfologica em
descricdes de espécie costuma se resumir apenas a populacéo da localidade de onde a espécie
foi descrita, quando ndo apenas dos paratipos coletados. Assim, quando taxonomistas
analisam a variacdo morfologica de uma espécie para entender seus limites especificos,
muitas vezes observam clinas de variacdo morfologica ao longo das distribuicBes das
espeécies (e.g., Cassini et al., 2013). Em alguns casos chega a ser impossivel separar duas
espécies antes consideradas com nomes distintos, pois estas representariam na verdade 0s
dois extremos da distribuicdo de uma Unica unidade biolégica—e.g., 0 estudo sobre a
variacdo de Trachycephalus typhonius (Linnaeus, 1758) por Duellman (1971), onde nada

menos que seis nomes sao colocados na sinonimia desta espécie.

Em alguns casos, uma simples comparacdo entre duas séries-tipo distintas pode
demonstrar que as diferencas especificas sugeridas nas descricBes originais de um
determinado par (ou mais) de espécies ndo se sustentam (e.g., Cardozo e Lobo, 2009; Orrico
et al., 2013), pois 0 uso de poucas amostras e geograficamente restritas (comparadas com a
distribuicéo total do taxon em questdo) pode levar a conclusdes precipitadas. N&o obstante,
também parece bastante claro que a diversidade de anfibios neotropicais esta bastante

subestimada. O ritmo de descrig¢do de espécies tem se acelerado nos ultimos anos mesmo em
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taxa considerados comuns e facilmente encontrados em campo, a curva de acumulacéo de

trabalhos de descricdo de espécies parece longe de uma estabilidade (Motta et al., 2012).

Desta maneira, fica evidente que o uso da maior quantidade (e variedade) de dados
possivel é imprescindivel para a realizacdo de uma analise taxondmica consistente. No caso
do género Adenomera especificamente, embora Fouquet et al. (2014) tenham utilizado uma
quantidade muito grande de informacdo, os resultados do presente estudo demonstram que
apenas a quantidade néo é suficiente para a obtencao de um resultado sélido; a qualidade dos
dados também € muito relevante. Embora o protocolo utilizado naquele trabalho seja
integrativo, cruzando informacGes genéticas com dados fenotipicos indiretos, apenas com a
obtencdo de cantos e amostras de tecido associadas aos mesmos testemunhos utilizados na
analise filogenética, foi possivel delimitar com mais precisdo as espécies candidatas

levantadas por Fouquet et al. (2014) do clado Mata Atlantica.
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CONCLUSOES

e As espécies que apresentam toda a sua distribuicdo dentro do bioma Mata Atlantica
foram recuperadas como um grupo monofilético na nossa analise filogenética.

e Todas as espécies candidatas sugeridas por Fouquet et al. (2014) foram recuperadas
como grupos monofiléticos.

e Das 16 espécies candidatas propostas por Fouquet et al. (2014) para o clado Mata
Atlantica, pudemos delimitar nove espécies: A. thomei, A. ajurauna, A. sp. n. “canto
curto” (=A. sp. S), A. marmorata, A. araucaria, A. sp. n. “catarinesnse” (=A. sp. R),
A. bokermanni, A. engelsi e A. nana.

e Nd&o foi possivel delimitar fenotipicamente a espécie candidata A. sp. n. “sambaqui”
(=A. sp. O) por ndo conseguirmos distingui-la de A. bokermanni. No entanto, por
aplicarmos o cenceito de espécie como individuo histérico e por ndo podermos testar
a hipotese de espécies parafiléticas, descartamos a hipétese de A. sp. n. “sambaqui”,
A. bokermanni, A. nana e A. engelsi representarem uma Unica espécie e consideramos
A. sp. n. “sambaqui” como uma espécie plena.

e A importancia de se utilizar dados diretos em trabalhos envolvendo anélise
filogenética molecular e dados fenotipicos em grupos de taxonomia complexa, como
0 género Adenomera, € de suma importancia para evitar conclusfes errbneas acerca

da delimitacéo especifica.
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CAPITULO 2

EVOLUCAO FENOTIPICA NO GENERO ADENOMERA
STEINDACHNER, 1867 COM COMENTARIOS ACERCA DA

SUBFAMILIA LEPTODACTYLINAE

RESUMO

O género Adenomera possui algumas espécies com modo reprodutivo particular dentro da
familia Leptodactylidae--motivo pelo qual o género foi retirado da sinonimia de
Leptodactylus. Estas espécies constroem camaras subterraneos e ninhos de espuma onde 0s
girinos se desenvolvem até a metamorfose. No entanto, algumas espécies do género
apresentam modo reprodutico semelhante a de L. fuscus, com girinos enxotréficos, o que
levou alguns autores a hipotetizaram uma evolucdo gradual dentro da subfamilia
Leptodactylinae em busca da terretrialidade. A maior parte do que sabemos hoje a respeito
dos relacionamentos de Adenomera é basicamente proveniente de estudos primariamente
moleculares e os estudos filogenéticos com abordagem morfoldgica incluem poucas espécies
do género. Neste trabalho, construimos uma matriz fenotipica de 30 caracteres que, aliada a
uma matriz molecular pudemos inferir sinapomorfias e padrbes de evolucdo fenotipica no

género Adenomera e nos grupos a ele relacionados.
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ABSTRACT

Some species of the genus Adenomera present reproductive modes that are different from the
remaining Leptodactylidae--the sustaining argument for the revalidation of Adenomera from
the synonymy of Leptodactylus. These species construct underground chambers and foam
nests where the tadpoles develop until metamorphosis. However, some Adenomera species
present a reproductive mode similar to L. fuscus, with enxotrophic tadpoles that led some
authors to create the hypothesis of a gradual evolution of territoriality within the
subfamily.Leptodactylinae Most of what is known today of Adenomera's phylogenetic
relationships comes from primarily molecular studies whose phenotypic data for Adenomea
is restricted for few species of the genus. Herein, we construc a phenotypic matrix with 30
characters that when combined with molecular data allowed to infer synapomorphies and

patterns of phenotypic evolution for the genus Adenomera and its related groups.
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EVOLUCAO FENOTIPICA DO GENEO ADENOMERA
STEIDACHNER, 1867 COM COMENTARIOS ACERCA DA

SUBFAMILIA LEPTODACTYLINAE

“Em biologia nada faz sentido sendo a luz da evolugdo” - Theodosius Dobzhansky, 1973.

INTRODUCAO

O género Adenomera Steindachner, 1867 é composto por pequenas ras que ocupam
o folhico de ambientes florestais ou areas abertas (antropizados ou ndo). Esta distribuido na
América do sul, leste dos Andes, em florestas Umidas da Amazonia e Mata Atlantica bem
como no Cerrado e Chaco (Fouquet et al., 2014). As espécies do género apresentam
comportamento territorial (Almeida e Angulo, 2006), constroem pequenos ninhos
subterraneos e o modo reprodutivo geralmente envolve desenvolvimento larval terrestre
(Heyer, 1969b, Angulo et al., 2003; Menin e Rodrigues, 2013). Os machos constroem 0s
ninhos afastados de corpos d’agua, onde ocorre o amplexo, a oviposigao e o desenvolvimento
larval (Menin e Rodrigues, 2013). Contudo, algumas espécies (e.g., A. diptyx, A. thomei e A.
saci) apresentam ninhos maiores e uma fase larval aquatica, um modo reprodutivo
semelhante ao de L. fuscus (Martins, 1988). Mais detalhes do comportamento de corte no

género nao sdo conhecidos.

159



BREVE HISTORICO SOBRE O GENERO ADENOMERA

A semelhanca morfologica entre os géneros Adenomera e Leptodactylus é
documentada ha muito tempo. Parker (1932, 195) alocou o género Adenomera como
subgénero de Leptodactylus e Heyer (1969a, b) agrupou os integrantes do subgénero
Adenomera no grupo de espécies de L. marmoratus para alocar as espécies que constroem
ninhos subterraneos e apresentam girinos endotroficos.

Apds realizar uma revisdo taxonémica das espécies do grupo de L. marmoratus
(Heyer, 1973; 1974), Heyer (1974) revalidou o género Adenomera onde alocou as espécies
pertencentes ao grupo L. marmoratus e diagnosticou o género por possuir tamanho corporal
pequeno (até 31 mm), fontanela parietal pouco desenvolvida, quadradojugal em contato com
maxila, falanges terminais em formato de “T” e regido dorsal do artelho I nao dividida. Estas
caracteristicas, no entanto, ndo foram recuperadas como sinapomorfias de Adenomera numa
analise cladistica posterior que incluia estas espécies, mas focada no grupo de L. fuscus
(Ponssa, 2008). Numa extensa analise filogenética da classe Amphibia, Frost et al. (2006)
consideraram o0 género Adenomera como sindnimo de Lithodythes e este foi considerado
como um subgénero do género Leptodactylus. Embora estas sinonimias fossem opcionais
dada a topologia de Frost et al. (2006), os autores citaram Heyer (1998) e Kokubum e Giaretta
(2005), que relacionariam o género Adenomera ao grupo de L. fuscus, enquanto o género
Lithodythes seria o grupo irméao deste Gltimo agrupamento Adenomera + Leptodactylus (veja
também Giaretta et al., 2011), como evidéncia externa de uma possivel instabilidade
topoldgica neste ponto da arvore (e, de certa maneira, para evitar a manutengdo da monotipia
de Lithodytes). Frost et al. (2006) argumentaram que a sinonimia resultaria em uma
estabilidade taxondmica posterior maior, uma vez que Leptodactylus manteria a composicao

especifica independente do relacionamento de L. lineatus e das espécies atribuidas a
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Adenomera. Giaretta et al. (2011) propuseram a criacdo de um tédxon ndo ranqueado,
Spumoranuncula, para nomear um clado que incluiria as espécies do género Adenomera e as
espécies dos grupos de Leptodactylus fuscus e L. labyrinthicus. Este tdxon seria composto
por espécies que apresentam girinos capazes de produzir espuma através de glandulas
secretoria bucais.

Embora a deciséo taxondmica de Frost et al. (2006) ndo tenha sido acatada por todos
os autores (e.g., Kwet, 2006; 2007; 2009; Ponssa e Heyer, 2007), analises filogenéticas
morfolégicas posteriores apresentam resultados que corroboraram a parafilia de
Leptodactylus com respeito a Adenomera e Lithodythes pelo posicionamento de
Leptodactylus discodactylus (Ponssa, 2008; Ponssa et al., 2010). Nestes estudos, Adenomera
e Lithodythes foram recuperados como grupos irmaos e estes, juntamente com a espécie L.

dicodactylus, foram recuperados como clado irmdo das demais espécies de Leptodactylus
(Fig. 1).

O posicionamento filogenético de Leptodactylus discodactylus variou em diferentes
estudos. Alguns estudos recuperaram este terminal como irmdo do clado Lithodythes +
Adenomera (Ponssa, 2008), ao passo que outros estudos encontram este terminal inserido no
clado do grupo de espécies de L. melanonotus (De Sa et al., 2005; Pyron e Wiens, 2011;
Fouquet et al., 2013; De Sa et al., 2014). No entanto, os estudos que amostraram uma maior
quantidade de caracteres e taxa (Pyron e Wiens, 2011; Fouquet et al., 2013; De Sa et al.,
2014) recuperaram aquela ultima topologia, corroborando o resultado encontrado por De Sa

et al. (2005) e refor¢cando o monofiletismo reciproco entre Leptodactylus e Adenomera.
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Centrolenidae |: Ceratophryidae
"Leiuperinae" Leiuperinae
. . X 7/
Pseudopaludicola falcipes Leptodactylus discodactylus
] Lithodythes lineatus
Paratelmatobiinae
Adenomera marmorata
Adenomera hylaedactyla
Adenomera andreae
Lithodythes lineatus
Leptodactylus gr. fuscus
Leptodactylus fuscus Leptodactylus gr. pentadactylus
Leptodactylus latrans Leptodactylus gr. latrans
A Leptodactylus discodactylus B

Leptodactylus podicipinus

Centrolenidae Cycloramphidae e outros

Leiuperinae Crossodactylinae

l: Phyllomedusa vaillanti Leiuperinae
Hypsiboas boans

Lithodythes lineatus
Lithodythes lineatus Adenomera andreae
Adenomera hylaedactyla clado Hylaedactyla
Adenomera heyeri clado Marmorata
Adenoemra lutzi Adenomera heyeri
Adenoemra sp. )
Adenoemera lutzi
Hydrolaetare caparu
———— Leptodactylus rhodonotus
Hydrolaetare dantasi

Leptodactylus rhodomystax

Leptodactylus gr. fuscus

Leptodactylus silvanimbus
Leptodactylus gr. pentadactylus

"Leptodactylus gr. latrans”
Leptodactylus gr. latrans [

Leptodactylus gr. melanonotus D L Leptodactylus gr. melanonotus

Leptodactylus gr. fuscus

[ Crossodactylodinae
Leiuperinae

Lithodythes lineatus

Adenoemra heyeri

Adenomera andreae

Adenomera hylaedactyla

Leptodactylus rhodomystax

Leptodactylus gr. latrans + Leptodactylus gr. melanonotus
Leptodactylus rhodonothus

Leptodactylus gr. fuscus

E

Leptodactylus gr. pentadactylus

Figura 1. Hipoteses flogenéticas simplificadas envolvendo a familia Leptodactylidae de A —
Frost et al. (2006); B — Ponssa (2008); C — De Sa et al. (2014); D — Fouquet et al.
(2013); E — Pyron e Wiens (2011).
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Apesar de algumas espécies terem sido descritas como Adenomera entre 2006 e 2014
(e.g., Adenomera engelsi Kwet, Steiner e Zillikens, 2009), o género somente foi retirado da
sinonimia de Lithodythes e revalidado de maneira formal e inequivoca por De S4 et al.
(2014). A revalidacdo do género foi feita com base em caracteristicas da historia natural do
grupo, devido a presenca de um estégio larval endotréfico em algumas espécies do género,
distinto de todas as demais espécies do género Leptodactylus (De Sa et al., 2014). Para
revalidar o género Adenomera, 0s autores tiveram necessariamente que retirar o género
Lithodythes da sinonimia de Leptodactylus. A composi¢cdo atual da subfamilia

Leptodactylinae inclui os géneros Adenomera, Hydrolaetare, Leptodactylus e Lithodythes.

FONTES DE EVIDENCIA

Como visto acima, a maior parte do que sabemos hoje a respeito dos relacionamentos
de Adenomera é basicamente proveniente de estudos primariamente moleculares. Com a
difusdo da técnica de PCR e sequenciamento Sanger nos Ultimos anos (Sanger et al., 1977,
Mullis, 1990), estudos envolvendo sequéncias de DNA tém sido cada vez mais comuns
dentro da sistematica filogenética (e.g., Frost, 2006; Fouquet et al., 2007; Pyron e Wiens,
2011). A possibilidade de grande quantidade de caracteres gerados e de terminais amostrados
em pouco tempo faz com que o uso de sequéncias de DNA seja de grande praticidade em
analises filogenéticas. Ja estudos envolvendo caracteres fenotipicos demandam muito mais
tempo para levantar uma quantidade bem menor de caracteres. Entretanto, a importancia do
uso de dados fenotipicos em estudos cladisticos tem sido reconhecida. Como exemplo,

Brodie 111 (2011) disse que:

“Biologos evolucionistas possuem uma espécie de mdquina do

tempo na forma de filogenias e reconstrucdes de caracteres. Arvores
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filogenéticas refletem o relacionamento entre espécies e populacdes do
presente baseados em quédo similares eles sdo em caracteres genéticos e
fenotipicos. Mapeando as distribuicGes de caracteres nessas arvores e
assumindo algumas premissas de como a evolucdo ocorre, é facil perceber
qual o provavel estado de carater apresentado pelo ancestral de uma

espécie ou de um grupo de espécies”.

Ademais, a adicdo, mesmo em pequena quantidade, de caracteres fenotipicos
(comparativamente a matriz de DNA), mesmo que para um subconjunto dos terminais usados
numa andlise, pode influenciar na otimizacdo dos caracteres moleculares (ver comentarios
em De Sé et al., 2014). Até hoje, nenhum estudo explorou dados fenotipicos de Adenomera
através de uma abordagem de evidéncia total. O mais proximo que héa é o trabalho feito por
De Sé et al. (2014) que foca um grupo bastante préximo evolutivamente de Adenomera (i.e.,
Leptodactylus).

Mesmo nos estudos filogenéticos de cunho morfoldgico que levantaram dados de
Adenomera, o género foi usado até hoje, no méaximo, como outgroup. Como exemplo, numa
analise filogenética do grupo de Leptodactylus fuscus, Ponssa (2008) usou como fonte de
evidéncia a morfologia externa e a osteologia. Ponssa (2008) incluiu na sua andlise as
espécies Adenomera andreae, A. hylaedactyla, Leptodactylus discodactylus e Lithodythes
lineatus para determinar caracteres ancestrais do grupo foco (Leptodactylus gr. fuscus)
daquele estudo. Nenhuma sinapomorfia ndo homoplastica foi encontrada para o clado do
género Adenomera. As sinapomorfias homoplasticas encontradas para o clado Adenomera
(né 35) foram: carater 8 estado O (dorso sem tubérculos brancos) e carater 48 estado 2

(margem posterior dos frontoparietais convexa). Os mesmos estados de carater foram
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encontrados para L. labrosus, nd 9 (carater 8, estado 0), e para outro subgrupo do grupo L.
fuscus, né 6 (carater 48, estado 2).

Outra fonte fenotipica de evidéncia interessante é a bioacustica. Usualmente, 0s
cantos de anuncio dos anuros sdo considerados Uteis para distinguir espécies
morfologicamente semelhantes (Bickford et al., 2007; Vences & Wake, 2007; Padial & De
la Riva, 2009), mas ndo carregam muita informac&o filogenética (Cannatella et al., 1998). E
esperado que os cantos de anincio em anuros apresentem uma divergéncia rapida no curso
evolutivo entre espécies irmds (Gerhardt, 1994; Cocroft & Ryan, 1995; Ryan & Kime, 2003).
A evolucdo répida faz com que tracos de caracteres em comum de terminais menos
relacionados sejam perdidos e que o surgimento de estados de caracteres derivados ocorra
em ritmo mais acelerado, o que faz com que linhagens distantes apresentem convergéncia
evolutiva sob pressdes seletivas similares (Ryan et al., 1990). A abordagem bioacustica tem
sido amplamente empregada nos estudos taxondmicos do género Adenomera e tem se
mostrado Util na identificacdo de identidades ao nivel especifico, quando padrées e diagnoses
morfolégicas sdo inexistentes, insuficientes ou complexos (Angulo e Cocroft, 2003; Kwet,

2009; Carvalho e Giaretta, 2014).

No entanto, poucos estudos tentaram, de fato, detectar sinal filogenético em cantos
de anuros (e.g., Crocoft & Ryan, 1995; Cannatella et al., 1998; Robillard et al., 2006;
Wollenberg et al., 2007; Goicoechea et al., 2010). Ademais, esses estudos mostraram
resultados divergentes. Cannatella et al. (1998) concluiram que os cantos de andncio das
espécies de Egystomops (grupo Physalaemus pustulosus) ndo contém informacéo
filogenética devido a plasticidade resultante da forte pressdo da selecdo sexual sobre esses.
Por outro lado, Robillard et al. (2006) e Wollenberg et al. (2007) encontraram topologias

acusticas similares as moleculares, indicando a existéncia de informacdo filogenética em
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sinais acusticos. A falta de congruéncia entre hipéteses filogenéticas acusticas e hipoteses
com outras fontes de evidéncia se deve provavelmente & forma na qual os caracteres foram

codificados e analisados (Goicoechea et al., 2010).

Outros autores defendem que a utilizacdo de caracteres comportamentais pode ser
utilizada em analises filogenéticas como qualquer outro carater, morfoldgico ou molecular,
com as mesmas exigéncias, limita¢cdes e “armadilhas”. (Wenzel, 1992). No entanto, a
aplicacdo do conceito de homologia em caracteres comportamentais requer uma analise
cuidadosa das caracteristicas observadas (Rendall e Fiore, 2007). Sinais acusticos ndo séo
estritamente caracteres comportamentais, mas constituem o produto final do comportamento
de canto, sendo necessario relacionar o produto final com o comportamento e as estruturas
envolvidas na sua producdo para assegurar que as caracteristicas homologas sejam

comparaveis (Stuart e Currie, 2002).

Para que caracteristicas bioacusticas sejam utilizadas em analises filogenéticas, o
mecanismo de producéo do som deve ser levado em consideracdo para se propor homologias
(Robillard et al., 2006). Na maioria das familias de anuros o aparato acustico envolve as
mesmas cartilagens, membranas e musculos, e a maior parte da variacdo encontrada se deve
ao tamanho e forma de estruturas em comum (Trewavas, 1933; Schmid, 1973). Apesar da
diversidade de cantos e da morfologia da laringe, 0 mecanismo bésico de producgdo de som é
muito parecido entre anuros (Duellman e Trueb, 1986). ExcecOes feitas a familia Pipidae,
que apresenta um mecanismo de producdo de som percussivo (Yagger, 1992), a espécies
Hydrolaetare dantasi que produz um componente acustico do canto de forma percursiva
(Souza e Haddad, 2003) e das familias Bombinatoridae e Discoglossidae que produzem sons

por inspiracdo (Glaw & Vences, 1991), a producdo de som em anuros é realizada através da
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movimentacdo de um bloco de ar dos pulmdes através da glote representando um mecanismo
modificado de expiracdo (Duellman e Trueb, 1986). Robillard et al. (2006) propuseram uma
forma mecanistica de codificar caracteres acusticos, onde do ponto de vista comportamental
(e mecanistico), cada emissdo de som esté relacionado a um ciclo de expiragdo-inspiracao.
Ainda, segundo o autor, o conceito de “nota”, que se refere ao som produzido durante um
unico ciclo de fluxo de ar (McLister et al., 1995), é uma unidade acustica apropriada para

comparar a producdo de sons entre anuros.

OBJETIVOS

Até o momento, nenhuma andlise filogenética envolvendo caracteres fenotipicos foi
conduzida para uma amostragem significativa de terminais do género Adenomera. Assim,
nosso objetivo é testar hipoteses de homologias, buscando levantar possiveis sinapomorfias
e entender padrdes de evolucdo fenotipica para 0 género Adenomera e para 0s grupos a ele

relacionados.

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAGEM DOS GRUPOS INTERNO E EXTERNO

Estabelecemos as espécies delimitadas no capitulo anterior e as demais espécies do
género Adenomera (sensu Fouquet et al. 2014) como nosso grupo interno. Pela distribuicéo
geografica, A. sp. H (Fouquet et al., 2014) pode corresponder tanto a A. cotuba quanto a A.

juikitam, pois estas ocorrem em sintopia (Carvalho e Giaretta, 2013a). Assumiremos que A.
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sp. H corresponde a A. cotuba arbitrariamente, pois ambas as espécies (A. cotuba e A.
juikitam) apresentam cantos de anincio e morfologia semelhantes que, dada as defini¢des
dos caracteres utilizados, ndo afetardo na analise (i.e., sdo codificadas igualmente). No
entanto, vale ressaltar que é necessario averiguar a qual espécie nominal A. sp. H

corresponde.

Os terminais do grupo externo foram escolhidos de modo a testar a polaridade dos
estados de caracteres. Uma vez que o posicionamento filogenético familiar do género
Adenomera nédo é controverso, escolnemos como nosso grupo externo, tdxons recuperados
como sendo filogeneticamente proximos ao grupo interno (Pyron e Wiens, 2011; De Sa et

al., 2014; Fouquet et al., 2014).

Incluimos no outgroup um representante de Lithodythes lineatus, 15 terminais
representando espécies do género Leptodactylus, sendo: seis representantes do grupo L.
fusucus (L. albilabris, L. bufonius, L. elenae, L. fuscus, L. mystaceus e L. mystacinus), dois
representantes do grupo L. latrans (L. insularum e L. latrans), dois representantes do grupo
L. melanonotus (L. podicipinus e L. melanonotus) e cinco representantes do grupo de L.
pentadactylus (L. fallax, L. knudseni, L. labyrinthicus, L. pentadactylus e L. rhodonotus).
Além disso, incluimos também, um representante de Hydrolaetare dantasi, um representante
de cada género da subfamilia Leiuperinae (Engystomops pustulosus, Physalameus feioi,
Pleurodema briboni e Pseudopaludicola falcipes) e um representante de cada género da
subfamilia Paratelmatobinae exceto por Scythroprys (Crossodactylodes itambe,
Paratelmatobius gaigeae e Rupirana cardosoi). A analise foi enraizada em um exemplar da
familia Centrolenidae (Vitreorana uranoscopa). As sequéncias obtidas do grupo externo e

das demais espécies do género Adenomera foram baixadas do GenBank e estdo listadas na
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Tabela 1. Os exemplares examinados e abreviagOes das instituicbes estdo listados no

Apéncide 4.

AMOSTRAGEM DE CARACTERES

A extracdo do DNA (mitocondrial e nuclear) foi feita a partir de tecido muscular dos
individuos utilizando o kit DNeasy (Quiagen) e via extracdo salina adaptada de Maniatis et
al. (1982). A amplificacdo do DNA foi realizada utilizando Fermentas Master Mix e
conduzida em termocicladores Axygen Maxygene. Para amplificacdo dos fragmentos de
genes, conduzimos distintos protocolos que incluiam nimero de ciclos, temperatura e
duracdo de cada fase da PCR (“polimerase chain reaction”) de acordo com cada par de
primers. Para a maioria dos fragmentos, o programa padréo de reacdo de PCR iniciou com a
etapa de desnaturacdo de 2 minutos a 94 °C, seguidos de 35 a 40 ciclos de anelamento (94 °C
por 30 segundos, 48-56 °C por 30 segundos, 72 °C por 2 minutos) e a etapa final de extensédo
a 72 °C por 10 minutos. Produtos de PCR ndo purificados foram entdo enviados para
Macrogen Inc. (Coreia do Sul) onde se realizaram as reacbes de purificacdo e de

sequenciamento num sequenciador ABI 3730XL.
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Tabelal. Numeros de acessos do GeneBank por terminal. Células em branco significam que ndo h& disponibilidade de sequéncia no

GeneBank do fragmentos para determinado terminal.

Espécie Col CYTB 12S 16S RAG POMC TYR RHOD
Adenomera andreae KC520689 JQ321766 KC520683 KC520683 KC604015 + KC604037 | KC604061 [KC520698| KC604094
Adenomera coca KF674661 KF674970 KF674343 KF674029
Adenomera dyptix KC60399 KC603966 KC603938 KC603938 KC604016 + KC604038 | KC604062 |KC604086| KC604098
Adenomera heyeri KC604000 KC603972 KC603947 KC603948 KC604022 + KC604044 | KC604068 [IN691509| KC604096
Adenomera hylaedactyla KC603995 KC603967 KC603939 KC603939 KC604017 + KC604039 | KC604063 [IN691529| KC604095
Adenomera lutzi KC604002 KC603974 KC603951 KC603952 KC604024 + KC604046 | KC604070 |KC604093| KC604103
Adenomera martinezi KC603996 KC603968 KC603941 KC603942 KC604018 + KC604040 | KC604064 [KC604088| KC604097
Crossodactylodes sp. KC603985 KC603963 KC603957 KC603958 KC604011 + KC604033 | KC604048 [KC604077| KC604105
Engystomops pustulosus FJ766700 DQ337242 DQ337248
Hyalinobatrachiumuranoscopa 1X298412 AY843595* AY843595* AY844567
Hydrolaetare cf. caparu KC603988 KC603975 KC603953 KC603954 KC604031 + KC604035 | KC604050 [KC604081| KC604107
Leptodactylus albilabris EF091406 EF091411 EF091414
Leptodactylus bufonius AY943220 AY943233
Leptodactylus elenae KF548077 AY948955 AY948959 KF613586
Leptodactylus fallax EF091408 EF091412 EF091415
Leptodactylus fuscus AY341741 DQ283404 DQ283404 AY323770 AY341760| DQ284015
Leptodactylus insularum AY943222 AY943235
Leptodactylus knudseni KM024383 IX298414 1X298144 AY947863 JX298144
Leptodactylus labyrinthicus AY947875 AY947861
Leptodactylus latrans KC603989 AY843934 AY843688 AY843688 KC604026 + AY844470 | KC604055 [KC604082| AY844681
Leptodactylus melanonotus JX298414 AY943224 AY943237 AY364224 DQ347193| AY364405
Leptodactylus mystaceus KC603992 KC603979 AY905717 AY911286 KC604029 + KC604036 | KC604058 [IN691817| KC604108
Leptodactylus mystacinus KF548067 AY905716 AY911285 AY323771 KF613593
Leptodactylus pentadactylus AY326017 AY326017
Leptodactylus podicipinus KF548073 EF613172 EF632048 KF613582
Leptodactylus rhodomystax KC603993 KC603980 AY947869 AY947855 KC604030 KC604059 |KC604085| KC604110
Paratelmatobius gaigae EU224397 EU224397
Pleurodema bibroni JQ937125 JQ937188 JQ937188
Pseudopaludicola falcipes KC520684 KC520693 AY843741 AY843741 AY844507 KC604051 AY844728
Rupirana cardosoi KC603987 KC603964 KC603955 KC603956 KC604012 + KC604034 | KC604049 [KC604078| KC604106
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Utilizamos o programa Sequencer 3.0 (Gene Codes, Ann Arbor, MI, USA) para
visualizagdo dos cromatogramas, empareclhamento das fitas 3’25’ com 5°>3’, leitura e
edi¢do das sequéncias. Para checar possiveis contaminag¢des utilizamos o recurso do “Basic
local alignment search tool” — BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Alinhamos as sequéncias
utilizando o algoritmo MUSCLE no programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013), que foi
corrigido de maneira visual posteriormente. Analisamos as sequéncias de DNA dos
fragmentos mitocondriais: COI, CytB, 12S e 16S; e nucleares: RAG, POMC, TYR e RHOD.

Os primers usados para cada fragmento seguem os mesmo utilizados por Fpquet et al. (2014).

Caracteres fenotipicos incluiram dados acusticos, comportamentais e de morfologia
externa dos grupos interno e externo. Os caracteres fenotipicos foram codificados ou
modificados de Robillard et al. (2006), Ponssa (2008) e De Sa et al. (2014). Adicionalmente,
incluimos sete caracteres de morfologia (caracteres 15 — 19, 22 e 24) e um carater acustico
(carater 5). Dados de morfologia externa de cada terminal foram obtidos de exemplares
depositados em colecdes (Apéndice 4). Ja os dados comportamentais e bioacusticos foram

obtidos a partir de excursdes a campo.

Dados bioacusticos foram obtidos de gravagdes realizadas com um gravador digital
Marantz Professional modelo PMD-660 com entrada de 44,1 kHz e um microfone
unidirecional Sennheiser ME-66. Para as analises do canto, oscilogramas e espectogramas
utilizamos o programa Raven Pro 64 1.4 nos seguintes parametros: Bandwidth = 248 Hz;
FFT length = 256. Terminologia usada segue Duellman e Trueb (1994) e Robillard et al.

(2006).

Para os terminais para 0s quais ndo pudemos ter acesso a dados fenotipicos através

do exame de exemplares depositados em colecédo (p. ex. dados acusticos, comportamentais),
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levantamos dados a partir dos seguintes trabalhos: Almeida e Angulo (2002), Almeida e
Angulo (2006), Angulo e Reichle (2008), Angulo e Ichochea (2010), Boistel et al. (2006),
Brand&o e Heyer (2005), Candioti (2005), Candioti et al. (2007), Carvalho e Giaretta (2013a),
Carvalho e Giaretta (2013b), Cassini et al. (2010), De La Riva (1995), De Sa (2007), De Sa
et al. (2014), Domenico et al. (2014), Eterovick e Sazima (2000), Oliveira Filho e Giaretta
(2008), Oliveira Filho et al. (2005), Fouquet et al. (2011), Garcia et al. (2009), Giaretta e
Magrini (2013), Giaretta et al. (2011), Gibson e Buley (2004), Heyer (1973), Heyer (1978),
Heyer (1979), Heyer (1999), Heyer (2005), Heyer e Carvalho (2000), Heyer e De S& (2011),
Heyer e Giaretta (2009), Heyer e Reid (2003), Heyer et al. (2005), Jansen et al. (2007), Juncé
e Lugli (2009), Kok et al. (2007), Kolenc et al. (2009), Lamar e Wild (1995), Magalhdes et
al. (2014), Menin e Rodrigues (2013), Marquez et al. (1995), Martins (1988), Menin et al.
(2009), Menin et al. (2013), Miranda et al. (no prelo), Ponssa e Barrionuevo (2008), Prado e
D’Heursel (2006), Prado et al. (2002), Prado et al. (2005); Prado et al. (2007), Rodrigues et
al. (2007), Ron (2007), Ron (2010), Ryan e Rand (2001), Schluter et al. (2009), Shoemaker

e McClanahan (1973), Souza e Haddad (2004) e Zaracho (2014).

Todos os caracteres foram considerados ndo ordenados e receberam o mesmo peso.
Grant e Kluge (2003) defendem que as analises que utilizam pesagem igual maximizam o
poder exploratério do teste pelo fato de minimizar os eventos de transformacgoes formulados
para 0s caracteres e taxons terminais. Os caracteres multiestado foram codificados de acordo
com Hawkins et al. (1997) e Hawkins (2000), trabalhos que postulam que a auséncia de uma
estrutura ndo precisa ser necessariamente tratada como um estado hierarquicamente
equivalente as diversas condicOes desta estrutura. Ou seja, foram considerados multiestados
0s caracteres cujos diferentes estados sdo variagdes conhecidas de uma mesma estrutura ou
condigéo.
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Seguindo a codificagdo de Robillard et al. (2006), os dados bioacusticos foram
tratados numa abordagem mecanistica e por isso usamos notas como unidades comparaveis,
i. e., a quantidade de som produzido durante um ciclo respiratorio (McLister et al. 1995).
Essa definicdo de nota é uma abordagem mais logica para codificar caracteres acusticos do
que abordagens tradicionais, uma vez que estabelece um embasamento fisiolégico definindo
a unidade “nota” e assim, facilita interpretacdes sobre homologias primarias (Orrico et al.,
2009). Esse método de codificacdo apresentou melhores resultados do que a codificagdo
tradicional de dados acusticos por ser consistente com analises envolvendo outras fontes de
evidéncia (e.g., DNA), recuperando a mesma topologia da analise molecular (Robillard et

al., 2006).

Pudemos observar o comportamento de emissdao de coaxos das espécies do género
Adenomera do clado Mata Atlantica (exceto para a espécie candidata A. sp. N). Verificamos
a contracdo dos musculos do tronco e expanséo do saco vocal em cada ciclo de fluxo de ar
que representa a producdo de uma nota. Com base nisso, inferimos sobre 0 mecanismo de
producdo da nota nas demais espécies do género Adenomera (e.g., A. heyeri, A. lutzi e A.
andreae). Da mesma forma, pela nossa experiéncia em campo com a familia Leptodactylidae,
pudemos inferir o mecanismo de producdo de notas das espécies do género Leptodactylus,
Physalaemus, Pleurodema e Pseudopaludicola. Para a espécie Engystomops pustulosus
codificamos os estados de caracteres da nota “wine”, uma vez que a emissao da nota “chuck”
é facultativa (Tarano, 2010). N&o pudemos concluir sobre o mecanismo de producédo de nota
nas espécies amostradas dos géneros Paratelmatobius e Rupirana, pois ndo € possivel
estabelecer sem duvidas a homologia entre os conceitos de “nota” e “pulsos” usados pelos

autores (Junca e Lugli, 2009; Jansen et al., 2007, Giaretta e Magrini et al., 2013).
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Algumas das “armadilhas” do uso de caracteres baseados em bioacustica (mas ndo
somente) relacionam-se a sua natureza continua. Golloboff et al. (2006) mostraram que
caracteres continuos, quando tratados como tal, podem conter informacdes filogenéticas
importantes. Estas informagdes podem ser interpretadas erroneamente quando os caracteres
continuos sdo discretizados (de forma aleatoria ou nao), pois este método pode atribuir uma
amplitude de valores aos estados de carater que ndo diferem significativamente entre si ou
mesmo atribuir um mesmo estado a caracteres terminais que sdo significativamente

diferentes (Farris, 1990).

Utilizamos a abordagem de analise de caracteres continuos, conforme tratados o
programa TNT, para todos os caracteres de natureza continua encontrados no presente
estudo. Quando possivel, obtivemos os limites de valores de cada terminal através da medida
da média (para duracdo da nota) ou mediana (para frequéncia dominante) + desvio padrao.
Para a construcdo da hipotese filogenética utilizando caracteres continuos, o método
considera que terminais relacionados que apresentam sobreposicdo na amplitude de valores
produzem contagem de passos igual a zero e ndo sdo, portanto, considerados como

estatisticamente diferentes (Goloboff et al., 2006).

ANALISE FILOGENETICA

Conduzimos uma anélise de evidéncia total (Kluge, 1989) utilizando o critério da
maxima parciménia para encontrar as melhores arvores. A matriz foi editada com o auxilio
do programa Mesquite 2.75 (Maddison e Maddison, 2011) e as lacunas representadas por “?”

113

e significam, respectivamente, estados desconhecidos e estados ndo aplicaveis ao
terminal em questdo. Uma matriz de dados concatenados (dados fenotipicos continuos, dados

fenotipicos discretos e dados molecular) foi produzida utilizando o programa TNT (Goloboff
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et al., 2008). Gaps foram tratados como dados faltantes. O método utilizado para a busca de
arvores mais parcimoniosas foi New Technology, com nivel de busca ajustado para 50 e
algoritmos “Sectorial Search”, “Ratched” e “Tree-fusing” (Goloboff, 1999) nas definigcdes
default. As buscas cessaram quando o comprimento minimo da arvore foi encontrado 15
vezes e consenso estrito foi calculado. O suporte foi calculado através de reamostragem por
Jackknife (veja Farris et al., 1996). Produzimos 1000 pseudo-réplicas a partir da arvore
consenso estrito usando 0s mesmos parametros utilizados anteriormente através do New

Technology para busca de arvores mais parcimoniosas.

Para otimizacdo dos caracteres fenotipicos (discretos e continuos) e reconstrucéo do
carater ancestral, o algoritmo usado pelo programa TNT para passadas para baixo é o de
Farris (1970) e para as passadas para cima € o de Goloboff (1993). Por considerar arbitraria
a escolha entre os métodos de otimizacdo acelerado ou atrasado, os estados de transformacdes
foram considerados sinapomorficos apenas quando ndo ambiguos. A lista de sinapomorfias
também foi gerada através do programa TNT (Goloboff et al., 2008) e editada no programa

Winclada 1.00.08 (Nixon, 1999).
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RESULTADOS

CARACTERES FENOTIPICOS

Produzimos uma matriz de 30 caracteres fenotipicos (Tabela 2). Apresentamos a
definicdo de cada carater fenotipico usado na analise filogenética seguido do seu uso em

literatura (quando for o caso).

Caracteres discretos — BioacuUstica

Carater 1. Estrutura mecanistica do canto

Carater M1 de Robillard et al. (2006).

O ciclo de fluxo de ar, para dentro e para fora através da laringe entre os pulmdes e 0
saco vocal é um importante componente mecanico conduzido diretamente por atividade
muscular (Martin e Gans, 1972; Sarbadhikary e Marsh, 1994). McLister (1995) define como
nota a unidade de som produzida num unico ciclo mecanico de fluxo de ar, podendo
apresentar um ou mais pulsos sendo “nota” a unidade de som produzida num evento de fluxo
de ar dos pulm®es até o saco vocal. O nimero de notas por canto pode ser inferido observando
0 saco vocal de machos em atividade de vocalizacdo (McLister, 1995).

0: canto composto por uma unica nota

1: canto composto por multinotas

Carater 2. Rapida modulagdo de amplitude (pulsos) na nota.

Carater M8 de Robillard et al. (2006).
A vibracdo das cartilagens aritendides permite a abertura e fechamento da glottis que

impede momentaneamente o fluxo de ar dos pulmdes para a cavidade bucal. Uma vez que o
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fluxo de ar ¢ o que “ativa” as cordas vocais, sua vibragdo também e alterada toda vez que a
glottis é modificada. O padréo temporal de abertura e fechamento da glottis altera a vibragéo
das cordas vocais fazendo com que as amplitudes de vibragdo das cordas vocais variem.
Assim, a vibracdo das cartilagens aritendides modula a amplitude de vibracdo das cordas
vocais, causando a modulacdo de amplitude da nota (Martin, 1972). Os pulsos sdo
caracterizados pela rdpida modulacdo de amplitude na nota (Robillard et al., 2006).

0: rapida modulacdo de amplitude na nota ausente; canto ndo-pulsado

1: rpida modulacdo de amplitude na nota presente; canto pulsado

Carater 3. Distribuicéo dos pulsos na nota

Carater M9 de Robillard et al. (2006).
0: homogénea ao longo da nota

1: limitada ao final da nota

Carater 4. Modulacao de frequéncia da nota

Erdtmann e Amézquita (2009) utilizaram este carater na sua analise de inferéncia
filogenética; porém, os autores utilizaram o método de codificacdo por gap apos analise
quantitativa dos dados. A modulacdo de frequéncia pode ser definida como a variacdo no

valor da frequéncia dominante na nota.

Codificamos este carater em dois estados: ausente (estado 0) quando a diferenca da
frequéncia dominante do final e do inicio da nota foi menor do que 50 Hz; e presente (estado
1) quando a diferenga da frequéncia dominante do final e do inicio da nota foi maior do que
50 Hz. Este valor foi estipulado apds anélise acUstica de todas as popula¢des de Adenomera
do clado Mata Atlantica, pois todas as populacdes onde a maioria dos cantos nao

apresentavam modulacdo de frequéncia (=0 Hz), poucas populacdes apresentaram alguns
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individuos dos quais alguns cantos apresentaram uma variacdo da frequéncia dominante do
final e do inicio do canto de até 50 Hz. Por isso Uma variacdo de até 50 Hz foi considerada

como um artefato de leitura do programa da producdo da nota individual.

A modulacdo de frequéncia das vocaliza¢Ges no género Leptodactylus (L. mystaceus,
L. bufonius, L. latinasus e L. fuscus) é produzida através da vibracdo das cordas vocais sem
que ocorra a vibracdo das cartilagens aritendides (Martin, 1972; ver também carater 27,
“frequéncia dominante”). Experimentalmente, quando o autor expds o modelo biologico a
frequéncia periddica, ndo conseguiu reproduzir a modulacdo de frequéncia apresentada por
machos em atividade de vocalizacdo gravada em campo. Por isso, 0 autor sugeriu que a
contracdo de mdasculos laringofaringeais € necessaria para trazer as cordas vocais no

posicionamento exato e sob tensdo correta para a producdo do som tipico de cada espécie.
0: modulagéo da nota ausente
1: modulacéo da nota presente

Carater 5. Tipo de modulacéo de frequéncia

Quando existe diferenca nos valores de frequéncia dominante ao longo da nota é dito
haver modulacéo de frequéncia. Se a frequéncia dominante ao final da nota € maior do que a
frequéncia dominante no inicio da nota a modulacdo de frequéncia da nota é ascendente. Do

contrario, a modulacdo de frequéncia da nota € descendente.
0: modulacéo de frequéncia da nota ascendente
1: modulacéo de frequéncia da nota descendente

Carater 6. Canto agressivo
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Modificado do carcactere 132 de De Sa et al. (2014). O canto agressivo pode ser

emitido em interacdes territoriais entre machos (Kokubum et al., 2005).

0: ausente

1:presente

Carater 7. Sitio de vocalizagéo

Modificado do carater 133 de De Sé et al. (2014). Tipo de ambiente utilizado pelo
macho ao emitir o canto de anuncio. De Sa et al. (2014) consideraram o estado 4 deste carater
como: vocalizacdo em depressdo do solo (natural ou construida), ao passo que nés definimos
este estado apenas as depressGes naturais aproveitadas pelos machos para vocalizar.
Adicionalmente, o estado 5, vocalizacdo em camaras subterraneas (De Sa et al., 2014) foi
definido aqui por nds como vocalizacdo em depressdes construidas e/ou camara subterraneas.
Modificamos os estados 4 e 5 de De Séa et al., 2014 pois consideramos que 0s estados devem
devem refletir a capacidade de construcao dado que ambos os estados lidam com vocalizacéo

no mesmo substrato (solo)

0: 4gua

1: rochas

2: terreno aberto

3: solo, no meio do folhico

4: depressao natural

5: depressao construida (buracos ou camara subterranea)

6: em galhos ou troncos de arvores

Carater 8. Sitio de oviposicao
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Modificado do carater 135 de De Sé et al. (2014), que trataram 0S nossos caracteres
8, 9 e 10 como um Unico carater aditivo. Entretanto, preferimos estudar as homologias

separadamente.

0: oviposicdo em ambiente aquatico

1: oviposi¢do em ambiente terrestre

Caréater 9. Tipo de ambiente aquético para oviposi¢ao

Modificado do carater 135 de De S et al. (2014), que trataram 0s n0Sso0s caracteres

8, 9 e 10 como um Unico carater aditivo.

0: oviposicdo em ambienté I6tico (e.g. rios)

1: oviposicdo em ambiente Iéntico (e.g. pocas)

Carater 10. Tipo de ambiente terrestre para oviposi¢ao

Modificado do carater 135 de De S et al. (2014), que trataram 0S n0sSsos caracteres

8, 9 e 10 como um Unico carater aditivo.

0: oviposigcdo em solo
1: oviposigdo em depressdes naturais do solo
2: oviposicdo em depressdes construidas no solo

3: oviposi¢do em camaras de incubagéao

Carater 11. Pigmentacao dos ovos

Carater 13 de Heyer (1998); carater 68 de Grant et al. (2006); carater 143 De Sa et al.

(2014).
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A pigmentacdo de odcitos maduros (ovos) foi sugerida como uma protecdo aos
embrides expostos a radiacdo solar (Duellman e Trueb, 1986; Wells, 2007). Contudo, essa
explicacdo adaptativa ndo parece ser muito clara para muitos grupos. Por exemplo, algumas
espécies de dendrobatideos apresentam desova protegida da luz solar e ainda assim,
apresentam odcitos pigmentados (Myers e Daly, 1979; Grant et al., 2006). Adicionalmente,
algumas espécies do género Hypsiboas apresentam odcitos maduros ndo pigmentados
(Duellman, 1997; Faivovich et al., 2005; 2006; Nali et al., 2014), embora o0 género apresente
tipicamente odcitos pigmentados. No entanto, espécies de Hypsiboas que apresentam ovos
despigmentados podem depositar seus ovos em locais protegidos da luz solar (e.g., H.
heilprini; Nali et al., 2014) ou n&o (e.g. H. lemai; Duellman, 1997).

Na subfamilia Leptodactylinae, espécies do grupo de L. latrans e L. melanonotus, que
apresentam modos reprodutivos mais associados ao ambiente aquéatico, apresentam ovos
pigmentados (Heyer, 1998). O grupo de espécies de L. fuscus e as espécies do género
Adenomera depositam seus ovos em ambientes protegidos da luz solar e apresentam ovos
despigmentados (Cassini obs. pess.; Heyer, 1998; Giaretta e Kokubum, 2004; Kokubum e
Giaretta, 2005). J& o grupo de espécies de L. pentadactylus, apesar de apresentar modos
reprodutivos mais independentes do meio aquatico, apresentam ovos pigmentados
(Muedeking e Heyer, 1976; Heyer, 1998; Prado et al., 2005; Zina e Haddad, 2005).

0: ndo pigmentados, amarelos

1: pigmentados, cinza ou preto

Carater 12. Producéo do ninho de espuma pelos pais

Os aspectos comportamentais envolvidos na producéo do ninho de espuma nos varios

grupos taxonémicos onde este esta presente é relativamente consistente entre familias
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distintas. Relatos sobre a mecénica da producéo do ninho de espuma indicam a liberagao pela
cloaca da fémea de uma substancia mucosa e translicida antes ou concomitantemente a
liberacdo de o6citos maduros. Esta substancia mucosa € batida até virar uma espuma, que
abrigard oocitos maduros fertilizados (ovos), formando entdo o ninho de espuma. O sexo
responsavel em bater a substancia gelatinosa para produzir espuma e os membros (anteriores
ou posteriores) usados na mecanica de produgdo da espuma varia entre 0s taxons
(H6d1,1990).

A producdo do muco que sera batido em espuma parece estar associada com uma
porgdo mais desenvolvida dos ovidutos, mais especificamente dos pars convoluta dilatata,
localizados anteriormente ao ovissaco, (ver Furness et al. 2010). Esta estrutura formada por
tecido glandular foi chamada por alguns autores de “glandula de espuma” (Coe, 1974;
Kabisch et al., 1998) ou glandula de albumina (Alcaide et al., 2009). O grau de
desenvolvimento da pars convoluta dilatata tem sido relacionado ao tamanho corporal, ao
tamanho da desova e ao local de deposicéo do ninho de espuma (Furness et al., 2010).

Apesar de algumas espécies do género Pleurodema ndo apresentarem ninho de
espuma, Faivovich et al. (2012) encontraram que a presenca do ninho de espuma (estado 1)
é pleisiomorfica dentro do género. Assim, apesar no nosso taxon representante do género
Pleurodema (P. bibroni) ndo apresentar ninho de espuma, codificamos a presenca do ninho
de espuma (estado 1) para este terminal para que pudesse refletir a otimizacdo encontrada
por Faivovich et al. (2012).

0: ninho de espuma produzidos pelos pais ausente

1: ninho de espuma produzido pelos pais presente

Carater 13. Producéo de ninho de espuma pelos girinos
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Caréter 4 de Giaretta et al. (2011).

O ninho de espuma pode ser inicialmente produzido pelos pais e posteriormente
mantido pelos girinos por algumas espécies da subfamilia Leptodactilinae (sensu Pyron e
Wiens, 2011). A manutenc¢do do ninho de espuma pelos girinos tem sido documentada por
uma série de autores (e.g., Downie, 1989; Kokubum e Giaretta, 2005; Ponssa e Barrionuevo,
2008). Os girinos que apresentam a capacidade de manter o ninho de espuma apresentam
duas regibes de celulas glandulares, uma na superficie ventral do velum e outra na regido

posterior do teto bucal (Giaretta et al., 2010).
0: Producéo de ninho de espuma pelos girinos ausente
1: Producdo de ninho de espuma pelos girinos presente
Carater 14. Dieta dos girinos

Carater 144 de De Sa et al. (2014).

A maioria dos anuros apresenta fase larval exotréfica (estado 0), ou seja, 0 embrido é
nutrido primeiramente pelo vitelo e posteriormente, como girino, busca alimento ativamente
para completar o desenvolvimento (McDiarmid e Altig, 1999). Geralmente girinos
exotroficos sdo aquaticos (Haddad e Prado, 2005) com algumas excecGes (e.g., L. fallax;
Gibson e Buley, 2004). Girinos endotroficos, por sua vez, obtém energia para completar seu
desenvolvimento larval inteiramente do vitelo em ambiente terrestre ou, menos comumente,
em ambiente aquatico (McDiarmid e Altig, 1999). Girinos endotroficos apresentam uma
morfologia distinta de girinos exotroficos, como as auséncias de espiraculo, de fileiras de
dentes e de bico corneo (Vera Candiotti et al., 2005; Vera Candiotti et al., 2011).

Altig e Johnston (1989) definiram seis guildas de girinos endotréficos: (1) viviparos,

(2) ovoviviparos, (3) paraviviparos, (4) exoviviparos, (5) nidicolas e (6) desenvolvimento
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direto. As guildas de girinos endotréficos mais comuns sdo as nidicolas e as que apresentam
desenvolvimento direto, sendo a maior diversidade encontrada entre os nidicolas
(McDiarmid e Altig, 1999). Ao contrério dos anuros que exibem desenvolvimento direto, 0s
anuros com girinos endotroficos nidicolas apresentam fase larval natante. Apesar da
variedade de guildas de girinos endotréficos presente entre os anuros, o estado de carater 1
(girinos endotroficos) se refere apenas aqueles nidicolas, pois nossa amostragem nao
compreende outras guildas. Adenomera apresenta variacdo quanto a este carater, com
espécies exotroficas e endotréficas (de La Riva, 1995; Almeida e Angulo, 2002, Menin et
al., 2009; Carvalho e Giaretta, 2013; Menin e Rodrigues, 2013).
0: girinos exotroficos

1: girinos endotroficos

Caracteres discretos — Morfologia externa

Caracteres 15 — 19. Extremidade distal dos artelhos

Heyer (1973) descreveu a variacdo da expanséo da ponta distal dos artelhos em quatro
formas, onde todos os dedos parecem variar igualmente. No entanto, pela distribuicdo dos
estados do carater na nossa matriz, pudemos perceber que ndo ha dependéncia ldgica entre
as expansoes da regido distal de cada artelho. Assim, pelo fato da expanséo de cada artelho
ser uma transformacdo independente, estas devem ser codificadas separadamente para a
analise. Encontramos dois estados de caracteres discretos da porcao distal de cada artelho
(Figura 2): nenhuma expansdo (estado 0) e expandido, onde a porcéo distal do artelho
representa cerca de pelo menos 1,5 vezes o do didmetro do artelho (estado 1). Estes estados
foram estabelecidos visualmente e medidas ndo foram tomadas para delimitar precisamente

cada estado. Este conjunto de caracteres ndo esteve relacionado ao dimorfismo sexual.
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Figura 2. Caracteres 15 — 19: Expanséo da extremidade distal dos artelhos. A — Adenomera
sp. S, CFBH 35842 (artelho | com extremidade nédo expandida, estado O; artelhos
I, 1, IV e V com extremidades expandidas, estado 1); B — Adenomera

bokermanni UFMG 10289 (artelhos sem extremidades expandidas, estado 0).

Carater 15. Extremidade distal do artelho |
0: ndo expandida
1: expandida

Carater 16. Extremidade distal do artelho Il
0: ndo expandida
1: expandida

Carater 17. Extremidade distal do artelho 111
0: ndo expandida
1: expandida

Carater 18. Extremidade distal do artelho IV
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0: ndo expandida

1: expandida

Caréater 19. Extremidade distal do artelho V

0: ndo expandida

1: expandida

Carater 20. Faixa preta supratimpanica

Modificado do Carater 12 de De S4 et al. (2014), que trataram os caracteres 20 e 21

como um Unico carater aditivo.

0: ausente

1: presente

Carater 21. Extensao da faixa preta supratimpanica

Modificado do Carater 12 de De Sé et al. (2014), que trataram os caracteres 20 e 21

como um unico carater aditivo.

0: faixa se estende apenas acima do timpano

1: faixa se estende acima do timpano e continua posterolateralmente atras do timpano

Carater 22. Glandula ectopeitoral em machos

Observamos a presenca de concentracdo de acinos ventro-lateralmente, proximo da
regido pos-humeral, apenas em machos adultos nas espécies do género Adenomera (Figuras
3 e 4). A localizacdo da glandula ndo variou entre as espécies. Por outro lado, o grau de

desenvolvimento variou entre as espécies, sendo mais desenvolvida em A bokermanni e
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pouco desenvolvida em A. thomei, por exemplo. A presenca da glandula em machos de A.
lutzi e A. heyeri foi confirmada através da analise direta de espécimes pelo Dr. Phillippe Kok
(comunicacéo pessoal). O grau de desenvolvimento da glandula variou entre machos de uma
mesma espécie, estando ausente em juvenis. O estado do caréter foi codificado como presente
(estado 1) na espécie quando ao menos um macho foi encontrado com a glandula ectopeitoral

desenvolvida.

Lynch (1971) e Heyer (1975) descrevem uma série de glandulas em leptodactilideos
e ndo mencionam nenhuma estrutura nesta regido. Em regiGes corporais semelhantes, a
presenca de uma glandula localizada na regido pos-humeral é descrita para 0os géneros
Oreobates (Harvey e Sheehy, 2005; Padial, 2008; Pereyra et al., 2014), Leptobrachium
(Stuart et al., 2006; Rao et al., 2006; Hamidy e Masafumi, 2014), Leptolalax (Rowley et al.,
2010; Sung et al., 2014). Nestes géneros a glandula em questdo esta localizada atras da
inser¢do do braco e é chamada de infra-axilar. Em Oreobates berdemenos, Pereyra et al.
(2014) observaram esta glandula em machos e fémeas, muito embora em alguns individuos
estava ausente (aproximadamente em 25% dos paratipos) ou fracamente visivel (em 40% dos

paratipos).

Diferente da glandula infra-axilar de Oreobates e Leptolalax, a glandula ectopeitoral
foi encontrada apenas em machos das espécies do género Adenomera. Dada a natureza
dimorfica da glandula apenas em Adenomera e o atual conhecimento do relacionamento
filogenético de anuros, ndo consideramos as glandulas encontradas em Adenomera e
Oreobates e Leptolalax como homologas. A fungdo desta glandula ainda é desconhecida,
mas sua natureza dimorfica nos faz pensar se ela ndo desempenha alguma fungéo reprodutiva

no momento do amplexo axilar.
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Codificamos este caracter como segue:

0: Glandula ausente

1: Glandula presente

Figura 3. Carater 22: Glandula ectopeitoral em machos. A e B — Adenomera bokermanni
CFBH 23217 (estado 1); C e D — Adenomera thomei CFBH 34413 (estado 1); E e
F — Adenoemera marmorata CFBH 36001 (estado 1); G — Leptodactylus latinasus
CFBH 36471 (estado 0); H — Leptodactylus cupreus CFBH 23632 (estado 0).
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Figura 4. Carater 22: Glandula ectopeitoral em machos. Cortes transversais das areas
indicadas pela seta. A — Adenomera diptyx CFBH 4326; B — Adenomera diptyx
(detalhe de A); C — Leptodactylus fuscus, CFBH 37835; D — Leptodactylus fuscus
(detalher de C); E— Leptodactylus fuscus, CFBH 6437; F — Leptodactylus fuscus

(corte transversal de E); G — Adenomera sp. O, CFBH 22324; H — Adenomera
sp. O (corte transversal de G).
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Carctere 23. Excrescéncia nupcial do dedo Il de machos

Carater 24 (Ponssa, 2008).

Apesar de se ser comum no outgroup amostrado, machos do género Adenomera néo
apresentam excrescéncias nupciais no dedo I.

0:ausente

1:presente
Carctere 24. ProjecOes corneas na regido medial dos dedos Il e IV nos adultos

Algumas espécies do género Leptodactylus apresentam a regido medial (ou interna)
dos dedos Il e IV com uma fileira serrada, coberta por queratina (Figura 5). A presenca desta
estrutura j& foi mencionada em L. cupreus (Cassini et al., 2013; figura 5) e na descri¢ao dos
hol6tipos de L. paraenses, L. peritoaktites, L. rhodomerus, L. savagei e L. turimiquensis
(Heyer, 2005). Nao sabemos qual a funcéo desta estrutura. Machos e fémeas apresentam as

projecdes na mesma localizagdo, embora sejam comumente mais desenvolvidas em machos.

As espécies do género Adenomera e algumas espécies do grupo de L. fuscus nao

apresentam tais projecoes.
0: projec¢des corneas na regido medial dos dedos 111 e IV ausentes.

1: projecdes corneas na regido medial dos dedos 11 e IV presentes.
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Figura 5. Presenca de projecfes cdrneas na regido medial dos dedos Ill e IV nos adultos

(Carctere 24, estado 1) em Leptodactylus cupreus (CFBH 26359, macho). Al, A2
e A3 representam aumentos progressivos da regido demarcada pelo quadrado

vermelho.

Carctere 25. Focinho espatulado em machos

Modificado do carater 34 de De Sa et al. (2014), que consideraram o carater como
aditivo. Os autores codificaram 3 estados para este carater: ausente, presente apenas em
machos e presente em machos e fémeas. Neste trabalho codificamos este carater em machos
com focinho espatulado ausente (estado 0) ou presente (estado 1). Nenhuma fémea do género
Adenomera apresenta focinho espatulado.

O focinho pode ser espatulado devido a presenca de uma calosidade na sua regido
mais anterior (De Sa et al., 2014). Este carater esta associado a constru¢do com o focinho da
cavidade no solo para oviposicdo (Ponssa e Barrionuevo, 2012: fig. 2; Angulo and Icochea,
2010: fig. 8). E possivel que os estados 4 e 5 do carater 7 (sitio de vocalizagio em depresso
natural ou, em depressdo ou camara subterranea construidas, respectivamente) e o carater 10
(tipo de ambiente terrestre para oviposi¢do) possuam certo nivel de dependéncia com este
carater. Contudo, mantivemos a codificacdo de De S& et al. (2014) pelo fato de nédo

possuirmos dados de construcao de depressdes em solo ou camaras subterraneas para todos
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o0s terminais da matriz. Desse modo poderemos verificar a posteriori as dependéncias destes

caracteres.

0: Focinho espatulado em machos ausente

1: Focinho espatulado em machos presente

Caracteres continuos — Bioacustica

Os caracteres a seguir (exceto o carater 27) foram modificados de Robillard et al.
(2006), que discretizaram estes caracteres de natureza continua utilizando a codificacdo por
gap. Os caracteres a seguir foram tratados como carater continuo seguindo Goloboff et al.

(2006).

Carater 26. Nimero de notas por canto

Modificado do carater M2 de Robillard et al. (2006).

Carater 27. Frequéncia dominante (Hertz) da nota do canto de anuncio

A frequéncia dominante € definida pelo valor de frequéncia na nota contendo a maior
quantidade de energia. A frequéncia dominante é produzida em resposta a ressonancia das
frequéncias do som emitido e daquela produzida pelas cordas vocais. A faixa de frequéncia
a ser amplificada é determinada pela quantidade de massa fibrosa existente nas cordas vocais
(Martin, 1972; Gridi-Papp et al., 2006) e varia de acordo com a pressao do fluxo de ar através
da glottis (Martin, 1972). Este carater tem sido pouco usado na literatura em analises
filogenéticas e quando o é, autores optaram por converte-lo em variavel discreta através da
codificagdo por gap, onde busca se discretizar um dado continuo através de amplitudes ndo

sobrepostas dentro da amplitude total da amostra observada (e.g., Cocroft e Ryan, 1995;
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Robillard et al., 2006; Erdtmann e Amézquita, 2009). Este carater foi tratado aqui como

carater continuo seguindo (sensu Goloboff et al., 2006).

Carater 28. Duracéo da multinota (milissegundos)

Carater M3 Modificado de Robillard et al. (2006).

Carater 29. Duracgdo da nota (milissegundos)

Modificado do carater M5 de Robillard et al. (2006).

Carater 30. Ritmo de emissdo das notas (notas/segundo)

Modificado do carater M7 de Robillard et al. (2006).
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Tabela 2. Matriz de dados fenotipicos. Para nomes e estados de caracteres ver Resultados (continua).

NUmero do caractere

1{2|3] 4 |5 7 8 10 | 11 |12|13|14| 15 | 16 ([17|18| 19 | 20 | 21 [22(23| 24 | 25| 26 27 28 29 30
Centrolenidae o[1{o| 1 [of? - - 2lo]oflojo] - - |-{-l-10]-fof1]0] O - |4.200-5.500 - 0.120-0.400| 2.46-4.93
Adenomera ajurauna ofo[-| 1 [o]~ 3 ? 2 1?2 |?2|?2?]0|0&l|1]|1f0o&l] 1| 1|1]0] 0] 1 - |4.318-4.639 - 0.157-0.282| 0.19-0.53
Adenomera andreae ofo|-[ 1 [o]? 3 1 3|2 (1f1]1]1 1 |1|1f1|1]1]1|]0ofo0]|1 - |4.654-5.339 - 0.037-0.090| 0.25-0.51
Adenomera araucaria o[1{o| 1 [of? 3 ? 202 ]2[2]?2]o0 o |ojojof1]1]1]0]o0]|1 - |4.459-4.842 - 0.132-0.173| 0.43-0.74
Adenomera bokermanni olo|-| o |- 3 1 3o j1|2]1fo0 o |ojojof1]1]1]0]o0]|1 - |2.895-3.354 - 0.084-0.126| 0.60-1.14
Adenomera coca o[1]2]| o |- 2&3 ? 202 ]2[2]?2]o0 0o |ojojof1]1]?]0o]o0]f1 - |3530-3.707 - 0.115-0.144| 1.10-1.40
Adenomera cotuba o|1f{o| 1 [of?| 2&3 ? 202 ]2[2]?2]o0 0 |ojo| o fo&1l] 1 |2]0] 0] 1 - |3550-3.710 - 0.096-0.122| 0.26-0.52
Adenomera diptix of1|o| 1 |o]~ 3 1 of1]2]o0f| o0 0 (o|Jojo|1]|1f1]0]0]1 - |4.200-4.500 - 0.057-0.088| 0.99-1.80
Adenomera engelsi ofo|-| 0 |- 3 ? 212 ?2[?2]?2)0]o& 1|1l 0] 21|1|1]0]0]1 - |3.603-3.976 - 0.125-0.185| 0.16-0.33
Adenomera heyeri of1]o0f 1 [o]? ? ? 2022?21?21 0] 1 [1]1] 1 ]o&t] 1|1]0] 0] 1 - |3.568-3.844 - 0.137-0.185| 0.56-0.56
Adenomera hylaedactyla of1]o] 1 |0 3 1 3|o|1f1f1]0 0 (o|jojo|1]|1f1]0]0]1 - [3.958-4.476 - 0.034-0.062| 2.70-4.20
Adenomera lutzi olo[-] 1 |o]|?| 3&5 1 32 |?2f?|?[0o] 12 |1]1] 0 |0o&lf1]|1]|0]0]|1 - |3273-3617 - 0.041-0.064| 0.28-0.38
Adenomera marmorata o|of-|o&1|0 3 1 3(of1f?|1fo&1]0&1|1]|21]0&1 1 [ 1 ]|1]0] 0|1 - |4338-4.618 - 0.050-0.080| 0.45-0.83
Adenomera martinezi oj1]0f 0 |- 2&5 1 3|2 (21?2?20 0 [ojojJo|1|1]1]0f0]f1 - |1.880-2.060 - 0.063-0.151| 1.77-2.28
Adenomera nana ojo|-| o0 |- 3 ? 21?2?2122 0 1 |1f1{21]1]1f1]{0o]0]1 - |4679-5312 - 0.083-0.109| 0.3-0.5
Adenomera saci ofo|-| 0 |- 3&5 1 3|2 |1f?2]0]J0] 0 [ojoJoOo]1|1f|[?2]0]0O]1 - |3.850-34%0 - 0.101-0.123| 1.71-3.12
Adenomera simonstuarti 0|1]2| 1 |0]7 3 ? 21?2 (?2]?2|?2]0 1 |1f1{o] 1] 1?2001 - |2.006-1.919 - 0.061-0.069| 3.6-4.1
Adenomera sp. B 2(2]2 2 |2 ? ? 202221212 2 (2|2 2|22 |22 2] 2 ? ? ? ? ?
Adenomera sp.C 21212 o |- 3 ? 21212122 2 ? 2101 2 ? 21210 2 ? ? 4.057-4.953 ? ? ?
Adenomera sp. D 21212 2 |? ? ? 202 2 2 22 2 |2|2| 2| 22|22 2|2 ? ? ? ? ?
Adenomera sp. E 0{1f{0] 1 [0]? 3 ? 2222?22 2 [2l0] 222 |?2|of? ]~ - 44155052 - 0.155-0.259] 0.10-0.60
Adenomera sp. F 21?[?] ? |? ? ? 20202222 2 (22| 222?22 ]~? ? ? ? ? ?
Adenomera sp. G 21212 2 |? ? ? 202 2 2 22 2 |2|2| 2| 22|22 2|2 ? ? ? ? ?
Adenomera sp. | o[1]0] 1 |0]? ? ? 2021?22 ?] o0 1 111102121 ]2]0l0]|12 - 3.962-4.134 - 0.177-0.182| 1.00-1.00
Adenomera sp. N 21?1?]| ? |[? 3 ? ? 0 |1]|?|1[0 o0& |1|1]0&L| 1|1 |1]|0| 0] 1 ? ? ? ? ?
Adenomera sp. "sambaqui” olol-1 o |- 283 ? 2 21212121 0 0 olof| o 1 111210l 0 1 - 3.101-3.444 - 0.087-0.156| 0.61-2.3
Adenomera sp. P 21?12 2 |? ? ? 20222 22 2 2|22 222|222 ? ? ? ? ?
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Tabela 2 (continuacdo). Matriz de dados fenotipicos. Para nomes e estados de caracteres ver Resultados.

NUmero do caractere

112 5 7 8 [9( 10 |11 |12(13]|14( 15| 16 |[17|18( 19| 20 | 21 |22|23| 24 | 25 26 27 28 29 30
Adenomera sp. Q 2(2[2] 2 |2 ? 202122 |2]|2[?2] ? 2 |22l 222|222 |2 ? ? ? ? ?
Adenomera sp.R of1 1 0|7 3 212l 2121212120 0 11 1 1 11110l 0 1 - 4,946-5.390 - 0.056-0.119| 0.28-0.71
Adenomera sp. "catarinense” 0|0 0 |- 3 2 (2] 2 2121212 0o&1|l 0&1 | 1| 1]0&1] 1 111100 1 - 4.978-5.357 - 0.020-0.053| 058-0.96
Adenomera thomei 0|1 0 |- 2&3 11-13]0]1|1]|]0] 0O 0 |ojojJof1f1]1]0]0]1 - |3781-4.488 - 0.180-0.285| 0.32-0.51
Crossodactylodes itambe 21?212 2 [?]7 ? 01l - [1]0f0f0]| 1 1 |1f{1]1]0|-|0]12]0]f0O ? ? ? ? ?
Engystomops pustulosus 0|0 1 |1]7 0 of1f -lof1|[2|ofo0 0 |ojJoJofoOof-]o]l1]0]oO - |0.660-0.780 - 0.236-0.283 ?
Hydrolaetare dantasi 0fo 1 (0f* 0&5 20?1?71 ?1?1?(1?])0 0 ofof O 1 0]0f0] 1 1 | 0.6-2.2 |0.130-0.410|0.437-0.647 ? 13.00-49.00
Leptodactylus albilabris 0|0 1 10]7 ? 2 (22 lof1[2|?2]0 0 |ojJoJo|1f1]0o]Oo]l1]1 - |2.000-2.800 - 0.046-0.050| 4.00-4.00
Leptodactylus bufonius ofo 1 (0f? 2&5 -f3f0]1f[?]0] O 0 ofof O 1 0]0f0] 1 1 - 1.000-2.000 - 0.150-0.200| 1.25-1.25
Leptodactylus elenae ofo 1 (0f* ? 20?1?21 ?1?1?(0]0 0 ofof O 1 1 (0]0| 0 |0&1 - 1.370-1.500 - 0.020-0.030| 1.10-2.00
Leptodactylus fallax 0f1 1 (0 4 1(-{?2(?]-[?2]10]? ? 20?21 ? 1 1 (o1 ~? ? - 0.500-1.500 - 0.180-0.200| 0.70-1.00
Leptodactylus fuscus ofo 1 (0 2&4&5 1(-{3f[0]1f1]0] 0O 0 ofof O 1 1 {0]J0] O 1 - 1.000-2.800 - 0.160-0.170| 1.00-1.00
Leptodactylus insularum ofo 0 [?]7 ? 01 - | 1]1|2]|0] o0 0 |ojojJo|1f1fof1]1]oO - |0.110-1.200 - 0.080-0.120| 1.20-2.50
Leptodactylus knudseni of1 0 |- 3 1]-[2]-1]2[2]0] o0 0 |o|o| 0| 1 (o&fof1] 1] 0 - |0.340-0.690 - 0.160-0.430| 0.25-1.10
Leptodactylus labyrinthicus [0[0 0 |- 0&4 1 |-[1&2] 1 |1f1]0] O 0 |ojojJo|1f1fof1]1]oO - 0.400-0.600 - 0.140-0.210| 0.58-0.83
Leptodactylus latrans 2(2[2] 2 |2 ? 01 - |2 |2|o|-]o0 0 |ojoJo|1f|1fof1]1]oO - |3.100-4.000 - 0.110-0.200| 2.30-2.30
Leptodactylus melanonotus 0|1 0 |- 0 01 - |2 |1|2]|2?]o0 0 |ojojJo|1f1fof1]0] O - |1.000-3.000 - 0.020-0.090| 2.50-2.66
Leptodactylus mystaceus 0|1 1 ]0|?| 3&5 1|-13]0]1|1]|2]0 0 |ojoJo|1f1]0|l0]O0]1 - |0.700-1.400 - 0.150-0.250| 1.80-1.80
Leptodactylus mystacinus 0|0 0 [-[?[|2&3&5&6| 1 |-| 3 [0|1]1]0] O 0 |ojJoJo|1f1]0o]Oo]l1]1 - |2.000-2.500 - 0.040-0.060| 4.10-6.66
Leptodactylus pentadactylus |01 1 10]7 ? 1|-l1]2|1]?2]|0]O0 0 |ojJo|l o 1 fo&l]o|1] 0] O - 0.680-1.030 - 0.189-0.400| 0.06-0.62
Leptodactylus podicipinus 0fo 1 (0|~ 3&4 |0&1(1{1&2( 1 |1(?]|0] O 0 0ofof O 1 (0&1] 0] 1(0&1[ O - 1.000-3.500 - 0.020-0.040| 0.50-8.40
Leptodactylus rhodomystax [0 1 1 10]|7 4 1|-l1]2|1]?2]|0] 0O 0 |ojJo|l o 1 fo&1]o|1]1]0O - |3.700-5.400 - 0.120-0.230| 0.23-0.23
Lithodytes lineatus 0f1 0 |1]? 2&3 ? 1?1 ?21011]?2]10]0([0&%1|1]1]0 0 -1?{0] 0 0 - 2.600-2.600 - 0.120-0.120| 1.33-1.50
Paratelmatobius gaigeae ?(o 0 |- 2&3 01 - | ?]ofo]o] o0 0 |ojojJo|of-fof1]0] O ? [2290-3.110 ? 0.058-0.054 ?
Physalaemus feioi 1|0 1 (0f? 3 0 |1] - 0]1(?10] 0 0 o(of O 0 -]0f1] 0 0 | 3.0-7.5|2.550-2560| 36-50 |[0.040-0.045| 10.0-13
Pleurodema bibroni 1|1 0 |- 0 0 |1] - 1(1]1?]|0f O 0 ofof O 0 -]0f1] 0 0 |3.9-33.7|1.855-2.065| 3.63-33.71 [0.045-0.053| 9.7-11,1
Pseudopaludicola falcipes ~ [1]1 0 |- 0&1 0|1 - | 1]0ofo]o] o0 0 |ojojJo|of-|fof1]0] O ?  [4.200-5.800 ? 0.035-0.045| 9.16-9.16
Rupirana cardosoi ofo 0 |- 0&3 0|1 - | 1]0ofo]o] 0 0 |ojojJo|of-fof1]0] O ? [1170-1.410 ? 0.124-0.228 ?
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ANALISE FILOGENETICA

A analise cladistica realizada a partir de caracteres fenotipicos e DNA envolvendo e
55 taxons terminais resultou em uma arvore mais parcimoniosa com 14455 passos, indice de
retencdo igual a 0,51 e indice de consisténcia igual a 0,27.

Com relacdo ao outgroup, assim como no primeiro capitulo apresentado
anteriormente, a subfamilia Leiuperinae (sensu Pyron e Wiens, 2011) néo foi recuperada
como um agrupamento monofilético com respeito a espécie Pseudopaludicola falcipes, que
foi recuperada na base da arvore como irmdo de todos os integrantes da familia
Leptodactylidae. (Figura 6). As subfamilias Paratelmatobinae e Leiuperinae (exceto
Pseudopaludicola) foram recuperados como agrupamentos irmdos com baixo suporte de
Jackknife (32%) e este ultimo agrupamento foi recuperado como irmdo da subfamilia
Leptodactylinae (Hydrolaetare + Leptodactylus + Lithodythes + Adenomera), também com
baixo valor de reamostragem por Jackknife (75%; Figura 6.

Dentro do género Leptodactylus, os grupos de espécies de L. pentadactylus e L.
melanonotus ndo foram recuperados como monofiléticos em relacdo a L. rhodomystax e ao
grupo de L. latrans, respectivamente. O género Lithodythes foi recuperado como grupo irméo
do género Adenomera (Figura 6) e este clado (Adenomera + Lithodytes) foi recuperado como

grupo irmédo de (Hydrolaetare + Leptodactylus) com alto valor de suporte Jackknife (100%).
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100

Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes

Rupirana cardosoi

T!__: Paratelmatobius gaigeae
100 Crossodactylodes itambe
32 Pleurodema bibroni
T!__: Physalaemus feioi

100 Engystomops pustulosus
—— Hydrolaetare caparu
— Leptodactylus rhodomystax

100 Leptodactylus fallax
100 Leptodactylus knudseni
70
80 95 Leptodactylus pentadactylus
68 Leptodactylus labyrinthicus
= Leptodactylus melanonotus
78 Leptodactylus podicipinus
29 Leptodactylus latrans
42 Leptodactylus insularum

33 ;
Leptodactylus mystacinus
100 T: Leptodactylus elenae

98 Leptodactylus mystaceus
75 Leptodactylus albilabris
36 Leptodactylus fuscus
96 Leptodactylus bufonius

— Lithodytes lineatus

Adenomera sp. P .
T: Adenomera lutzi I Clado Lutzi
100 —— Adenomera sp. |
Adenomera sp. Q
87 T: Adenomera heyeri Clado Heyeri

100 55 Adenomera cotuba
W‘:‘: Adenomera sp. G
59 Adenomera sp. F
Adenomera sp. C
Adenomera andreae
Adenomera sp. E

Adenomera sp. D
100 Adenomera simonstuarti

_!—_AdeEmem martinezi
31 100 Adenomera sp. B
100 Adenomera saci Clado Hylaedactyla
o3 Adenomera diptyx
WL: Adenomera hylaedactyla
100 Adenomera coca

—— Adenomera thomei

Adem})qrgera marmoratc!’ ; Clado Marmorata
92 94 lenomera sp. n “canto curto Nort
99 Adenomera ajurauna orte
“ ; ”
100 Adenomera sp. n “catarinense
T: Adenomera araucaria

— Adenomera sp. n “sambaqui”
Adenomera sp. N Clado Marmorata
9 76 Adenomera engelsi Sul

48 Adenomera nana
56 Adenomera bokermanni

33
Clado Andreae

97

99

Clado Marmorata

Figura 6. Arvore mais parcimoniosa encontrada a partir da analise de evidéncia total.

NUmeros nos ramos indicam o valor de suporte por Jackknife (1000

pseudoréplicas).

Recuperamos o clado Lutzi como o mais basal dentro do género Adenomera, seguidos
pelos clados Heyeri e Andreae (Figura 6). O relacionamento na base da arvore dentro do

género Adenomera ainda merece maior atencdo, pois os valores de suporte Jackknife
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encontrados foram baixos. O clado Hylaedactyla foi recuperado como grupo irmao do clado
Mata Atlantica com alto valor de suporte (97%) e dentro do clado Marmorata os clados
Marmorata Norte e Marmorata Sul foram recuperados como grupos irméos também com alto
valor de Jackknife (100%). Dentro do clado Marmorata Sul ndo encontramos valores
significativos que suportem a topologia encontrada entre as espécies A. nana, A. bokermanni,

A. engelsi e A. sp. N.

SINAPOMORFIAS

Leptodactylinae

Na topologia da arvore que obtivemos, o clado correspondente a subfamilia
Leptodactilinae é suportado por duas sinapomorfias: o sitio de oviposi¢do (carater 8, estado
1), e 0 comportamento presente de girinos que produzem espuma e mantém o ninho (carater
13, estado 1), ambas ndo homoplasticas (Figura 7).

Leptodactylus + Hydrolaetare

O género Hydrolaetare é irmdo do género Leptodactylus. Estes formam um clado
suportado por uma sinapormorfia, a presenca de projecdes queratinizas na regido medial dos
dedos I1l e IV da mao (carater 24, estado 1; Figura 7). Na topologia obtida na nossa analise
este carater sofreu cinco reversdes (perdas) independentes dentro do género Leptodactylus:
uma na espécie L. pentadactylus, uma na espécie L. melanonotus e trés perdas independentes

dentro do grupo de espécies de L. fuscus (Figura 8).
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Centrolenidae
4}—Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni

Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi

151617 1819 .
===~ Crossodactylodes itambe
Paratelmatobius gaigeae

2 2125
001

Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
1 — Leptodactylus fallax

L . ; Leptodactylus knudseni
4 i Leptodactylus labyrinthicus
? Leptodactylus pentadactylus

724

Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus podicipinus

Leptodactylus insularum

Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
21

00

8 13
11

Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus
% Lithodytes lineatus

{Adenomera lutzi

Adenomera sp. P

111718
011

Adenomera sp. |
Adenomera heyeri
Adenomera sp. Q
Adenomera cotuba
Adenomera sp. F
Adenomera sp. G

Adenomera sp. E
Adenomera simonstuarti

Adenomera sp. D

Adenomera martinezi
&Adenomera saci

Adenomera sp. B

Adenomera diptix
ﬁ[ﬁAdenomera coca
% Adenomera hylaedactyla
— Adenomera thomei

Adenomera marmorata

Adenomera ajurauna
Adenomera sp. n. “canto curto”

Adenomera araucaria
3 19
11
Adenomera sp. n. "sambaqui*

Adenomera sp. n. "catarinense”

Adenomera engelsi
Adenomera sp. N
Adenomera bokermanni

16 19
11

Figura 7 (pagina anterior). Cladograma mostrando as sinapomorfias de cada n6. NUumeros acima e
abaixo dos ramos sdo 0s numeros dos caracteres e 0s seus estados, respectivamente.
Circulos brancos e pretos indicam caracteres homoplasticos e nao-homoplasticos
respectivamente.

Adenomera nana
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Centrolenidae

— Pseudopaludicola falcipes

Pleurodema bibroni

Engystomops pustulosus

Physalaemus feioi

Rupirana cardosoi

Crossodactylodes itambe
Paratelmatobius gaigeae

Hydrolaetare dantasi

Leptodactylus rhodomystax

Leptodactylus fallax

Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus melanonotus
[0,1]Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans

24

Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus

— Lithodytes lineatus
Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomerasp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
Adenomera cotuba
Adenomerasp F
Adenomera sp G
[ Adenomera sp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
[ | Adenomera martinezi
—[E Adenomera saci
Adenomera sp B
Adenomera diptix
—[L— Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla
— Adenomera thomei
Adenomera marmorata
Adenomera ajurauna
Adenomera sp n "canto curto"
Adenomera araucaria
Adenomera sp n "catarinense"
Adenomera sp n "sambaqui"
Adenomera engelsi
Adenomerasp N

Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Figura 8 (pagina anterior). Mapeamento e otimizacéo do carater 24 (projecOes queratinizas
naregido medial dos dedos 11l e IV da m&o). Ramos em preto — estado 0 (ausente);
em vermelho — estado 1 (presente); em azul — ambiguo.
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Observamos formatos distintos de projecfes corneas na regido medial dos dedos |11
e IV nas demais espécies do género Leptodactylus. Nao obstante, a morfologia das projecdes
pode mudar dentro de cada grupo do clado. Até o presente momento, nossa amostragem néo
permitiu testar a homologia dos formatos destas projecGes dentro de Leptodactulus +
Hydrolaetare.

Em algumas espécies do grupo de L. fuscus, as projecdes corneas ndo apresentam
coloracgéo sob microscopio esteroscéopico (Figura 9). Nestas espécies as projecoes apresentam
formato arredondado na regido apical e ordenados numa fileira até a regido do dital dos dedos
(Figura 10). As projecdes sdo formadas por células epidérmicas que envolvem uma fina
camada de derme no centro. A superficie € coberta por um estrato corneo com células
altamente queratinizadas e ha presenca de glandulas mucosas na derme esponjosa na regido

das projec6es cdrneas (Figura 10).

0.5 mm

Figura 9. ProjecOes na regido medial do dedo Il da mdo em Leptodactylus mystacinus
(CFBH 9804).
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Figura 10. Morfologia das projecfes na regido medial dos dedos Il da méo em
Leptodactylus bufonius (MACN 43368) sob A — microscopio estereoscopio; B
e C — microscapio eletrdnico de varredura e D — microscopio optico.

As espécies do grupo de L. latrans e L. melanonotus também apresentam projecoes
cérneas na regido medial dos dedos Il e IV. Os adultos das espécies do grupo de L. latrans
apresentam, além das projecdes cérneas na regido medial dos dedos Ill e 1V, espinhos na
regido dorsal dos dedos. Em algumas espécies do grupo de L. latrans, as projecdes corneas
na regido medial dos dedos Il e IV sdo visiveis sob microscépio estereoscopico e apresentam
coloracédo escura. As projecOes apresentam formato de espinho ou formato arredondado,
ordenadas numa fileira na regido medial dos dedos Il e IV (Figura 11). Os espinhos dorsais
dos dedos sdo formados por células epidérmicas que circundam uma fina camada de derme
e ha presenca de glandulas mucosas na derme esponjosa na regido das projeces corneas

(Figura 11). As projecdes corneas na regido medial dos dedos Il e IV se diferenciam dos
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espinhos na regido dorsal dos dedos por serem menos desenvolvidas do que estes Gltimos
(Figura 11).

Os adultos das espécies do grupo de L. pentadactylus ndo apresentam as projecdes
corneas na regido medial dos dedos I11 e IV. Machos adultos deste grupo apresentam apenas
0s espinhos na regido dorsal dos dedos. No entanto, 0s juvenis e subadultos apresentam as
projecdes escuras na regido medial dos dedos Ill e IV visiveis a olho nu com formato de
espinho (i.e., ndo arredondado) dispostas em fileira (Figura 11) e de anatomia histologica
como descrita anteriormente para L. bufonius e L. latrans. Sob microscopio estereoscopico é
possivel observar facilmente a presenca de acinos glandulares associados abaixo da regido
dos espinhos localizados na regido dorsal dos dedos em machos de L. labyrinthicus (Figura
11). Sob microscopio eletrdnico € possivel observar que estes espinhos apresentam tamanhos
irregulares. E possivel observar glandulas mucosas abaixo dos espinhos do dorso dos dedos
em L. labyrinthicus. Inclusive, é possivel observar também a presenca de poros localizados

préximos a estes espinhos (Figura 11 E1, E2 e F2).

Leptodatylus

O clado contendo as espécies do género Leptodactylus é suportado por uma
sinapomorfia ndo homoplastica: sitio de vocalizacdo em depressdes naturais (carater 7,
estado 4; Figura 7). Dentro do género Leptodactylus ocorre o aparecimento secundario de
dois estados homoplasticos deste carater mais derivados: O sitio de vocalizag¢do (1) em solo
no meio do folhico em L. knudseni (carater 7 estado 3), presente também em algumas
especies do género Adenomera (Figura 12) e (2) dentro de tocas subterraneas (carater 7,

estado 5) é derivado dentro do género Leptodactylus no n6 que define o grupo de L. fuscus e

203



também compartilhado com algumas espécies do género Adenomera (e.g., A. lutzi, A.

martinezi e A. saci; Figura 12).

Figura 11. Morfologia das projecdes nas regides dorsal e medial dos dedos Il da m&o em

Leptodactylus chaquensis (MACN 42279) sob Al - microscépio

estereoscopio; B1 e C1 — microscépio eletrénico de varredura e D1 — G1 —
microscopio optico. D1 — projecdo da regido medial dos dedo Ill e E1l e G1 -

projecOes da regido dorsal do dedo. Morfologia das projecfes nas regides

dorsal e medial dos dedos I11 da mdo em Leptodactylus pentadactylus. A2 e B2
— CFBH 23510, sub adulto; C2 — G2 — CFBH 31812, adulto. Setas verdes
indicam as projecdes da regido medial dos dedos 1l e 1V da méo; setas azuis

indicam espinhos da regido dorsal dos dedos da mé&o; setas vermelhas indicam

a localizacdo da abertura do poro de glandulas mucosas praximas aos espinhos.
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Centrolenidae
— [0,1]Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
[0,3]Rupirana cardosoi
Crossodactylodes itambe
[2,3]Paratelmatobius gaigeae
[0,3,5]Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
;_eptodactylus fallax
Leptodactylus knudseni
[0,4]Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus melanonotus
[3,4]Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
[2,3,5,6]Leptodactylus mystacinus
[3,5]Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
[2,5]Leptodactylus bufonius
[2,4,5]Leptodactylus fuscus
—[2,3]Lithodytes lineatus
_E [3,5]Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomerasp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
[2,3]Adenomera cotuba
Adenomera sp F
Adenomera sp G
L Adenomerasp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
L [2,5]Adenomera martinezi
<[E [3,5]Adenomera saci
Adenomera sp B
Adenomera diptix
—[E [2,3]Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla
—[2,3]Adenomera thomei
Adenomera marmorata
Adenomera ajurauna
Adenomera sp n "canto curto”
Adenomera araucaria
Adenomera sp n "catarinense"
[2,3]Adenomera sp n "sambaqui"
Adenomera engelsi
Adenomera sp N
Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Figura 12 . Mapeamento e otimizacgdo do carater 7 (sitio de vocalizacdo). Ramos em preto — estado
0 (4gua); em vermelho — estado 1 (rochas); em verde — estado 3 (terra no meio da

vegetacdo); em rosa — estado 4 (depress6es naturais); em laranja — estado 5 (depressdes
construidas); em azul — ambiguo.
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Adenomera

O género Adenomera € suportado por duas sinapormorfias, sendo uma delas nao
ambigua, mas homoplastica. A presenca de um focinho espatulado em machos (carater 25,
estado 1) é uma sinapomorfia homoplastica de Adenomera, sendo compartilhado com as
espécies do grupo de Leptodactylus fuscus e com o género Hydrolaetare. A presenca da
glandula ectopeitoral em machos (carater 22, estado 1) foi encontrada como uma
sinapomorfia ambigua que suporta o clado Adenomera (Figuras 7 e 13) devido a falta de
informacdo para Lithodytes lineatus. Numa otimizacéo acelerada (ACTRAN) este estado de
caréater (carater 22, estado 1) otimiza como uma sinapomorfia ndo ambigua de Adenomera +
Lithodytes, e numa otimizacdo lenta (DELTRAN) este estado de carater otimiza como
sinapomorfia ndo ambigua de Adenomera.

No que diz respeito a evolucdo fenotipica dentro do género Adenomera, de acordo
com a sua distribuicdo na matriz de caracteres fenotipicos e com a topologia da nossa analise
filogenética, a presenca de girinos endotréficos (carater 14, estado 1) é um estado
homoplastico otimizado de maneira ndo ambigua no né que agrupa os clado Marmorata,
estando presente também em A. andreae e A. hylaedactyla (Figura 7 e 14), sugerindo trés
aparecimentos independentes. No entanto, este resultado deve ser analisado com cautela dada
a falta de informacdo disponivel para os terminais mais basais do género Adenomera (e.g.,

A. lutzi e A. heyeri).
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Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi

Crossodactylodes itambe

Paratelmatobius gaigeae

Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
— Leptodactylus fallax

Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus

Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus

— Lithodytes lineatus

Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomerasp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
Adenomera cotuba
Adenomera sp F
Adenomera sp G
Adenomera sp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
Adenomera martinezi
_[E Adenomera saci
Adenomera sp B
Adenomera diptix
Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla
— Adenomera thomei
Adenomera marmorata
Adenomera ajurauna

Adenomera araucaria

Adenomera sp n "sambaqui”
Adenomera engelsi
Adenomera sp N
Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Adenomera sp n "canto curto”

Adenomera sp n “catarinense”

Figura 13. Mapeamento e otimizagdo do carater 22 (glandula ectopeitoral em machos).
Ramos em preto — estado 0 (ausente); em vermelho — estado 1 (presente); em

azul — ambiguo.
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Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi
Crossodactylodes itambe
Paratelmatobius gaigeae
Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
— Leptodactylus fallax
L Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus

— Lithodytes lineatus
Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomerasp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
Adenomera cotuba
Adenomera sp F
Adenomera sp G
| Adenomera sp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
| | Adenomera martinezi
—[E Adenomera saci
Adenomera sp B
Adenomera diptix
—[E Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla
— Adenomera thomei
Adenomera marmorata
Adenomera ajurauna
Adenomera sp n "canto curto"
Adenomera araucaria
Adenomera sp n "catarinense"
Adenomera sp n "sambaqui"
Adenomera engelsi
Adenomera sp N
Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Figura 14. Mapeamento e otimizacdo do carater 14 (dieta dos girinos). Ramos em preto —
estado 0 (exotrdfico); em vermelho —estado 1 (endotrofico); em azul —ambiguo.
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As falanges terminais dos dedos | e V raramente sdo expandidas nas espécies do
género Adenomera. A Unica espécie que apresentou expansao na falange terminal do dedo |
foi A. andreae (carater 15, estado 1; Figura 7) e as espécies que apresentaram expansdo na
falange terminal do dedo V foram A. heyeri, A. andreae, A. sp. R e A. nana (carater 19, estado
1; Figura 15). A expansdo na falange terminal do artelho 11 (carater 16, estado 1) foi otimizada
como sendo um estado de carater simplesiomorfico dentro género Adenomera de maneira
ambigua (Figura 16). Este estado de carater pode ser uma sinapomorfia homoplastica tanto
do clado Lithodythes + Adenomera quanto do género Adenomera, a depender a otimizagdo
ser acelerada (ACTRAN) ou lenta (DELTRAN), respectivamente. Em ambas as otimizacdes,
este estado de carater sofreu duas reversdes (carater 16, estado 0): uma em A. cotuba e outra
no no que agrupa os clados Mata Atlantica e Hylaedactyla. Além disso, a expansdo na falange
terminal do artelho 11 (carater 16, estado 1) apresenta um surgimento secundario em A. nana
(Figura 7 e 16). Ja as expansdes das falanges terminais dos dedos Il e IV (caracteres 17 e

18, ambos estado 1) se mostraram muito homoplasticas dentro do género Adenomera.
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Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Ruegrana cardosoi
Crossodactylodes itambe
Paratelmatobius gaigeae
Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
— Leptodactylus fallax
L Leptodactylus knudseni
‘lj[ Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus

Leptodactylus melanonotus
‘l_EE_eptodactylus podicipinus

Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
L Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus
Lithodytes lineatus
.y Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomera sp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
Adenomera cotuba
Adenomera sp F
Adenomera sp G
Aggenomera spC
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
Adenomera martinezi
‘I:[ Adenomera saci
Adenomera sp B
Adenomera diptix
‘I:E Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla
— Adenomera thomei
[0,1]Adenomera marmorata
[0,1]Adenomera ajurauna
[0,1]Adenomera sp n "canto curto"
Adenomera araucaria
Adenomera sp n "catarinense"
Adenomera sp n "sambaqui”
Adenomera engelsi
[0,1]Adenomera sp N
1ﬁdenomera bokermanni
Adenomera nana

Figura 15. Mapeamento e otimizacdo do carater 19 (expansédo da parte distal do artelho V).
Ramos em preto — estado 0 (ndo expandido); em vermelho — estado 1
(expandido); em cinza — ambiguo.
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Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi
- Crossodactylodes itambe
Paratelmatobius gaigeae
Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
Leptodactylus fallax
Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus
[0,1]Lithodytes lineatus
Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomerasp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
Adenomera cotuba
Adenomera sp F
Adenomera sp G
Adenomera sp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
Adenomera martinezi
‘I:[ Adenomera saci
Adenomera sp B
Adenomera diptix
Adenomera coca
s Adenomera hylaedactyla
— Adenomera thomei
[0,1]Adenomera marmorata
[0,1]Adenomera ajurauna
[0,1]Adenomera sp n “canto curto"
Adenomera araucaria
Adenomera sp n "catarinense”
Adenomera sp n "sambaqui*
[0,1]Adenomera engelsi
[0,1]Adenomera sp N
Adenomera bokermanni
~ Adenomera nana

Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi
Crossodactylodes itambe
Paratelmatobius gaigeae
Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
Leptodactylus fallax

Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus
[0,1]Lithodytes lineatus
Adenomera lutzi
5 Adenomera sp P

Adenomerasp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q

[~ Adenomera cotuba

Adenomera sp F
Adenomera sp G

Adenomera sp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
Adenomera martinezi
‘I:[ Adenomera saci
Adenomera sp B
Adenomera diptix
Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla
— Adenomera thomei
[0,1]Adenomera marmorata
[0,1]Adenomera ajurauna
[0,1]Adenomera sp n “canto curto"
Adenomera araucaria
Adenomera sp n "catarinense"
Adenomera sp n "sambaqui*
[0,1]Adenomera engelsi
[0,1]Adenomera sp N
16Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes

Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi
Crossodactylodes itambe
Paratelmatobius gaigeae
Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
Leptodactylus fallax
Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus
[0,1]Lithodytes lineatus
Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomerasp |
Adenomera heyeri
i 16Adenomera spQ
Adenomera cotuba
Adenomera sp F
Adenomera sp G
Adenomera sp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
L Adenomera martinezi
‘I:[ Adenomera saci

Adenomera sp B

Adenomera diptix
. ‘I:E Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla

— Adenomera thomei
[0,1]Adenomera marmorata
[0,1]Adenomera ajurauna
[0,1]Adenomera sp n "canto curto"”
Adenomera araucaria
Adenomera sp n "catarinense"
Adenomera sp n "sambaqui"
[0,1]Adenomera engelsi
[0,1]Adenomera sp N
Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Figura 16. Mapeamento e otimizacdo do carater 16 (expansdo da parte distal do artelho Il) A — otimizacdo ndo ambigua; B — otimizacao acelerada; C —

otimizacdo lenta. Ramos em preto — estado 0 (ndo expandido); em vermelho — estado 1 (expandido); em azul — ambiguo.
211



Dentro do género Adenomera, o canto pulsionado (rapidas modulagdes de amplitude
na nota) é plesiomorfico (carater 2, estado 1). O canto ndo-pulsionado (caréater 2, estado 0)
apareceu pelo menos quatro vezes de maneira independente durante a historia evolutiva do
grupo. O no6 do clado Marmorata apresenta uma ambiguidade no estado deste carater por
conflito de informagdo (Figura 17). Numa otimizacdo acelerada (ACCTRAN) um
surgimento secundario do canto pulsionado ocorre no clado de A. araucaria + A. sp. n.
“catarinense”. J& numa otimizacgdo lenta (DELTRAN) o canto ndo pulsionado aparece cinco
vezes de maneira independente em Adenomera (Figura 17)

A otimizacéo da frequéncia dominante apresentou uma mudanca de valor que suporta
0 né do clado que engloba o género Adenomera (Figura 18). Na topologia da arvore obtida
na nossa analise filogenética, este € 0 nd que apresenta os maiores valores de frequéncia
dominante (excluindo os valores apresentados na raiz em Centrolenidae). Os demais valores
de frequéncia dominante otimizados nos nos da arvore até o nd do clado do género
Adenomera apresentaram uma amplitude desde 0,68 kHz até 2,6 kHz. A amplitude de valores
otimizados no né do clado Adenomera foram 3,27 — 3,62 kHz (Figura 18). Valores
semelhantes da amplitude de frequéncia dominante foram obtidos no terminal de L.
melanonotus (1,00 — 3,00 kHz) e mais alto no terminal de L. rhodomystax (3,7 — 5,4 kHz).

Da mesma forma, a otimizacgdo dos valores de ritmo de emissdo da nota apresentou
uma mudanga no né do clado do género Adenomera. Os valores apresentam uma amplitude
de 1,33 a 1,50 notas/s no nd do clado Lithodythes + Adenomera e uma amplitude de 0,56 —
0,6 notas/s no nd do clado Adenomera. No entanto, valores semelhantes sdo observados nos
nos do clado do género Leptodactylus (Figura 19). Interessante apontar o alto valor observado
na otimizacdo do no no clado Hylaedactyla (1,4 — 1,77 notas/s) e como essa otimizagao se

diferencia do no6 do seu clado irmdo Mata Atlantica (0,53 — 0,60 notas/s).
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Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi

Crossodactylodes itambe

Paratelmatobius gaigeae
Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
Leptodactylus fallax
Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus

— Lithodytes lineatus
Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomera sp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
Adenomera cotuba
Adenomera sp F
Adenomera sp G
Adenomerasp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
Adenomera martinezi
{E Adenomera saci
Adenomera sp B

Adenomera diptix
{'j Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla

— Adenomera thomei

Adenomera marmorata
Adenomera ajurauna
Adenomera sp n “canto curto”
Adenomera araucaria

Adenomera sp n "sambaqui”
Adenomera engelsi
Adenomera sp N
Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Adenomera sp n "catarinense"

Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi
Crossodactylodes itambe
Paratelmatobius gaigeae
Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
Leptodactylus fallax
Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus

Leptodactylus melanonotus

Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus

— Lithodytes lineatus
2 Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomera sp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
Adenomera cotuba
Adenomera sp F
Adenomera sp G
Adenomera sp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
Adenomera martinezi
<E_E Adenomera saci
Adenomera sp B
Adenomera diptix
{lj Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla
— Adenomera thomei
Adenomera marmorata
Adenomera ajurauna

Adenomera araucaria

Adenomera sp n "sambaqui”
Adenomera engelsi
Adenomera sp N
Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Adenomera sp n "canto curto"

Adenomera sp n "catarinense”

Centrolenidae
— Pseudopaludicola falcipes
Pleurodema bibroni
Engystomops pustulosus
Physalaemus feioi
Rupirana cardosoi
Crossodactylodes itambe

Paratelmatobius gaigeae

2 -
Hydrolaetare dantasi
Leptodactylus rhodomystax
Leptodactylus fallax
Leptodactylus knudseni
Leptodactylus labyrinthicus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus melanonotus
Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus insularum
Leptodactylus latrans
Leptodactylus elenae
Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus albilabris
Leptodactylus bufonius
Leptodactylus fuscus

2

r— Lithodytes lineatus
Adenomera lutzi
Adenomera sp P
Adenomerasp |
Adenomera heyeri
Adenomera sp Q
Adenomera cotuba
Adenomerasp F
Adenomerasp G
Adenomera sp C
Adenomera andreae
Adenomera sp E
Adenomera simonstuarti
Adenomera sp D
Adenomera martinezi
{f Adenomera saci

Adenomera sp B

Adenomera diptix

{'j Adenomera coca
Adenomera hylaedactyla

— Adenomera thomei
Adenomera marmorata
Adenomera ajurauna
Adenomera sp n “canto curto”
Adenomera araucaria
Adenomera sp n "catarinense"
Adenomera sp n "sambaqui”
Adenomera engelsi
Adenomera sp N
Adenomera bokermanni
Adenomera nana

Figura 17. Mapeamento e otimizacédo do carater 2 (rdpida modulacdo de amplitude — pulsos — na nota) na topologia da arvore obtida atraves
da analise de evidéncia total. A — otimizagdo ndo ambigua; B — otimizacdo acelerada; C — otimizacao lenta. Ramos em preto —

estado 0 (ausente); em vermelho — estado 1 (presente); em azul —ambiguo.
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4.200

Tree 0, char. 1 (22.429 steps
4.200-5.500— Centrolenidae
4.200-5.800~ Pseudopaludicola_falcipes

1.170-1
2‘065—2.290{2

.065-2
.855-2
.065-2
0.130-0

2.065-2.2907

1
42004 2‘065-2.290{2

1.200-2.600

2.065-2.6007

2.065-2.6007

2.600

3.273-3.617

3.710-3.9627

1.200-2.

.410— Rupirana cardosoi
290%?.290—3.110* Paratelmatobius_gaigae
: ?— Crossodactylodes itambe
.065- Pleurodema bibroni
290%?.550—2.560* Physalaemus feioi
! 0.660-0.780~ Engystomops_pustulosus
.410- Hydrolaetare_caparu
3.700-5.400~ Leptodactylus rhodomystax
0.500-1.500— Leptodactylu

0.340-0.690-
0.680-0.690{
0.680-0.690

1.000-3.000-

500{
500

500{

600 OA68O-1.500{

1.200-1.500
1.200-1.500{
1.200-1.

1.400-1.
1.400-1.500{

1.400-1.

1.200-1.500

2.600~ Lithodytes lineatus
3.273_3.617{?"Aden0mera sp P

3.273-3.617— Adenomera lutzi

3.962-4.134- Adenomera_sp I
3.710-3. 8447 Bde
' : 3.568-
3.550-

3.710-

3.710-3.9627

3‘710—3.844{
3.710-3.844{

4‘057-4.415{ 4.654-

4.057-4.415{
4.057-

3.490-
3.958-4.200{

3.958-

3.958-4.4157

3.958-4.415
3.781-

3.958-4.488

3.958-

s_fallax
Leptodactylus knudseni
0.680-1.030~ Leptodactylus pentadactylus
0.400-0.600~ Leptodactylus_labyrinthicus
Leptodactylus melanonotus
.000-3.500~ Leptodactylus podicipinus
?— Leptodactylus latrans
'200_1'500{0.11071A200* Leptodactylus_insularum
.000-2.500~ Leptodactylus mystacinus
.370-1.500- Leptodactylus _elenae
.700-1.400~ Leptodactylus mystaceus
2.000-2.800~ Leptodactylus albilabris
000{1 100-2 OOO%?.OOO-Z.SOO*Léptodactvlus fusc
' ’ 1.000-2.000~ Leptodactylus_bufo

1
1
2
1
0
1.400-2.

nomera_sp Q

3.844— Adenomera heyeri

3.710~ Adenomera_cotuba
?— Adenomera sp G

3'8“{?‘Adenomera_sp_F

4.057-4.953— Adenomera sp C

5.339~ Adenomera andreae
. 415+?.415—5.052* Adenomera sp E
. 2A005_4.415{f"Adenomera sp D

618~ Adenomera marmorata
639%ﬂ.97875.357*Adenomera sp
4.318-4.639~ Adenomera_aj
842{A.946-5.390*Adenomera sp
! 4.459-4.842— Adenomera_ar
3.101-3.444— Adenomera sp
976{
3

3.603-3.9767
.603-3.976{

1.919-2.OOS‘TAdenomera_simonstuarti
3 850{?~880-2'0607 Adenomera martinezi
. _ ?— Adenomera_sp B
3.490 3'850{3.490—3.850* Adenomera saci
4.200-4.500~ Adenomera diptyx
4-200{3 956-4. 2003 958-4-476~ Adenonera hylaedactyla
! ' 3.530-3.707— Adenomera_coca
4.488~ Adenomera_thomei
4.338-4,
4.338—4.618{
4.338-4.
4.459-4
3.958—4.618{
3.603-3.

4.618

3.603-3.9767

us
nius

S

urauna

R

aucaria

0
?— Adenomera_sp N
3.603-3.976~ Adenomera_engelsi
4.679-5.312~ Adenomera nana
2.895-3.354— Adenomera bokermanni

Figura 18. Mapeamento e otimizacdo do carater 27 (frequéncia dominante — kHz) na topologia da arvore obtida através da analise de

evidéncia total.
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Tree 0, char. 4 (40.740 steps)

2.460-4.930~ Centrolenidae
9.160~ Pseudopaludicola_falcipes

?— Rupirana cardosoi

4.930-9.160 4'930'10'000{4 930-10 000{?* Paratelmatobius gaigae
4.930-10.000 ! ! ?— Crossodactylodes_itambe
9.700-11.100— Pleurodema bibroni
4.930-9.160 9,700—10.000{ 10.000-13.000— Physalaenus_feioi
9.700-10.0004, ¢ -
?— Engystomops_pustulosus
13.000-49.000— Hydrolaetare caparu
0.230~ Leptodactylus_rhodomystax
1.330-9.160 ) 001000 0.700-1.000~ Leptodactylus fallax
1.930-9.160 ~ .700-1. ‘[ 0.250-1.100~ Leptodactylus_knudseni
0.700-2.000 0‘620'1-000{0 620-0 830{0.060—0,620* Leptodactylus pentadactylus
: ! 0.580-0.830~ Leptodactylus labyrinthicus
0.700-2.000 2.500-2.660~ Leptodactylus_melanonotus
1.800—2.500{ 0.500-8.400~ Leptodactylus podicipinus
1-500'2-500{1 800-2 500{?* Leptodactylus latrans
1.800-2.000 4'100 5‘660 lL.200-d2.5001* Leptodac;ylus_insularum
1.330-9.1601 _ .100-6.660- Leptodactylus mystacinus
1.800 2‘000{1.100»2‘000* Leptodactylus_elenae
1.800-2.000 1.800- Leptodactylus mystaceus
1-800-2-000{ 4,000~ Leptodactylus albilabris
1~800'2'000{1 250{1.000* Leptodactylus fuscus
: 1.250- Leptodactylus bufonius
1.330-1.500- Lithodytes lineatus
_ ?— Adenomera_sp P
0.380 0'600{0,280—0.380* Adenomera lutzi
1.330-1.500 1.000~ Adenomera_sp I
0.560-0.600 0.560{?7 Adenomera sp Q ‘
0.560-0.600 0.560~ Adenomera heyeri
' ’ 0.560 0 520-0 560{0.260-0.520* Adenomera_cotuba
A _ ?— Adenomera sp G
0.520 0'560{?* Adenomera_sp_F
_ B ?— Adenomera sp C
0.560-0.600 0‘560—0.600{ 0.250-0.510— Adenomera andreae
0.560-0.600{

0.560-0
.560-3

1.770-2
1.710*1‘770{
1.710-1
1.400-1.770

0.990-1
1.400»1‘770{1 1001

0.560-0.6007

0.100-0.600~ Adenomera sp E
‘600{0

600{?7 Adenomera_sp D ‘ ‘
' 3.600-4.100~ Adenomera_simonstuarti
.280~ Adenomera_martinezi

?— Adenomera sp B
'770{1.710*3.120:Adenometaisaci
.800~ Adenomera diptyx
.770{2.700—4,200* Adenomera hylaedactyla

0.560-0.600 1.100-1.400- Adenomera_coca
0.320-0.510— Adenomera thomei
" 70.450-0.830~ Adenomera marmorata
0'530‘0‘600{0 530-0 600{0.960-58.000* Adenomera sp $
’ ' 0.190-0.530— Adenomera_ajurauna
0.280-0.710— Adenomera sp R
{0'530 0'600{0.430—0.740* Adenomera_araucaria
0.530-0.600 .

610-2.300— Adenomera sp 0
0.530—0.600{

0.530-0.600

0.530-0.600

=}

_ ?— Adenomera_sp N
0.330 0‘600{0‘160—0.330* Adenomera engelsi
.500-0.600 _ -
0.500-0 600{0‘300_0‘500 Adenomera nana
! ! 0.600-1.140~ Adenomera bokermanni

S

Figura 19. Mapeamento e otimizacdo do carater 30 (ritmo da emissdo da nota — notas/segundo) na topologia da arvore obtida atraves da
analise de evidéncia total.
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DISCUSSAO

TOPOLOGIA

O relacionamento encontrado entre 0s terminais do outgroup difere
consideravelmente de hipoteses filogenéticas prévias envolvendo a familia Leptodactylidae
(Ponssa, 2008; Pyron e Wiens, 2011; Fouquet et al., 2013; De S et al., 2014). A primeira
diferenca diz respeito ao monofiletismo de Leiuperinae, em relacdo ao posicionamento de
Pseudopaludicola falcipes. Em andlises prévias, o grupo € recuperado como monofilético
(Pyron e Wiens, 2011; Fouquet et al., 2013; De Sa et al., 2014). No entanto, outros estudos
também encontraram este terminal ndo relacionado aos demais leiuperideos (e.g., Faivovich
et al.,, 2012). Uma das possibilidades a ser considerada é a atracdo de ramos longos
envolvendo os terminais do género Pseudopaludicola e uma forma de contornar este
problema seria inserir mais terminais do género na analise (Boris Blotto, comunicacao
pessoal). Nossa analise foi desenhada para estudar o relacionamento e evolucdo do género
Adenomera e, por isso, ndo € um bom teste de monofiletismo da subfamilia Leiuperinae
comparado com outros estudos prévios envolvendo perguntas mais abrangentes que
envolveram uma amostragem maior de terminais e caracteres. Por esta razdo, a discussdo de
alguns caracteres sera feita baseada no monofiletismo da subfamilia Leiuperinae, ao invés de
considerar o género Pseudopaludicola como um terminal basal em relagdo a todos os demais
terminais do clado representado pela familia Leptodactylidae.

O relacionamento dentro do género Leptodactylus é controverso na literatura. NOs
ndo recuperamos 0 grupo de L. pentadactylus como monofilético com relagdo a L.

rhodomystax, assim como Pyron e Wiens (2011), Fouquet et al. (2013) e ao contrario de
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Ponssa (2008) e De Sa et al. (2014). Recuperamos o taxon L. rhodomystax na base do clado
do género Leptodactylus, sendo irmdo de todos os demais respresentantes do género, uma
topologia muito similar daquela encontrada por Pyron e Wiens (2011) e Fouquet et al. (2013)
na analise bayesiana. No entanto, no mesmo trabalho, Fouquet et al. (2013) recuperaram L.
rhodomystax e L. rhodonotus na base do clado do grupo de L. fuscus numa analise de
parciménia. Numa andlise de evidéncia total e com novas sequéncias adicionadas, De Sa et
al. (2014) recuperam tanto L. rhodomystax quanto L. rhodonotus inseridos no clado do grupo
de L. pentadactylus. Assim como Pyron e Wiens (2011), também néo recuperamos o grupo
de L. melanonotus como monofilético, ao contrério de Fouquet et al. (2013) e De S4 et al.
(2014).

O relacionamento entre os grupos de espécies do género Leptodactylus, além da
ressalva dos tdxons supracitados, também é controverso. Diferentes topologias foram obtidas
utilizando amostragens e métodos de otimizacdo distintos. Como esperado, nossa analise
resultou numa topologia que mais se assemelha aquela obtida por Fouquet et al. (2013) no
que se refere ao relacionamento entre os grupos de espécies do género Leptodactylus, uma
vez que a nossa amostragem de caracteres se assemelha muito daquela de Fouquet et al.
(2013). No entanto, os Unicos autores que utilizaram evidéncia total num estudo filogenético
envolvendo o género Leptodactylus foram De Sa et al. (2005) e De Sa et al. (2014). A anélise
mais completa de tdxons e de caracteres € aquela de De Sa et al. (2014) e, por isso, daremos
énfase na nossa discussdo a topologia encontrada por estes autores sobre a evolugéo de alguns
caracteres na familia Leptodactylidae.

Nosso unico terminal representante do género Hydrolaetare foi H. dantasi e este foi

recuperado como grupo irmao do género Leptodactylus. Mas, o posicionamento filogenético
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de Hydrolaetare é controverso. Fouquet et al. (2013) recupera o terminal H. cf. caparu como
irmdo do género Leptodactylus e Fouquet et al. (2014) recuperam o mesmo terminal dentro
do clado de Leptodactylus, tornando-o parafilético. A fim de testar o impacto de dados
fenotipicos numa andlise filogenética envolvendo o género Leptodactylus, De Sa et al. (2014)
conduziram uma anélise de evidéncia total e uma apenas com evidéncia molecular. Na
andlise de evidéncia total, o género Hydrolaetare é recuperado como grupo irmao do género
Leptodactylus e na andlise filogenética com dados de DNA (mitocondrial e nuclear) os
autores recuperaram o género Hydrolaetare dentro do género Leptodactylus, como grupo
irméo de L. melanonotus, deixando o género Leptodactylus parafilético. No entanto, apesar
desses autores levantarem dados moleculares do género Hydrolaetare para sua andlise
filogenética, os mesmos ndo codificaram os caracteres fenotipicos para o género na anélise
de evidéncia total.

O género Hydrolaetare foi descrito por Gallardo (1963) para acomodar a espécie
Limnomedusa schmidti (Cochran and Goin, 1959). Leptodactylus dantasi foi descrito por
Borkermann (1959) e alocado no grupo de L. melanonotus por Heyer (1970). Souza e Haddad
(2003) realocaram a espécie L. dantasi para o género Hydrolaetare e apresentaram uma nova
diagnose para o género: presenca de projecdes queratinizadas nas margens dos dedos. Numa
analise cladistica preliminar, Cassini et al. (em preparacao) incluiram dados osteoldgicos do
cranio de H. schimdti (dados extraidos de Lynch, 1971) na matriz fenotipica de Ponssa et al.
(2008). Numa analise de evidéncia total onde dados moleculares também foram inseridos, o
terminal representante do género Hydrolaetare € recuperado dentro do grupo de L.
melanonotus (Cassini et al., em preparacdo), como na analise filogenética baseada em

evidéncias moleculares de De S et al. (2014). Assim, a validade do género Hydrolaetare
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deve ser melhor avaliada com base num estudo envolvendo uma matriz de caracteres
fenotipicos mais completa para o género.

A topologia encontrada dentro do género Adenomera néo difere daquela encontrada
por nés no capitulo anterior e por Fouquet et al. (2014). Apesar de recuperar uma topologia
melhor resolvida com relagdo ao primeiro capitulo, os relacionamentos basais entre os clados
Lutzi, Heyeri, Andreae e Hylaedactyla + Mata Atlantica apresentaram valores de suporte
muito baixo de Jackknife (33% e 31%). O suporte encontrado do clado Marmorata Sul e do
relacionamento das espécies que compdes o clado, também €é menor do que aquele
encontrado no primeiro capitulo, possivelmente devido a baixa amostragem de taxons na
segunda analise.

A adicdo de uma matriz fenotipica ndo alterou a topologia da arvore e tampouco 0s
suportes dos ramos envolvidos no género. Com uma matriz fenotipica maior, De Sa et al.
(2014) conseguiram recuperar 0s grupos de espécies do género Leptodactylus como
monofiléticos e encontraram valores mais altos de suporte dos ramos do género. Apesar de
ndo alterar a topologia e suporte do género Leptodactylus, a adi¢do de dados fenotipicos a
matriz na analise filogenética nos permite propor de maneira empirica hip6teses de
homologia, testar sinapomorfias e entender como ocorreu a evolugdo de certos caracteres

dentro do grupo.

BIOACUSTICA

A inclusdo de caracteres acusticos na matriz fenotipica numa anélise de evidéncia
total nos permite inferir poucos padrbes evolutivos dentro do grupo estudado. Nossos

resultados mostraram que alguns pardmetros do canto de anincio podem conter informacéo
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filogenética na subfamilia Leptodactilinae, assim como visto por Goicochea et al. (2010) em
Strabomantidae e Erdtmann e Almézquita (2009) em Dendrobatidae. Estudos prévios ja
apontavam evidéncias de que as diferencas em pardmetros acusticos sdo de origem genética
(Gerhardt, 1994), podendo refletir um padrdo geogréfico associado a divergéncias genéticas
(Prohl et al., 2006). No entanto, Heyer e Reid (2003) ndo encontraram um padrédo congruente
entre variacdo genética e acustica em L. fuscus, pois as populagdes analisadas da espécie
apresentaram grande estruturacdo filogenética ao longo da sua distribuicdo geogréfica e
pouca variacdo em parametros acusticos. Adicionalmente, Cannatella et al. (1998) ndo
recuperaram as mesmas topologias de arvores quando inferiram as hipoteses filogenéticas a
partir de fontes de evidéncias distintas (DNA e bioacustica).

Ja foi demonstrado que a forma de codificagdo de caracteres pode influenciar
fortemente na topologia da arvore obtida nas analises filogenéticas (Wiens, 2001; Goicochea
et al., 2010). Mas, além disso, € possivel que a variabilidade dos caracteres e,
consequentemente, a quantidade de informacéo filogenética recuperada a partir deles possa
variar em diferentes niveis hierarquicos numa filogenia (Goicochea et al., 2010). Assim, é
importante levar em consideracdo que Goicochea et al. (2010) e Edrtmann e Almézquita
(2009) analisam o relacionamento intra e intergenérico, enquanto Cannatella et al. (1998)
analisaram o relacionamento dentro de um grupo de espécies (intragenérico) e que Heyer e
Reid (2003) analisaram o relacionamento intraespecifico.

Parametros acusticos definidos por estruturas anatdmicas (mecanisticas) séo mais
conservados e contém informacdes filogenéticas, ao contrario de parametros acusticos
moldados e definidos de acordo com a fisiologia e comportamento social (McLister et al.,

2005; Robillard et al., 2006). De fato, para o género Adenomera o carater 29 (duracdo da
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nota), que apresenta forte componente social e ambiental envolvido na sua producéo (e
consequentemente com alto coeficiente de variacdo; Gehardt, 1991), ndo apresentou nenhum
padrdo evolutivo evidente na arvore. Pudemos encontrar um padrdo evolutivo quando
otimizamos os valores continuos em parametros estaticos como a frequéncia dominante e o
ritmo de emisséo da nota (caracteres 27 e 30, respectivamente). A frequéncia dominante e o
ritmo de emisséo da nota sdo parametros que apresentam baixos coeficientes de variagao nas
diferentes espécies de anuros, sendo muito utilizados nas diagnoses taxondémicas ao nivel
especifico (Cocroft e Ryan, 1995). Ao otimizar estes caracteres continuos na topologia da
arvore obtida em nossa analise filogenética, estes parametros nos permitiram verificar uma
mudanca de valores no né que define o género Adenomera, mas ndo entre as espécies que
compdem este género.

Erdtmann e Amézquita (2009) também encontraram sinal filogenético na frequéncia
dominante, apesar de terem codificado este carater de maneira distinta de nds. J& Goicochea
et al. (2010) encontraram muita homoplasia quando codificaram a frequéncia dominante de
maneiras distintas. Sobre o caréacter 2 (rapida modulacdo de amplitude na nota — pulsos),
apesar de também ser um pardmetro de baixo coeficiente de variacdo, encontramos
homoploasia dentro do género Adenomera com pelo menos quatro surgimentos
independentes do canto ndo pulsionado. Ainda assim, foi possivel inferir um ancestral com
canto pulsionado. Neste aspecto, nossos resultados sé&o concordantes com Goicochea et al.
(2010), autores que tambeém encontraram sinal filogenético neste parametro acustico. Assim
como observado por Goicochea et al. (2010), mas contrariamente ao observado por Erdtmann
e Amézquita (2009), a duragdo da nota ndo apresentou um padrdo filogenético ao ser

otimizada na topologia da arvore obtida. O mesmo podemos dizer sobre a modula¢do da
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frequéncia na nota, que apesar de ser um parametro mecanistico, ndo apresentou sinal
filogenético forte, sendo bastante varidvel dentro de algumas espécies do género Adenomera

(e.g., A. marmorata).

SINAPOMORFIAS

Como dito anteriormente, apesar da topologia e dos suportes dos ramos da arvore
obtida por nds ndo mudarem ap0s inserirmos caracteres fenotipicos na matriz de dados, este
procedimento nos permitiu testar hipoteses de homologias e fazer inferéncias sobre a
evolucdo morfoldgica e comportamental dentro da subfamilia Leptodactylinae. Com base em
caracteres osteoldgicos de adultos, Ponssa (2008) encontrou algumas sinapomorfias que
suportam os ramos dos clados dos géneros Adenomera e Leptodactylus, bem como os ramos
dos clados de cada grupo de espécies do género Leptodactylus. Miranda et al. (no prelo)
também encontraram sinapomorfias que suportam o género Leptodactylus e para 0s grupos
de espécies do género com base em morfologia larval (cranial e oral). Apesar da nossa
pequena matriz fenotipica de 30 caracteres, ao otimizar todos os estados de caracteres na
topologia da arvore obtida em nossa analise filogenética, encontramos pelo menos uma
sinapomorfia que suporta os clados Leptodactylinae e Hydrolaetare + Leptodactylus.

Ponssa (2008) encontrou cinco sinapomorfias osteoldgicas (duas homoplasticas e trés
ndo homoplasticas) que suportam o clado que define Leptodactylinae. Encontramos duas
sinapomorfias ndo homoplasticas comportamentais que suportam o grupo: sitio de
oviposicdo em ambiente terrestre (carater 8, estado 1) e a presenca de girinos que produzem

espuma (carater 13, estado 1).
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Vaérias sinapomorfias tém sido encontradas para o género Leptodactylus em hipbteses
filogenéticas prévias que incluiram evidéncias fenotipicas (Ponssa, 2008; De Sa et al., 2014;
Miranda et al., no prelo). Quando otimizamos os caracteres fenotipicos da nossa matriz nas
topologias obtidas por Ponssa (2008) e De Sa et al. (2014) a auséncia de rapidas modulacoes
no canto (pulsos; carater 2, estado 0) é recuperada como uma sinapomorfia homopléstica do
género Leptodactylus (presente também em Adenomera). No entanto, nenhuma andlise
filogenética incluiu dados morfolégicos do género Hydrolaetare na amostragem dos
terminais. Encontramos a presenca de projecdes queratinizas na regido medial dos dedos I11
e IV da méo (carater 24, estado 1) como uma sinapomorfia ndo homoplastica que suporta o
clado Hydrolaetare + Leptodactylus.

Até o presente trabalho, nenhum teste de homologia envolvendo caracteres
fenotipicos havia sido conduzido e, portanto, ndo havia sinapomorfias propostas para o
género Adenomera. A presenca de girinos endotroficos que completam seu desenvolvimento
dentro do ninho de espuma sdo caracteristicas Unicas presentes em algumas espécies de
Adenomera (Heyer 1969a; b; Kokubum e Giaretta, 2005; De S& et al., 2014). Esta
caracteristica foi decomposta em mais de um carater (caracteres 12, 13, 14 — ninho de
espuma, producdo de ninho de espuma pelo girino e dieta do girino, respectivamente).
Quando otimizados, os estados de caracteres que deveriam refletir a particularidade de
algumas espécies de Adenomera apresentaram girinos que se desenvolvem no ninho de
espuma (estado 1 dos caracteres supracitados) ndo séo recuperados como sinapomorfias que
suporta o grupo, principalmente devido a falta de dados disponiveis de taxons basais: A. lutzi
e A. heyeri. A presenca do ninho de espuma e a de girinos endotroficos serdo discutidas mais

adiante.
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No entanto, encontramos uma sinapomorfias homoplastica que suportam o género
Adenomera: a presenca de focinho espatulado (carater 25, estado 1, homoplastico). O focinho
espatulado é encontrado também em espécies do grupo de Leptodactylus fuscus e em
Hydrolaetare. E provavel que este estado de carater ndo seja independente de construgio de
depressdes ou cdmaras subterraneas para oviposicao (carater 10, estados 3 e 4) ja que é sabido
que a toca (camara subterrénea) é construida através de pressdo do focinho do macho contra
0 solo (Martins, 1988). Apesar da construcdo do ninho n&o ter sido observada diretamente
pelos machos de Adenomera e Hydrolaetare dantasi, é hipotetizado que as espécies que
apresentam o focinho espatulado constroem a toca de maneira semelhante a L. fuscus. No
entanto, a otimizacdo dos caracteres 10 e 22 (sitio de oviposicdo e focinho espatulado
respectivamente), ndo sdo idénticas. Apesar dos terminais que apresentam sitio de oviposi¢édo
em depressdes construidas ou cémaras subterrdneas também apresentarem focinho
espatulado, a grande quantidade de entradas faltantes na matriz do carater 10 (sitio de
oviposicdo) ndo nos permite inferir empiricamente a dependéncia destes dois caracteres.

A presenca da glandula ectopeitoral em machos (carater 22, estado 1) foi encontrada
como uma sinapormorfia ambigua que pode ou suportar o género Adenomera ou Adenomera
+ Lithodytes (numa otimizacdo lenta ou acelerada respectivamente). Contudo, néo tivemos
acesso a machos de L. lineatus; ndo pudemos ter certeza de como esse carater otimiza na
topologia da arvore.

N&o se conhece sobre glandulas sexualmente dimdrficas da pele em Leptodactylidae
e ndo se conhece muito sobre essas glandulas em Anura, inclusive aquelas envolvidas no
desenvolvimento do calo nupcial em machos, sendo a maior parte do nosso conhecimento

limitado a familia Hylidae (Brunetti et al., 2012; no prelo; Luna et al., 2012). A distribuicao
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taxonémica de macroglandulas sexualmente dimorficas (glandulas laterais e mentonianas)
observadas em Cophomantini é complexa, com multiplas apari¢cdes e perdas independentes
dentro da tribo (Brunetti et al., no prelo). Por outro lado, encontramos a glandula ectopeitoral
em machos em todas as espécies de Adenomera, ainda que em diferentes graus de
desenvolvimento, e ndo encontramos em outras espécies de Leptodactylidae (para espécies
analisadas ver Apéndice 4). Devido a sua localizacao e a sua natureza dimdrfica, a glandula
ectopeitoral em Adenomera deve estar associada com comunica¢do quimica durante o
amplexo.

Devido a sua natureza, tem sido sugerido que as glandulas sexualmente dimérficas
desempenham um papel importante na atividade reprodutiva (Brizzi et al., 2003).
Infelizmente, apesar dessas inferéncias, a verdadeira funcdo destas glandulas permanece
desconhecida, com poucas excecBes feitas as glandulas abdominais adesivas em
Gastrophryne carolinensis (Conaway & Metter, 1967) e glandulas femorais produtoras de
ferormonios em Mantellidae (Poth et al., 2012). Possivelmente a deficiéncia de estudos nesta
area se deve ao foco da biologia reprodutiva e comunicagdo entre anuros ser direcionada para
sinais acusticos. Entretanto, alguns estudos ja mostraram que muitas espécies utilizam outras
modalidades de sinais para comunicacao (i.e., visual, tatil, quimico) e, na maioria dos casos,
esses sinais interagem formando um sinal multimodal (Haddad & Giaretta, 1999; Amézquita
& Haodl, 2004; Taylor et al., 2011; Preininger et al., 2013). H& algumas evidéncias
comportamentais (Pearl et al., 2000; Poth et al., 2012) e quimicas (Poth et al., 2012; Willaert
et al., 2013) que reforcam a hipdtese de que as glandulas sexualmente dimorficas da pele de
anuros liberam sinais quimicos associados a reproducdo. Apesar de um aumento no interesse

sobre a estrutura e ultraestrutura dessas glandulas (Vences et al., 2007; Goncalves & Brito-
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Gitirana, 2008; Siegel et al., 2008), o conhecimento de sua diversidade, distribuigéo

taxondmica e evolucdo ainda é muito pobre (Brunetti et al., 2012).

NINHO DE ESPUMA

A producéo do ninho de espuma pelo casal em amplexo das espécies de Leiuperinae
e Leptodactylinae apresenta semelhancas nas estruturas e da mecénica envolvida na sua
producdo. De fato, todas as espécies da familia Leptodactylidae produtoras de ninho
apresentam a estrutura pars convoluta dilatata (Furness et al., 2010) e fabricam a espuma
através de movimentos de batimento das pernas dos machos concomitantemente ou logo ap6s
a liberacdo de odcitos maduros pela fémea (Filho et al., 2005; Altig e McDiarmid, 2007;
Dalgetty e Kennedy, 2010). Ainda assim, ndo sabemos ainda a mecanica envolvida na
producdo da espuma pelos casais em amplexo do género Adenomera, apesar das espécies L.
lineatus e A. hylaedactyla apresentarem a estrutura pars convoluta dilatata (Furness et al.,
2010).

Estudos prévios mostram que o ninho de espuma produzido pelo casal amplectante
(carater 12, estado 1), apareceu duas vezes independentemente na familia Leptodactylidae
(Grant et al. 2006; Ponssa, 2008; Pyron e Wiens, 2011; Faivovich et al., 2012; De Sa et al.,
2014). No entanto, quando a subfamilia Leiuperinae € recuperada como irma da subfamilia
Leptodactylinae, existe a possibilidade de que o ninho de espuma tenha aparecido apenas
uma vez, como sinapomorfia do clado Leptodactylidae (Fouquet et al., 2013). A otimizacdo
da presenca de ninho de espuma (carater 12, estado 1) na nossa hipétese filogenética da
familia Leptodactylidae é ambigua. Num primeiro cenario, com uma otimizagdo rapida

(ACCTRAN), a producéo do ninho de espuma pelos pais aparece uma vez no no Leiuperinae
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(exceto Pseudopaludicola falcipes) + Crossodactylodinae + Leptodactylinae e perdido em
Crossodactylodinae. Na topologia obtida na analise de parcimdnia por Fouquet et al. (2013),
onde Crossodactylinae é recuperado como irmdo de Leiuperinae + Leptodactylinae, este
estado de carater também otimiza de maneira ambigua, e numa otimizacéo acelerada, o ninho
de espuma também aparece apenas uma vez, mas é perdida em Psedopaludicola falcipes.

Num segundo cenério, considerando uma otimizacdo lenta (DELTRAN) ou, ainda,
considerando a subfamilia Leiuperinae monofilética, este estado de carater € homoplastico
com dois aparecimentos independentes do ninho de espuma: um no né que agrupa 0s géneros
Pleurodema + Engystomops + Physalaemus (ou Leiuperinae) e outro no nd que define a
subfamilia Leptodactylinae, concordando com as otimiza¢des nas topologias de Ponssa,
2008; Pyron e Wiens, 2011; Fouquet et al. (2013; otimizagdo DELTRAN na topologia da
arvore mais parcimoniosa e na da analise bayesina ) e De S et al. (2014). A producéo do
ninho de espuma parece ser uma condi¢do derivada em Leiuperidae, e por isso pleisiomorfica
em Pseudopaludicola (Faivovich et al., 2012), reforcando a hipétese de dois aparecimentos
independentes do ninho de espuma em Leptodactylidae.

Considerando as hipoteses filogenéticas de Frost et al. (2006), Grant et al. (2006) e
Pyron e Wiens (2011), os modos reprodutivos que envolvem a construgdo de um ninho de
espuma evoluiram pelo menos sete vezes durante a historia evolutiva dos anuros, pelo menos
uma vez nas familias Microhylidae, Limnodynastidae, Rhacophoridae, Hiperoliidae, Hylidae
e Leptodactylidae (com dois aparecimentos independentes, um em cada subfamilia
Leiuperinae e Leptodactilinae; ver revisdo em Faivovich et al., 2012; Fouquet et al., 2013;
De Sa et al., 2014). As principais hipdteses filogenéticas correntes de Anura (Frost et al.,

2006; Pyron and Wiens, 2011) sugerem que em todas as familias onde o ninho de espuma
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ocorre em Hyloidea evoluiram a partir de uma condi¢do onde o0 ninho era construido numa
superficie aquética (Faivovich et al., 2012). Ja em Ranoidea, o aparecimento do ninho de
espuma se deu de maneira distinta. Em duas familias de Ranoidea (Hyperoliidae e
Racophoridae) esse carater evoluiu a partir de uma condigdo terrestre e na familia
Microhylidae, apesar de ndo ser muito claro, a oviposi¢cdo em ambiente aquético deve ser
pleisiomodrfica e a terrestrialidade do ninho de espuma aumentou depois do surgimento de
desenvolvimento endotrofico na familia (Faivovich et al., 2012).

Além do ninho de espuma produzido pelos pais, uma outra condicdo derivada é a
manutenc¢do do ninho de espuma pelos girinos em algumas espécies do género Leptodactylus
e Adenomera (Downie, 1989; Almeida e Angulo, 2002; Ponssa e Barrionuevo, 2008; Giaretta
et al., 2011). Em L. fuscus, o casal amplectante desova e produz uma espuma através de
batimentos da perna do macho (Oliveira Filho et al., 2005). Apés eclosdo dos ovos, ja foi
demonstrado a capacidade dos girinos de algumas espécies de produzirem espuma e garantir
a manutencao do ninho até que completem seu desenvolvimento no préprio ninho(no caso
de algumas espécies de Adenomera) ou até que possam ser conduzidos para um corpo d’agua
mais proximo para completar seu desenvolvimento (Caldwell e Lopez, 1989; Almeida e
Angulo, 2002; Giaretta e Kokubum, 2004; Kokubum e Giaretta, 2005; Kokubum e Souza,
2008; Ponssa e Barrionuevo, 2008; Menin et al., 2009).

Uma alta atividade das glandulas mucosas no tecido epitelial na regido ventral do
velum e na regido posterior do teto bucal foi detectada em girinos de Adenomera
hylaedactyla, L. fuscus, L. furnarius e L. labyrinthicus (Downie, 1989; Giaretta et al., 2011)
e a capacidade de producdo de ninho de espuma pelos girinos foi detectada em quatro

especies: A. hylaedactyla, A. thomei, L. mystraceus e L. latinasus (Caldwell & Lopez 1989;

228



Almeida e Angulo, 2002; Ponssa e Barrionuevo, 2008). A maneira de como se da a producéo
do ninho de espuma pelos girinos € semelhante em todas as espécies: o girino realiza
movimentos sincronizados com a cabeca e a cauda e libera bolhas através da boca (Downie,
1989; Kokubume Giaretta, 2005; Ponssa e Barrionuevo, 2008; Menin et al., 2009). No
entanto, no género Adenomera o comportamento de producédo de ninho é realizado até quase
a metamorfose (estagio 35 e 42; Gosner, 1960) (Kokubum & Giaretta 2005; Menin et al.,
2009) enquanto que em L. fuscus e L. latinasus a producdo de espuma € feita até no maximo
0 estagio 29 (Downie, 1989; Ponssa e Barrionuevo, 2008).

Downie (1989) sugeriu que, além da atividade da glandula mucosa bucal, a producéo
do ninho de espuma pelo girino pode apresentar um fator comportamental. Isto porque o
autor verificou que um girino isoladamente ndo é capaz de produzir espuma (e
consequentemente ndo sobrevive), pois ndo consegue manter a atividade de movimentagédo
sincronizada para produzir bolhas estaveis suficientes. Além disso, as glandulas mucosas
bucais também sdo encontradas, embora em atividade muito reduzida, em espécies que nao
fabricam ninho de espuma (e.g. Rhinella granulosa e Mannophryne trinitatis) e sdo usadas
para aprisionar alimento na agua ou acumular muco para prevenir contra dessecagdo
(Downie, 1989). No entanto, mais estudos sobre a fisiologia e comportamento sobre a
producdo de espuma por girinos sdo necessarios para que possamos levantar melhores
propostas de homologias.

Apesar da falta de rigor amostral, Giaretta et al. (2011) sugerem um taxon néo
ranqueado, Spumoranuncula, para definir um suposto clado composto por espécies dos
géneros Leptodactylus e Adenomera que apresentam espécies com girinos capazes de

produzir espuma de maneira homéloga. Esta proposta foi rejeitada por Fouquet et al. (2013)
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e De Sa et al. (2014) por considerarem que a capacidade de producédo de espuma pelos girinos
das espécies de Adenomera e do grupo de espécies de L. fuscus homopléastico. No entanto,
quando otimizamos este carater nas arvores de Fouquet et al. (2013) e De Sé et al. (2014),
este estado de carater é recuperado sem ambiguidade, como sinapomorfia que suporta o clado
de Leptodactylinae. Este mesmo resultado foi observado na topologia da nossa hipdtese
filogenética.

Nas topologias de Ponssa (2008) e Pyron e Wiens (2011), a presenca de girinos
capazes de produzir espuma no ninho € otimizada de maneira ambigua. Nestas propostas
filogenéticas, numa otimizacdo acelerada (ACCTRAN) a presenca de girinos capazes de
produzir espuma é recuperada como uma sinapomorfia que suporta o n6 que agrupa todos 0s
Leptodactylinae (assim com encontrado neste estudo), e numa otimizacdo mais lenta
(DELTRAN) € recuperada como dois aparecimentos independentes: uma no né que agrupa
as espécies do grupo de L. pentadactylus + L. fuscus e outra no né que agrupa os clados
Andreae + Hylaedactyla + Mata Atlantica. Dessa maneira, 0 taxon proposto,
Spumoranuncula (Giaretta et al., 2011), apesar de nao raqueado, é sinbnimo compelto de
Leptodactylinae de acordo com todas as topologias propostas até o momento; exceto por
Ponssa (2008) e Pyron e Wiens (2011), que otimizam a presenca de girinos capazes de

produzir espuma (carater 13, estado 1) de maneira ambigua no n6 do clado Leptodactylinae.

DIETA DOS GIRINOS

O aparecimento de girinos endotréficos nidicolas ocorreu algumas vezes de maneira
independente na historia evolutiva dos anuros em pelo menos uma vez em cada uma das

seguintes  familias:  Mantellidae, Bufonidae, Dendrobatidae, = Hemiphractidae,
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Limnodynastidae, Leiopelmatidae, Leptodactylidae, Alsodidae e Microhylidae (McDiarmid
e Altig, 1999; Wells, 2007; Vera Candiotti et al., 2011). No entanto, a presenca de girinos
endotroficos em ninho de espuma construido debaixo de objetos ou em camaras subterraneas
parece ter surgido duas vezes indepentendemente, sendo conhecido apenas nas familias
Microhylidae, em Stumpffia pygmea (Glaw e Vences, 1994), e Leptodactylidae, em algumas
espécies do género Adenomera (Heyer 1969a; b; Heyer et al., 1990; Kokubum e Giaretta,
2005; Menin et al., 2009; Menin e Rodrigues, 2013). Apesar de ambas terem sido
enquadradas no mesmo modo reprodutivo 32 (Haddad e Prado, 2005) por Wells (2007), os
modos reprodutivos destes dois grupos apresentam diferencas. Ha evidéncias de que o macho
de S. pygmea constréi o ninho de espuma no folhi¢co da mata previamente ao amplexo, onde
permanece vocalizando (Glaw e Vences 1994). J& nas espécies de Adenomera, a camara
subterranea é construida pelo macho previamente ao amplexo, que permanece proximo a
entrada da toca construida vocalizando (Kok et al., 2007; Célio Haddad, comunicacéo
pessoal). Apesar de néo ter sido ainda observado no género Adenomera, 0 ninho de espuma
parece ser construido pelo casal durante o0 amplexo e pouco antes ou concomitantemente a
oviposicdo (Kok et al., 2007).

A presenca facultativa de girinos endotréficos que compeltam seu desenvolvimento
no ninho de espuma tem sido recorrentemente apontada como uma caracteristica do género
Adenomera (Heyer, 1969; Kokubum e Giaretta, 2005; Fouquet et al., 2013; 2014; De Sa et
al., 2014). Trés espécies do género apresentam morfologia de girinos exotroficos,
semelhantes aqueles observados nas espécies do grupo de L. fuscus: A. dyptix, A. thomei e A.
saci (De la Riva, 1995; Almeida e Angulo, 2006; Carvalho e Giaretta, 2013). Sabemos que

A. marmorata, A. bokermanni, A. hylaedactyla e A. andreae apresentam girinos endotroficos
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(presente estudo; Heyer, 1969a; Heyer et al., 1990; Menin et al., 2009; Menin e Rodrigues,
2013). Ha evidéncias que a espécie A. sp. N também apresente girinos endotroficos devido a
quantidade de ovos e girinos encontrados nas camaras subterraneas, a quantidade de vitelo
presente nos ovos da espécie e ao estagio de desenvolvimento avangado dos girinos
encontrados (Cassini, observacOes pessoais).

Devido aos muitos dados ausentes na nossa matriz para o carater “dieta dos girinos”
(cararctere 14), a presenca de girinos endotroficos (estado 1) aparece otimizada de maneira
ambigua em trés ramos da arvore (nos clados Andreae, A. hylaedactyla + A. coca e
Marmorata). Dentro das limitacdes de amostragem, a distribuicdo na matriz da presenca de
girinos endotroficos na topologia da nossa arvore aparece otimizada de forma acelerada
(ACCTRAN) como homoplastico, com trés aparecimentos independentes: um no né que
define o clado Andreae, outro no n6 do clado A. hylaedactyla + A. coca e um terceiro
aparecimento no né do clado Marmorata. Se A. lutzi e A. heyeri apresentam girinos
endotroficos, este estado de carater otimiza de maneira ndo ambigua e homoplastica,
aparecendo primeiramente no né que define o género Adenomera, perdido no né que define
o clado Hylaedactyla + Mata Atlantica, e posteriormente com dois surgimentos secundarios
e independentes na espécie A. hylaedactyla e no né que define o clado Marmorata. De
qualquer modo, nossa analise aponta para pelo menos dois aparecimentos secundarios
independentes do girino endotréfico dentro do género Adenomera. Mais estudos sdo
necessarios para determinar se 0s aparecimentos secundarios da endotrofia em Adenomera
sdo acompanhados também por modificagbes no desenvolvimento. Dados de

desenvolvimento detalhados existem para poucos anuros (Thibaudeau and Altig, 1999;
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Callery et al.,, 2001; Desnitskiy, 2004) e sdo completamente ausentes para 0 género

Adenomera.

EM BUSCA DA TERRESTRIALIDADE?

Vérios autores sugeriram a evolucdo em direcdo a terrestrialidade na subfamilia
Leptodactylinae (Martin, 1967, 1970; Heyer, 1969; Prado et al., 2002), num cenario onde as
espécies do grupo de L. latrans e L. melanonotus apresetariam modos reprodutivos mais
basais, por serem mais associados ao ambiente aquatico e as espécies do grupo L. fuscus e
do género Adenomera apresentariam modos reprodutivos mais derivados por estarem mais
associados ao ambiente terrestre. No entanto, é consenso em todos os trabalhos prévios que
tratam da filogenia de Leptodactylinae que Adenomera + Lithodythes formam um clado
irmao de Hydrolaetare + Leptodactylus. Nesta topologia, ndo cabe um cenério de incremento
de caracteres em direcdo a independéncia do ambiente aquatico, como sugerido previamente
na literatura. No entanto, o caminho em busca da conquista terrestre dentro de cada clado
(Lithodythes + Adenomera e Hydrolaetare + Leptodactylus) ainda é hipotetizado, mas nao
discutido a fundo em literatura.

Como as principais hipoteses de relacionamentos entre os grupos de espécies do
género Leptodactylus propostas até 0 momento diferem entre si (De Sa et al., 2005; Ponssa,
2008; Pyron e Wiens, 2011; Fouquet et al., 2013; De Sa et al., 2014), os estados dos
caracteres envolvidos no entendimento da evolucdo dos modos reprodutivos no grupo
otimizam de maneiras distintas. Nas hipéteses filogenéticas de Ponssa (2008), Fouquet et al.
(2013) e De Sa et al. (2014), o caréater “sitio de vocalizacao” (carater 7) otimiza de forma

ambigua no no6 que define o género Leptodactylus. Numa otimizagéo acelerada (ACCTRAN)
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na topologia de Ponssa (2008) o comportamento dos machos de vocalizar em depressoes
naturais no solo (caréater 7, estado 4) aparece como sinapomorfia do género Leptodactylus,
enquanto na topologia de de Sé et al. (2014) este estado aparece no clado que define os grupos
de espécie de L. latrans + L. podicipinus + L. pentadactylus. Na nossa hipétese filogenética
a otimizacgdo deste carater recupera a vocalizacdo de machos em depressfes no solo como
uma sinapormorfia ndo homoplética e ndo ambigua que suporta o nd que define o género
Leptodactylus, assim como na topologia obtida por Pyron e Wiens (2011).

O sitio de oviposicdo em ambiente terrestre (carater 8, estado 1) otimiza de maneira
ambigua no n6 da subfamilia Leptdactylinae de acordo com a nossa topologia, bem como na
topologia encontrada por De Sa et al. (2014). Isto se deve ao fato de desconhecermos o estado
deste carater em Hydrolaetare e Lithodythes. Potencialmente, as espécies do género
Hydrolaetare depositam seus ovos em ambiente aquatico (Souza e Haddad, 2003) e
Lithodythes lineatus em ambiente terrestre (Lamar e Wild, 1995). Ainda assim, se este for o
caso, 0 carater “sitio de oviposi¢do” seria otimizado de maneira ambigua por conflito de
informacdo. Ponssa (2008) recupera o clado composto pelos grupos de espécies de L. latrans
+ L. melanonotus como sendo um clado basal, irmdo das demais espécies de Leptodactylus.
Assim, nesta Gltima topologia, o sitio de oviposicdo em ambiente terrestre seria um estado
sinapomorfico no né do clado que representa a familia Leptodactylinae numa otimizagéo
acelerada. Nesta mesma topologia, numa otimizacao lenta, o sitio de oviposi¢cdo em ambiente
aquatico (carater 8, estado 0) € simplesiomorfico na subfamilia Leptodactylinae e o sitio de
oviposicdo em ambiente terrestre tem dois surgimentos independentes: um no né que define

0s grupos de L. fuscus + L. pentadactylus e outro no né que define o género Adenomera.
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Dentro do clado que agrupa os géneros Lithodythes e Adenomera também foi
sugerido o incremento no nivel de terrestrialidade (Faivovich et al., 2012). Isso porque 0
grupo apresenta construcdo de ninhos em cdmaras ao lado de lagos (Lamar e Wild, 1995) ou
dentro de ninhos de formigas do género Atta (Schluter et al., 2009), ninhos que s&o inundados
e os girinos exotroficos finalizam seu desenvolvimento em ambiente aquaticos maiores (De
la Riva, 1995), e ninhos contendo girinos endotroficos onde completam todo o seu
desenvolvimento (Kokubumand Giaretta, 2005; Menin et al.; 2009; Menin e Rodrigues,
2013). No entanto, estados de caracteres mais independentes do ambiente aquéatico
supracitados (sitio de vocalizagdo no folhigo — caréater 7, estado 3, sitio de oviposicdo em
ambiente terrestre — carater 8, estado 1; e a presenca do ninho de espuma — carater 12, estado
1) todos otimizam de maneira ndo ambigua no n6 do clado de Adenomera, sendo portanto,
simpleisiomorficos (carater 7, estado 3 ACCTRAN) ou pleisiomdrfico dentro do género.

A presenca de girinos capazes de produzirem espuma no ninho (carater 13, estado 1)
e a presenca de girinos endotréficos (carater 14, estado 1) também podem indicar uma maior
independéncia do ambiente aquéatico para o grupo. Como discutido anteriormente, a presenca
de girinos capazes de produzir espuma no ninho é uma sinapomorfia que suporta o clado de
Leptodactylinae; portanto, um estado pleisiomorfico dentro dos géneros Leptodactylus e
Adenomera. Adicionalmente, apesar da grande quantidade de dados faltantes principalmente
na base da arvore do género Adenomera, temos evidéncias de que houve pelo menos dois
aparecimentos secundarios independentes do girino endotrofico dentro do grupo (discutido
anteriormente). O conhecimento da historia natural de A. lutzi e A. heyeri sdo fundamentais
para que possamos entender melhor a evolucdo de caracteres relacionados a Adenomera e

podermos inferir 0s caracteres ancestrais do género. Por isso, apesar da falta de dados na

235



distribuicdo do estado do carater presenca de girinos endotréficos na matriz fenotipica, nao
parece haver uma histdria evolutiva direcionada a terretrialidade na histéria do grupo
Lithodythes + Adenomera, pois todos 0s demais estados “mais terrestres” sdo pleisiomoérficos
ou simplesiomorficos para o grupo.

Nossos resultados mostram que a evolugdo do modo reprodutivo em Leptodactylinae
ndo apresenta uma clara tendéncia linear em direcéo a terrestrialidade. De maneira geral, de
acordo com a distribuicdo dos estados de caracteres analisados, as hipdteses filogenéticas
correntes que envolvem a familia Leptodactylidae (Pyron e Wiens, 2011; Fouquet et al.,
2013; De Sa et al., 2014) reconstroem a mesma otimizacéo dos caracteres relacionados aos
modos reprodutivos em Leptodactylinae. Tanto o sitio de vocalizacéo, o sitio de oviposi¢do
e a capacidade de producdo de espuma pelo girino apresentam estados mais independentes
do ambiente aquatico como estados pleisiomoérficos ou simplesiomérficos na subfamilia. A
topologia que mais favorece a hipdtese de direcionamento evolutivo do modo reprodutivo a
terrestrialidade em Leptodactylus é aquela obtida por Ponssa (2008). Ainda assim, nessa
topologia, os caracteres sao otimizados de maneira ambigua, ndo sendo rejeitada a hipdtese

de um estado terrestre mais pleisiomoérfico numa otimizagdo acelerada (ACCTRAN).
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CONCLUSOES

SINAPOMORFIAS

Apds uma anélise de evidéncia total obtivemos uma arvore mais parcimoniosa,
que apresentou uma topologia na qual pudemos encontrar as sinapomorfias que
suportam 0s seguintes grupos:
e Leptodactylinae:
* Sitio de oviposicdo em ambiente terrestre (carater 8, estado 1), ndo
homoplastico.
*  Presenca de girinos capazes de produzir espuma (carater 13, estado 1), ndo
homoplastico.
e Leptodactylus + Hydrolaetare:
*  Presenca de projecdes queratinizas na regido medial dos dedos Il e IV da
méo (carater 24, estado 1), ndo homoplastico.
e Leptodactylus:
* Sitio de vocalizacdo em depressdes naturais (carater 7, estado 4), ndo
homoplastico.
e Adenomera + Lithodythes:
* Extremidade distal dos artelhos Il e IV expandidos (caracteres 17 e 18,
respectivamente, ambos estados 1), homoplastico. Este estado é

encontrado também em Crossodactylodes itambe.
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e Adenomera:

*  Presenca do focinho espatulado (caréater 25, estado 1), homoplastico. Este
estado é encontrado também no grupo de Leptodactylus fuscus e em
Hydrolaetare.

e Clado Hylaedactyla + Mata Atlantica:

* Extremidade distal do artelho Il ndo expandido (carater 16, estado 0),

homopléstico, com maltiplos surgimentos independentes.
e Clado Marmorata:

*  Presenca de girinos endotréficos (carater 14, estado 1), homoplastico. Este

estado de carater também estd presente nas espécies A. andreae e A.

hylaedactyla.
EVOLUCAO DE CARACTERES

e Atopologia da nossa arvore ndo suporta a hipotese da conquista gradual do meio
terrestre. Na familia Leptodactylidae, a independéncia do meio aquéatico ndo se
deu de maneira gradual, num cenério onde quanto mais dependente do ambiente
aquatico mais basal é o grupo. Alguns estados de caracteres que denotam uma
maior independéncia da &gua (e.g., sitio de vocalizacdo em depressfes naturais;
sitio de oviposicdo em ambiente terrestre, girinos capazes de produzir espuma)
séo simplesiomorficos na familia Leptodactylidae.

e Em Adenomera, a presenca de girinos endotroficos é simplesiomérfica ou ndo a
depender dos estados deste carater em A. lutzi e A. heyeri e apareceu pelo menos

duas vezes independentemente no género. Como as espécies de Adenomera que
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apresentam girinos exotroficos ndo sdo as mais basais no género, a conquista em

direcdo ao meio terrestre também néo se deu de maneira gradual no género.
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ABSTRACT

Aim For many taxa, inaccuracy of species boundaries and distributions
hampers inferences about diversity and evolution. This is particularly true in
the Neotropics where prevalence of cryptic species has often been demon-
strated. The frog genus Adenomera is suspected to harbour many more species
than the 16 currently recognized. These small terrestrial species occur in
Amazonia, Atlantic Forest (AF), and in the open formations of the Dry Diagonal
(DD: Chaco, Cerrado and Caatinga). This widespread and taxonomically com-
plex taxon provides a good opportunity to (1) test species boundaries, and (2)
investigate historical connectivity between Amazonia and the AF and associated
patterns of diversification.

Location Tropical South America east of the Andes.

Methods We used molecular data (four loci) to estimate phylogenetic rela-
tionships among 320 Adenomera samples. These results were integrated with
other lines of evidence to propose a conservative species delineation. We subse-
quently used an extended dataset (seven loci) and investigated ancestral area
distributions, dispersal-vicariance events, and the temporal pattern of diversifi-
cation within Adenomera.

Results Our conservative delineation identified 31 Confirmed Candidate Spe-
cies (four remaining unconfirmed) representing a 94% increase in species rich-
The biogeographical analysis suggested an Amazonian origin of
Adenomera with as many as three dispersals to the DD and one to the AF dur-
ing the Miocene. These dispersals were associated with habitat shifts from for-

ness.

est towards open habitats.

Main conclusions The DD played a major role in the history of Adenomera
in limiting dispersal and favouring diversification of open-habitat lineages.
Moreover, a forest bridge during the Miocene Climatic Optimum may have
permitted dispersal from Amazonia towards the AF and subsequent diversifica-
tion. Uncovering species boundaries and distributions might drastically change
inferences based on currently perceived distribution patterns.

Keywords
Amazonia, Anura, Atlantic forest, biodiversity, biogeography, cryptic species,
diversification, Neotropics, species delineation, tropical forests.

INTRODUCTION

ton et al., 2012), but also for some vertebrate groups such as
tropical amphibians (e.g. in Amazonia: Jansen et al., 2011;

Estimation of how many species exist on Earth and where they
occur remains approximate (Mora et al., 2011), not only for
microorganisms (Quince et al., 2008) or arthropods (Hamil-

© 2013 John Wiley & Sons Ltd

Fouquet et al., 2007; Funk et al., 2012). The consequences of
such a prevalence of cryptic species can dramatically alter our
perception of biodiversity structure (Bickford et al., 2007).

http://wileyonlinelibrary.com/journal/jbi 855
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Basic understanding of biodiversity patterns are, however,
necessary to investigate ecosystem functioning and to under-
pin conservation efforts (Sites & Marshall, 2003, 2004; Bini
et al., 2006). It is also mandatory to investigate the processes
responsible for the origin of Neotropical diversity, a topic
that has intrigued naturalists for more than a century
(Wallace, 1852; Bates, 1863). Intricate geomorphological and
climatic events of the Tertiary have been proposed as impor-
tant causes of South American megadiversity, notably the
uplift of the Andes cordillera during the Miocene—Pliocene
(reviewed by Hoorn et al., 2010 for Amazonia). Another
striking feature of the South American biota is the north-
east—south-west belt of open formations (Prado & Gibbs,
1993), also called the ‘Dry Diagonal’ (DD), which includes
the Chaco, the Cerrado and the Caatinga, and which acts as
a barrier to biotic exchange between Amazonia and the
Atlantic Forest (AF) (Costa, 2003; Batalha-Filho et al., 2013).
Among the few studies to investigate the impact of the DD,
some have revealed ancient divergences between forest-dwell-
ing organisms on each side, dating back to the Oligocene/
Miocene (Pellegrino et al., 2011; Fouquet et al., 2012a,b).
Notwithstanding, some subsequent connections between
these two forest blocks have been hypothesized to explain
dispersals across Amazonia and the AF (Costa, 2003; Melo
Santos et al., 2007). In some other groups, lineages under-
went habitat shifts, adapting to open habitats and dispersing
through the continent. Ecological adaptations linked to his-
torical contraction/expansion of different habitats have prob-
ably fed and enriched each major biome’s species
assemblages (Rheindt et al, 2008; Valdujo et al, 2013).
Therefore, exploring historical biogeography and habitat
shifts are probably key to understanding the processes that
underlie the assembly and evolution of Neotropical biodiver-
sity (Wiens & Donoghue, 2004).

The leptodactylid frog genus Adenomera includes 16 nomi-
nal species distributed almost throughout the lowlands of
tropical South America east of the Andes. Adenomera species
are generally omnipresent in their habitat, often representing
the most abundant anurans of the leaf litter (Menin et al.,
2008). Nevertheless, they have remained relatively neglected
and have puzzled frog systematists for decades (Heyer, 1973;
Angulo et al.,, 2003; Duellman, 2005). These dull-coloured,
small-sized frogs typically display characteristics of a group
rich in cryptic species, as indicated by bioacoustic data (Ang-
ulo et al., 2003). Such a widespread and taxonomically com-
plex taxon provides an excellent opportunity to investigate
the role played by the DD in the diversification of South
American groups. Fouquet et al. (2013) provided the first
phylogeny to include a substantial number of species of Ade-
nomera. This dated phylogeny estimated that diversification
of Adenomera started in the Neogene (25 Ma, 95% confi-
dence interval, CI: 29-21 Ma) and that AF and open-habitat
species are nested within Amazonian lineages. This prompted
us to question how many dispersal-vicariance events
occurred between Amazonia, the DD and the AF, and when
these events happened. We also investigated which geomor-
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phological and climatic events of the Neogene could have
driven these dispersals and promoted diversification within
Amazonia, the DD and the AF.

Using one of the most geographically complete sampling
efforts for any species-rich South American vertebrate genus
studied so far (320 Adenomera individuals from 264 locali-
ties), we combined mitochondrial and nuclear data (3.3 kb)
to produce a conservative species delineation within Adeno-
mera. We subsequently used an extended dataset (6.6 kb for
34 terminals) to test whether dispersal-vicariance events
occurred between Amazonia, the DD and the AF with associ-
ated habitat shifts from forest towards open habitats and
associated patterns of diversification.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and laboratory protocol

We gathered tissue samples for 320 Adenomera individuals
from 264 localities, including all nominal species and
encompassing the entire distribution of the genus. This
material was preserved in absolute ethanol and was collected
by the authors, colleagues or from loans of many institutions
across the world (see Appendix Sla,e in Supporting Infor-
mation). We followed the taxonomic nomenclature of Frost
(2013).

Attribution of this material to currently recognized nomi-
nal species was often ambiguous. However, for 14 of the 16
nominal species (except A. andreae and A. hylaedactyla), we
obtained tissues of topotypical specimens (or from nearby
localities) that unambiguously matched the original descrip-
tions (morphology and/or calls). Therefore, at least one sam-
ple could reliably be linked to each nominal species.
Additionally, an array of other considerations (Appendix S2)
was taken into account to cross-validate identifications.

Standard molecular protocols were used from DNA extrac-
tion to sequencing (Appendix S1b) following Fouquet et al.
(2013). We targeted two mitochondrial loci [cytochrome b
(cyt b), 667 bp; cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI),
657 bp] and two nuclear loci [recombination activating gene
exon 1 (RAGI), 1422 bp; proopiomelanocortin C (POMC),
547 bp] and these were sequenced for all samples (primers
detailed in Appendix Sla). Other selected species of Lepto-
dactylidae and Centrolenidae were used as outgroups
(Appendix Slc) following the relationships presented by
Pyron & Wiens (2011) and Fouquet et al. (2013).

Bayesian analysis

The concatenated matrix comprised 3301 bp. We observed
several codon insertion—deletions in POMC but none of
them led to ambiguous alignment after checking the reading
frame. We started by investigating phylogenetic relationships
among samples. The best partition scheme was determined
using PARTITIONFINDER 1.0 (Lanfear et al, 2012) with the
Bayesian information criterion and considering each codon

Journal of Biogeography 41, 855-870
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position of each locus as a possible partition. Bayesian analy-
ses followed Fouquet et al. (2013) (Appendix S1d).

Species delineation

The candidate species were primarily delimited from a thresh-
old based on the mitochondrial DNA (mtDNA) distance
between nominal species pairs. Genetic distances [uncorrected
pairwise (p)-distances] were computed for the combined
mitochondrial genes using MEGA 5.1 (Tamura et al., 2011).
The mean genetic distance found between nominal species
recovered as sister species was used as a preliminary threshold
(8%, see Results), considering that greater distances may indi-
cate the existence of different species. We therefore flagged all
the lineages diverging from their closest relatives by distances
greater than this threshold as candidate species.

In a second step, we determined whether closely related
candidate species display signs of reproductive isolation by
examining nuclear DNA (nDNA) allele sharing and network
cohesion in relation to range overlap. To determine the most
probable alleles for individuals heterozygous for nDNA
sequences we used PHASE (Stephens et al., 2001; Stephens &
Donnelly, 2003) implemented in DNASP 5 (Librado & Rozas,
2009). We divided the data by nDNA loci and by main spe-
cies groups according to the topology recovered from the
phylogenetic analysis. We performed five independent runs
of 100 iterations each (which were sufficient to reach sta-
tionarity) after a burn-in of 100, and a thinning interval of
1; we used the default cut-off thresholds. Using these align-
ments we computed statistical parsimony networks using TCs
1.21 (Clement et al., 2000) with a 95% connection limit.

We also considered additional lines of evidence such as
bioacoustics, morphology and/or ecology from new and pub-
lished data to reach a conservative and integrative species
delineation. These case-by-case examinations are fully
explained in Appendix S2 and summarized in Table 1. When
evidence supported the delineation, the species were flagged
as Confirmed Candidate Species (CCS). When no evidence
was found, one of the species of the pair was flagged as an
Unconfirmed Candidate Species (UCS). This approach was
essentially adapted from Vieites et al. (2009).

Molecular dating

We selected one representative of each candidate species
based on our species delineation (with the exception of
A. sp. C for which no additional sequences could be gath-
ered) and for each produced additional sequences in order
to confidently estimate interspecific relationships and timing
of divergences using BEAsT 1.6.2 (Drummond & Rambaut,
2007). We used two approaches: (1) the concatenated dataset
method (CM), and (2) the multilocus species tree method
(MM) (*BeAsT; Heled & Drummond, 2010). In addition to
the abovementioned molecular data, we targeted the
H-strand transcription unit 1 (HI, c¢. 2400 bp including 12S
and 16S) and two additional nuclear loci: tyrosinase (TYR,
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531 bp) and rhodopsin (RHOD, 316 bp) (Appendix S1). For
the 125-16S fragment, we performed alignment using MAFET
6 (Katoh et al., 2002) under default parameters except for
the use of the E-INS-i strategy, which is adapted to
sequences with one conserved domain and long gaps. Along
with previously analysed sequences, we obtained a final
6599 bp alignment.

This dataset was partitioned by codons for coding mtDNA
and nDNA and one for 125-16S, and we used the software
JMoDpEeLTEsT 0.1.1 (Guindon & Gascuel, 2003; Posada, 2008)
to select the substitution model that best fitted each of these
partitions under the Akaike information criterion (Akaike,
1974). For the CM, we used the linked tree prior for all
trees, and the MM was based on the five loci with unlinked
tree prior for all trees (mtDNA, RAGI, POMC, TYR and
RHOD). All partitions were considered under the estimated
uncorrelated lognormal rates. The tree prior used the birth
and death process, with a UPGMA (unweighted pair-group
method using arithmetic averages) generated starting tree
and the auto-optimize option for operators.

Both analyses were calibrated on the crown age of Adenomera
(prior set as a normal distribution 25 Ma; SD = 3) and a maxi-
mum age of 80 Ma for Leptodactylidae according to results of
Fouquet et al. (2013) based on a similar matrix but larger taxon
sampling and more calibrations. We computed 2.0 x 10° gen-
erations, sampled every 1000 generations. We examined con-
vergence on stationarity using TRacer 1.5 (Rambaut &
Drummond, 2007). For both analyses effective sample sizes
(ESS) were > 200 for all parameters except for a few substitu-
tion rates. Therefore, we computed an additional 2.0 x 108
generations run with the prior distribution of these rates chan-
ged from a gamma to a uniform distribution bounded between
107> and 1. This led to ESS > 300 for all parameters. The maxi-
mum clade credibility trees were computed with TREEANNOTA-
TOR 1.6.2 from 10% of trees resampled.

Biogeographical reconstruction

We performed the Bayesian method of biogeographical and
ancestral state reconstruction implemented in Rrasp 2.0
(Sanmartin et al, 2008; Yu et al, 2011). We used the
obtained species tree, and species distribution areas were
assigned to geographical regions as follows: A — Amazonia,
B — DD (Cerrado, Chaco and Caatinga), and C — AF. The
presence of A. hylaedactyla in the northern tip of the AF and
in Amazonia resulted from recent dispersals (see Results). As
this species is represented by one terminal only in the species
tree, these secondary dispersals could not be inferred from
the analysis. We therefore attributed A. hylaedactyla to region
B. The Bayesian binary analysis was run with the fixed state
frequencies model (Jukes—Cantor). Among-site variation was
set to equal, and no outgroup was defined (root distribution
was set to NULL). We ran the analysis for 5.0 x 10° genera-
tions, sampled every 1000, with 10 chains and two parallel
runs from which a combined result was obtained. The first
1000 samples were discarded.
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Diversification

To test whether changes in diversification rate occurred among
clades, we used the model-based approach proposed by Rabo-
sky et al. (2007). Using the MM tree (species tree), we first esti-
mated the constant-rate model using the fitNDR_lrate.Rd
function of the LASER package (Rabosky, 2006) under R 2.14.1
(R Development Core Team, 2011) and tested for shifts in
diversification rate within the phylogeny by comparing likeli-
hood of the chronogram under constant and rate-flexible diver-
sification models (Rabosky et al., 2007). The best-fitting model
was determined using a likelihood ratio test (LRT) between the
constant-rate and the flexible-rate models (nested), and by
AAIC scores between the flexible-rate and rate-decrease models
(not nested). All analyses were performed under two extremes
of the relative extinction rate (a = 0 and a = 0.99) as a fixed
parameter to determine the robustness of the results to varia-
tion in the extinction fraction (Raup, 1985). We also used the
relative cladogenesis test implemented in the GEIGER package
(Harmon et al., 2008) to identify lineages characterized by
unusually slow or rapid diversification rates.

0.1

RESULTS

Phylogenetic analysis

The phylogenetic tree obtained from Bayesian analysis of the
320 Adenomera terminals strongly supported Adenomera as
monophyletic and as the sister group of Lithodytes (Fig. 1).
The diversity within Adenomera was much higher than previ-
ously recognized, with highly divergent lineages that cannot
be attributed to any nominal species (see below). On the
contrary, A. coca was nested within A. hylaedactyla with a
very short branch length.

Eight major clades can be delimited (Fig. 1), each predomi-
nately associated with one of the major South American biomes
(Fig. 2). Only the A. hylaedactyla clade is widespread, occurring
across Amazonia, the DD and even the northern tip of the AF.
Up to five species co-occur at any single locality (Fig. 2). How-
ever, in most of Amazonia and the DD, typically three species
co-occur at a single locality. Interestingly, this pattern contrasts
with the AF situation, where species display a striking pattern
of alloparapatry with very few cases of co-occurrence.

I : 1
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Figure 1 Phylogenetic reconstruction hypothesized from Bayesian analysis of 320 Adenomera rooted on Centrolenidae, using 3301 bp
of concatenated mtDNA (cyt b + COI) and nDNA (RAGI + POMC). Posterior probabilities (PP x 100) are given near the nodes
and branch scale is indicated in number of substitutions per site. Asterisks indicate PP > 0.95. For clarity, we collapsed branches within

delimited species and indicate major clades with a colour code.
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! Caatinga

|:| Cerrado | Dry Diagonal

Atlantic Forest
Clade

¥ Atlantic Forest
Clade

Figure 2 Distribution of the delimited species of Adenomera in relation to major South American biomes. Boundaries of the Dry

Diagonal are highlighted in red.

Species delineation
One pair of sister nominal species was recovered (A. engelsi

+ A. nana) with mean p-distances of 7.6% (range: 7.1—

Journal of Biogeography 41, 855-870
© 2013 John Wiley & Sons Ltd

8.3%). Therefore, we used a threshold of 8% that delimited
35 major mitochondrial lineages flagged as candidate species
named from A. sp. A to A. sp. T. For reasons explained in
Appendix S2, we departed in two cases (A. andreae and

861



A. Fouquet et al.

(a) A. sp.G A. heyeri

A. \heyeri

. sp.P
A. lutzi
132
3
10
15
A.martinezi
(d)A saci ™ E'B A saci
A
4.
5 A.andreae
—@
RAG1 POMC A. sp.B
A sp.J RAGT i POMC
A. sp.K H
] @ A. marmorata
ro 6
4
A sp.A
(e) A. nana

O-w-0—

Figure 3 Statistical parsimony networks of phased nuclear loci (RAGI and POMC) for (a) the Adenomera heyeri, A. lutzi and A. sp. 1
clades; (b) the A. andreae clade, (c) the A. hylaedactyla clade, (d) the A. martinezi clade and (e) the AF clades. Haplotypes are shown as
circles proportional in size to haplotype frequency. In two cases (A. andreae and A. hylaedactyla clades), the networks from the POMC locus
were omitted because they were so anastomosed that a clear graphic was extremely difficult and would not provide any information.
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Figure 4 (a) Bayesian time-calibrated, maximum clade-credibility tree of Adenomera from 6599 bp using a concatenated partitioned
dataset and a multilocus species tree (*BEAST). One internal calibration point is indicated by a yellow circle and the node of the pair of
nominal species is indicated with a red circle. Posterior probabilities (x 100) are indicated near the nodes and are in red when < 0.95.
95% credibility intervals are indicated with blue bars. (b) Biogeographical analysis using the multilocus species tree showing only the
most likely states at each node. Dispersal-vicariance events across biomes are indicated with arrows. The §'*0% variation across the
Neogene, adapted from Zachos et al. (2001), is indicated on the top. A lineages-through-time (LTT) plot is illustrated at the bottom,
with the 0.75-0.95 confidence interval indicated in red. Detected shifts in diversification trends are indicated with red arrows for
increases in both tree and LTT plot.
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(Fig. 3). Cohesion of RAGI networks without any allele shar-
ing was overall encountered with only a few exceptions:
between A. sp. S and A. ajurauna; A. sp. M and A. sp. L;
and A. hylaedactyla and A. diptyx. For the first two pairs,
geographical proximity among the individuals displaying
allele sharing may indicate past or current hybridization. For
A. hylaedactyla and A. diptyx, the pattern is complex
(Fig. 3¢) as the haplotypes attributed to A. diptyx clustered
in five different positions embedded within A. hylaedactyla.

Examining bioacoustic, reproductive and morphological
data as well as geographical distributions, most candidate
species were supported and were therefore considered as
CCS (details in Appendix S2 and summarized in Table 1).
The distinction between A. hylaedactyla and A. diptyx is
maintained given published evidence of distinct reproductive
modes (de la Riva, 1995) but is, however, blurred by evi-
dence of introgression between them and the probable exis-
tence of several species within each of these two candidate
species. The existence of additional specific subdivisions is
probable in six other candidate species (Appendix S2,
Table 1), therefore highlighting the over-conservativeness of
our species delineation.

Eventually, only four species pairs remained of ambiguous
status. We recognized the four species with less data within
each pair as UCS; 31 as CCS; and A. coca as UCS.

Molecular dating

The resulting trees from CM (concatenated) and MM (multi-
loci) were similar in topology and time estimates, even though
the support values and the ages were generally lower for MM
(Fig. 4). From MM, most of the defined species groups origi-
nated around 10 Ma, with the notable exceptions of A. heyeri
(15 Ma, 95% CI: 11-19 Ma) and A. thomei clades (7 Ma, 95%
CI: 3-11 Ma). The minimum time of divergence between the
CCS pair is estimated between 3.8 Ma (95% CI: 2.5-5.2 Ma)
(CM) and 3 Ma (95% CI: 0.3-5 Ma) (MM). Some discor-
dances between CM and MM are noteworthy: (1) the esti-
mates of the crown age of the A. andreae clade are markedly
different (15 Ma, 95% CI: 11-20 Ma with CM vs. 10 Ma,
95% CI: 7-14 Ma with MM); (2) the position of the southern
AF clade (A. araucaria + A. sp. R) is strongly sustained as the
sister group to a south-central AF clade with CM but as the
sister group to the rest of the marmorata clade with MM; and
(3) one split is substantially younger in MM, i.e. between A.
sp. L and M (0.8 Ma, 95% CI: 0-3.2 Ma) than with CM
(4.4 Ma, 95% CI: 2.8-6.2 Ma).

Biogeography

The ancestral area reconstruction unambiguously supports an
Amazonian origin of Adenomera, with three independent dis-
persal-vicariance events from Amazonia to the DD, one sec-
ondarily back to Amazonia, and one from Amazonia (or the
DD) to the AF. These dispersals are estimated to have occurred
recurrently between 20 and 7 Ma (Fig. 4). The cases of A. sp. I
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Table 2 Summary tables of the diversification analyses of the
genus Adenomera. (a) Comparison of three models of
diversification: a constant rate model (all lineages with equal
diversification rate); a flexible-rate model (at least one lineage
has significantly higher or lower diversification rate); and a rate
decrease model (at least one lineage exhibits a clade-specific
decrease from the ancestral diversification rate). (b) Congruence
of models of diversification for the flexible rate model using the
lowest extinction fraction and the relative cladogenesis (rc) test.

Model Constant rate  Flexible rate ~ Rate decrease
(a)
a=0.99 InL —137.52 (0) — 135.65 —139.56 (7.83)
(AAIC) (0.26)
Parameters r = 0.003 r = 0.002; r=0.002;
rcl = 0.00 rcl = 0.002
a=0InL(AAIC) — 131.802 — 12844 (0) - 133.703
(2.72) (10.52)
Parameters r=0.162 r=0.126; r=0.126;
rcl = 0.245 rcl = 0.120
Node LogL r.1 r.2 P(LRT test)  P(rc test)
(b)
A. marmorata  -128.70 0.133 0.261 0.013 0.022
clade
nested clade -128.677 0.137  0.281 0.012 0.015

rcl, net diversification rate of the subtree partition (rate clade spe-
cific); P, probability; AIC, Akaike’s information criterion; logL, log
likelihood; LRT, likelihood ratio test.

and A. sp. H are particularly interesting given that each one is
a single species that has colonized the Cerrado from Amazonia
at very different periods of time (18 vs. 7 Ma).

Two other events led to the emergence of a clade of open
habitat dwellers (A. hylaedactyla and A. martinezi clades) and
the AF clades (A. thomei and A. marmorata clades). Intrigu-
ingly, the emergence of the two major AF clades is estimated
about 15 Ma (95% CI: 11-19 Ma from MM), but the bulk
of its diversity appeared only in the last 10 Myr within the
A. marmorata clade. The divergence between A. martinezi,
which occurs in an isolated fragment of open vegetation
within Amazonia, and its sister clade in the Cerrado, formed
by A. saci and A. sp. B, is estimated to have occurred
approximately 10 Ma (9.4 Ma, 95% CI: 6-13 Ma).

Diversification

The constant-rate model is rejected in favour of the variable rate
model when considering no extinction (*P < 0.05 with a = 0),
and is near rejection when considering a high extinction rate
(P=0.06 with a=0.99). Additionally, the chronogram
favoured the variable-rate model with diversification rate change
in one or more lineage (Table 2) over an alternative of retained
elevated ancestral diversification rate. Increases in diversification
rates are detected in the AF and the A. marmorata clades. Using
the relative cladogenesis test, increases of diversification were
detected for the A. marmorata clade (*P < 0.05).

Journal of Biogeography 41, 855-870
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DISCUSSION

Filling the species boundaries and species
distributions gaps

Even a conservative estimate demonstrates how far from accu-
rate our perception of species boundaries can be, mirroring or
exceeding previous DNA-based attempts to evaluate actual
species richness in tropical amphibians (Fouquet et al., 2007;
Vieites et al., 2009; Jansen et al., 2011; Funk et al., 2012). Cos-
tello et al. (2012) predicted that approximately 30% more spe-
cies remain to be described in terrestrial and marine
ecosystems. Our estimation for Adenomera is far above that
proportion (94% of additional species) and remains over-con-
servative in many cases. How many widespread Neotropical
anurans also harbour such a number of undescribed species
including sometimes localized endemics? Uncovering this
diversity and its distribution might drastically change infer-
ences made from currently perceived distribution patterns
such as the estimation of species turnover (Condit et al,
2002), the evaluation of exposure to climate change (Foden
et al., 2013) and conservation priorities in general (Jenkins
et al., in press). We acknowledge the necessity of describing
the species uncovered here, given that naming species is neces-
sary for species conservation (Angulo & Icochea, 2010). How-
ever, the level of diversity within Adenomera uncovered in this
study clearly demonstrates that such an enterprise is beyond
the scope of the current study. Nevertheless, this study leaves
the door wide open for integrative taxonomic revisions of Ad-
enomera (Dayrat, 2005; Padial et al., 2010).

Our results profoundly alter our perception of the spatial
distribution of Adenomera diversity. All 35 candidate species
(except A. hylaedactyla) are circumscribed to one of the
South American bioclimatic domains (Fig. 2). This demon-
strates the existence, despite remarkable habitat shifts (see
below), of a general strong habitat conservatism in the
group. In terms of local diversity, we detected in south-
western Amazonia and between Amazonia and the Cerrado a
maximum of five species, but only two to three species gen-
erally co-occur. Overall, such alpha diversity is strikingly low
compared to other frog genera such as Leptodactylus, Hypsi-
boas or Dendropsophus, which can reach more than 10 con-
generic species in a single location. This may be due to the
low dispersal ability, terrestrial habitat, and the mode of
reproduction of Adenomera, which prevent trophic special-
ization for both adults and larvae and mirror the conserved
morphology in the group.

Historical biogeography

Adenomera displays a striking pattern of historical diversifica-
tion tied to major biotic modifications of the South Ameri-
can landscape during the Miocene, which can be divided
into three categories: (1) from Amazonia towards the DD;
(2) between Amazonia and the AF; and (3) within each
major biome (Amazonia, DD and AF).

Journal of Biogeography 41, 855-870
© 2013 John Wiley & Sons Ltd
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1. ‘Out of Amazonia’ dispersals towards the DD and associ-
ated habitat shifts have occurred during the middle and late
Miocene. Despite such a long history, the DD seems to have
been colonized only on its western half. This part of the Cer-
rado has been documented to harbour a strong Amazonian
influence (Valdujo et al., 2012). Moreover, Adenomera is also
absent from the much drier Caatingas, except in a few relictual
humid forests in coastal highlands. Such geographical restric-
tion highlights the strong environmental heterogeneity of the
DD, which represents a barrier even for species endemic to
these biomes (Silva et al., 2006; Diniz-Filho et al., 2008; Vald-
ujo et al., 2012, 2013) and a remarkable historical component
that seems to be influenced by the low dispersal ability, habitat
conservatism (Valdujo et al, 2013) and high ecophysiological
constraints of anurans (Hillman et al, 2009). Interestingly,
two of these dispersals correspond to single speciation events
(A. sp. H and A. sp. I), but one led to a diversified species
group (A. hylaedactyla + A. martinezi clades). In fact, the habi-
tats of the two former species correspond to the small patches
of dry and gallery forests peppered through the Cerrado while
the species of the A. hylaedactyla and A. martinezi clades are
well adapted to grassland. Such an observation indicates that
diversification trends subsequent to habitat shifts are probably
linked with key eco-physiological adaptations.

The Middle Miocene Climatic Optimum (MMCO) (17—
15 Ma) was a warm and wet period preceded and followed
by periods of stronger seasonality associated with dry
adapted ectotherm range expansions and extinction events
(Bohme, 2003). Such environmental changes have probably
been accompanied by forest expansion and contraction that
may have isolated forest-adapted species within the DD,
therefore favouring adaptation to new environmental condi-
tions. Conversely, the open habitat adapted species of the A.
martinezi clade were probably subsequently fragmented
approximately 10 Ma, leading to the isolation of A. martinezi
within Amazonia. This may be a compelling testimony of
expansion/opening of Amazonia and of ancient stability of
patches of open vegetation within this biome. Several open
habitat species of other taxa are endemic to Serra do Cach-
imbo (plants: Zappi et al., 2011; Squamata: Rodrigues, 1987;
Anura: Faivovich et al., 2005).

2. The emergence of the AF clade was concomitant with that
of the DD clade. The divergence time between the AF clade
and its closest relative could correspond to an ancient conti-
nuity between Amazonia and the AF during the warm and
wet MMCO or dispersal through a supposedly already exist-
ing DD. Very little evidence is available to dissect these
hypotheses, but Batalha-Filho et al. (2013) hypothesized a
southern pathway between these biomes during the middle
Miocene (Por, 1992; Costa, 2003). Widespread vegetation
opening is documented subsequent to the MMCO (Flower &
Kennett, 1994) with drastic climatic changes linked to major
uplift of the Andes (Hoorn et al., 2010) and sea-current mod-
ifications (Herold et al., 2009; Le Roux, 2011). Moreover, this
time window matches the periods of major diversification
found in other groups isolated in Amazonia and AF such as
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Adelophryne (Fouquet et al., 2012a) and Leposoma (Pellegrino
et al., 2011), as well as birds (Batalha-Filho et al., 2013).
Ancestral state reconstruction suggests the AF clade dispersed
from an open habitat ancestor, implying a reversion in eco-
logical traits from open habitat back to forested habitat. Such
a hypothesis implies a reversion in ecological traits from open
habitat back to forested habitat. Given the general habitat
conservatism in the group, the fact that only the ‘Amazonian’
part of the Cerrado is currently inhabited by Adenomera and
that A. hylaedactyla colonized the AF domain via a northern
route only recently (see below), we find this hypothesis less
likely than a direct dispersal from Amazonia.

Interestingly, no other dispersal events between Amazonia
and the AF occurred in Adenomera, which also mirrors the
situation found in Adelophryne (Fouquet et al., 2012a),
Allobates (Santos et al., 2009), Dendrophryniscus/Amazophry-
nella (Fouquet et al., 2012b) and Leposoma (Pellegrino et al.,
2011) and strengthens the idea that only a little connectivity
has subsequently occurred between these biomes, again high-
lighting the strong heterogeneity of the Cerrado (Werneck
et al., 2012; Valdujo et al., 2013). Nevertheless, an exception
is exemplified by Adenomera hylaedactyla, an extraordinarily
widespread lineage. We hypothesized that this species only
recently colonized the AF via a northern route. Such a route
during Plio-Pleistocene is supported by biogeographical
analysis of different groups, as well as by climatic and floris-
tic evidence (Costa, 2003; Wang et al., 2004; Melo Santos
et al., 2007; Cabanne et al., 2008; Batalha-Filho et al., 2013).
3. Most Adenomera diversification occurred subsequently to
these dispersals within each biome, mostly during the last
10 Myr. In Amazonia, this coincides with a peak of diversity
of plants, according to the pollen record, as well as with
early diversification of some mammals, frogs and birds (Ho-
orn et al., 2010). The biogeographical patterns and diversifi-
cation trends are strikingly different across Amazonian
Adenomera species groups (A. andreae, A. heyeri, A. lutzi).
The diversification of the A. andreae clade seems to have
taken place originally in western Amazonia some 10 Ma but
with a subsequent burst of diversification, particularly within
the widely distributed A. andreae. This is consistent with the
establishment of the Acre system (11-7 Ma) and the subse-
quent origination of the Amazon drainage (Santos et al.,
2009; Hoorn et al, 2010), isolating populations along the
Andes, and both the Guiana and the Brazilian shields. Fou-
quet et al. (2012c) demonstrated that rivers constitute major
barriers for A. andreae dispersal and this is likely to be the
case for most Adenomera species. In the A. heyeri clade, two
subclades occur on each sides of the Amazon River, corrobo-
rating that diversification is also likely to be linked to the
origination of this drainage.

Within open biomes, diversification of Adenomera seems
to have been reduced compared with that of the forest-
dwelling groups, representing only 20% of the 35 delimited
species and despite three independent origins, including two
clades, being ¢. 18 Myr old and the large size of the area they
occupy. Nevertheless, diversification in situ did occur
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between the Cerrado and the Chaco and within the northern
part of the Cerrado. These speciation events occurred during
the late Miocene, concomitantly with the dispersal of A. sp.
H ¢. 7 Ma, a period with drier climate and spreading grass-
lands (Cerling et al., 1997; MacFadden, 1997).

The diversification within the AF accounts for almost half
of the species of the genus. This diversification is particularly
striking given its more recent origin and given that it took
place in a much smaller area than for the Amazonian or the
DD groups. This may be related to sharper elevational and
latitudinal gradients of the AF (Cadena et al, 2011) than the
two other regions, a hypothesis already formulated to explain
the higher morphological diversity in Dendrophryniscus ver-
sus Amazophrynella (Fouquet et al., 2012b). Nevertheless,
our species delineation remained over-conservative, particu-
larly in Amazonia, and incomplete sampling is supported by
the final decrease seen on the lineages-through-time (LTT)
plot (Fig. 4). Within the AF clade, we recovered four main
discontinuities/contact zones all found in other AF verte-
brates (de Mello Martins, 2011; Marques Silva et al., 2012).
The oldest one separates the A. thomei clade from the
A. marmorata clade c¢. 15 Ma. The contact zone between
these two clades is extensive but delimits the coastal moun-
tains from the plateau and a division in northern Rio de
Janeiro. Interestingly, this break matches the distribution of
semi-deciduous forest (Carnaval et al., 2009) and is also
found concomitant in Adelophryne (Fouquet et al., 2012a)
and in Gymnodactylus (Pellegrino et al., 2005). Other major
breaks are found in Santa Catharina and in the south of Sao
Paulo states between c. 10 and 8 Ma. Similar and concomi-
tant genetic breaks were also found, for instance, in pitvipers
(Grazziotin et al., 2006) and toads (Thomé et al, 2010;
Amaro et al., 2012). The causes of these genetic breaks are
largely debated with non-mutually exclusive hypotheses that
may explain these patterns (de Mello Martins, 2011). The
overall congruence with the proposed AF Pleistocene refugia
(see Carnaval & Moritz, 2008) is, however, striking and indi-
cates that these genetic breaks could have resulted from past
climatic oscillations.

CONCLUSIONS

This study provides evidence of a large species richness
underestimation in the genus Adenomera with at least 94%
more species than currently recognized and a better resolu-
tion in the estimation of the diversity and its geographical
distribution in the group. The discovery of this pattern indi-
cates that the DD played a major role in the history of the
genus in limiting dispersal and favouring diversification of
open-habitat adapted lineages. Moreover, a forest bridge
between Amazonia and the Atlantic Forest during the Mio-
cene Climatic Optimum is likely to have led to dispersal
from Amazonia towards the AF, a feature strikingly mirrored
by other taxa. This work also highlights that in taxonomi-
cally poorly defined groups, such as Adenomera, defining
species boundaries and distributions is a necessary step
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before diversification processes can be investigated. Crucial
data are still lacking for a comprehensive taxonomic revision
of such a diverse group as Adenomera, but the present work
will undoubtedly facilitate such an enterprise.
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APENDICE 2

Capitulo 1

Delimitacdo especifica dos clados Thomei e Marmorata do género Adenomera
Steindachner, 1867 (Anura, Leptodactylidae)

MATERIAL EXAMINADO

Numero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocalizagdes analisadas e
fragmentos amplificados.



Apéndice 2. Numero de extracao (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢Ges analisadas e fragmentos
amplificados (continua).

CA Tecido Testemunho [Espécie candidata Espécie Vocalizacdo Localidade Estado [CytB|[CO1|RAG[POMC|16S
467|CV 200 CV 200 cf. ajurauna A, ajurauna X Miracatu SP X X X X X
18 |CFBH-t 1906 CFBH 9123 A. ajurauna A. ajurauna Séo Paulo, PESM, Nucleo Curucutu SP X X X
137|CFBH-t 1910 CFBH 9128 A. ajurauna A. ajurauna X Sédo Paulo, PESM, Nucleo Curucutu SP X X X X X
150|CFBH-t 5489 CFBH 16548 A. ajurauna A. ajurauna Tapirai SP X X X X

212 |CFBH-t 12281 CFBH 25850 A. ajurauna A. ajurauna Piedade SP X X X X
214|CFBH-t 12546 CFBH 26839 A. ajurauna A. ajurauna Séo Paulo, Parque Ecologico do Guarapiranga SP X X X X
255|MZUSP field 1548 A. ajurauna A. ajurauna Paranapiacaba SP X X X X

289 |UFMG-t 668 UFMG 2874 A. ajurauna A. ajurauna X Mogi das Cruzes Parque das Neblinas SP X X X X
313|UFMG-t 1737 UFMG 9473 A. ajurauna A. ajurauna X Paranapiacaba SP X X X X
314|UFMG-t 1738 UFMG 9474 A. ajurauna A. ajurauna X Paranapiacaba SP X X X X
352|BB 309 A. ajurauna A. ajurauna Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X
368(BB 320 A. ajurauna A. ajurauna Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X

394 |CFBHt 14304 BB 283 A. ajurauna A. ajurauna X Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X
407|CFBHt 14299 A. ajurauna A. ajurauna Paranapiacaba SP X X X

419|BB 291 BB 291 A. ajurauna A. ajurauna X Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X
464|MZUSPfield 1548 MZUSPfield 1548 |A. ajurauna A. ajurauna X Paranapiacaba SP X X X X X
473|CFBHt 10502 CFBH 16793 cf. marmorata A. ajurauna Itanhaém SP X X X X
476|CFBHt 7927 CFBH 19349 cf. marmorata A. ajurauna Itanhaém SP X X X X X
512 (BB 460 BB460 A. ajurauna A. ajurauna X Parque das Neblinas SP X X X X
551|BB 459 BB459 A. ajurauna A. ajurauna X Parque das Neblinas SP X X X X
324|UFMG-t 2240 UFMG 10189 A. araucaria A. araucaria X Séo Bento do Sul SC X X X X
325|UFGM-t 2241 UFMG 10190 A. araucaria A. araucaria X Séo Bento do Sul SC X X X X
45 |CFBH-t 12585 CFBH 23216 A. bokermanni A. bokermanni X Guaruva SC X X X

46 |CFBH-t 12586 CFBH 23217 A. bokermanni A. bokermanni X Guaruva SC X X X X
329|UFMG-t 2269 UFMG 10269 A. bokermanni A. bokermanni Itapoa - RPPN Volta Velha SC X X X

330|UFMG-t 2270 UFMG 10270 A. bokermanni A. bokermanni X Itapoa - RPPN Volta Velha SC X X X X X
331|k 1733 A. bokermanni A. bokermanni Paranagua, Fazenda Estadual Palmital PR X X X X
337|UFMG-t 2281 UFMG 10289 A. bokermanni A. bokermanni Paranagua PR X X X X
338|UFMG-t 2282 UFMG 10290 A. bokermanni A. bokermanni X Paranagua PR X X X X
339|UFMG-t 2283 UFMG 10291 A. bokermanni A. bokermanni Paranagua PR X X X X

381K 1734 A. bokermanni A. bokermanni Paranagua PR X X X X X
420|K 1731 A. bokermanni A. bokermanni Paranagué PR X X X X X
442K 1735 A. bokermanni A. bokermanni Paranagua PR X X X X
21 |CFBH-t 3256 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado SC X X X X

40 [CFBH-t 8179 CFBH 18197 A. engelsi A. engelsi Anitapolis SC X X X X

74 |CFBH-t 12662 CFBH 22775 A. engelsi A. engelsi Governador Celso Ramos, APA da Anhatomirim SC X X X X
122|MNRJ 72224 MNRJ 72224 A. engelsi A. engelsi Séo Bonifacio, Gruta Séo Francisco SC X X X
125|MNRJ 72537 MNRJ 72537 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado, Sitio Soapé SC X X X X
127|MNRJ 72544 MNRJ 72544 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado, Sitio Soapé SC X X X X
141|CFBH-t 3256 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado SC X X X X

216 |CFBH-t 12662 CFBH 22775 A. engelsi A. engelsi Governador Celso Ramos, APA da Anhatomirim SC X X X X X




Apéndice 2 (continuacdo). Namero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢des analisadas e
fragmentos amplificados.

CA Tecido Testemunho |[Espécie candidata Espécie Vocalizagéo Localidade Estado [CytB|CO1|RAG|POMC|16S
293|UFMG-t 802 UFMG 6966 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado - Sttio do Saulo SC X X X X X
294|UFMG-t 803 UFMG 6967 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado - Sttio do Saulo SC X X X X
295|UFMG-t 805 UFMG 6969 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado - Sttio do Saulo SC X X X X
296 [UFMG-t 806 UFMG 6970 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado - Sitio do Saulo SC X X X X X
297|UFMG-t 827 UFMG 7001 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado - Sttio do Saulo SC X X X X
298|UFMG-t 828 UFMG 7002 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado - Sttio do Saulo SC X X X
299|UFMG-t 832 UFMG 7017 A. engelsi A. engelsi Rancho Queimado - Sttio do Saulo SC X X X X
301|UFMG-t 853 UFMG 7065 A. engelsi A. engelsi X Séao Bonifacio - Gruta Sdo José SC X X X X X
305|UFMG-t 969 UFMG 7106 A. engelsi A. engelsi Aguas Mornas SC X X X X
306|UFMG-t 970 UFMG 7107 A. engelsi A. engelsi Aguas Mornas SC X X X X
336 |UFMG-t 2280 UFMG 10288 A. engelsi A. engelsi X Floriandpolis - Naufragados SC X X X X

1 |CFBH-t 6011 CFBH 15402 A. marmorata A. marmorata Ilha Bela, llha de S&o Sebastido SP X X X X

2 |CFBH-t 5823 A. sp.J A. marmorata Ilha das Couves do Sul, municipio de So Sebastido SP X X X X

5 |CFBH-t 3183 A. marmorata A. marmorata Santa Isabel, reserva lbirapitanga SP X X X

13 |CFBH-t 14596 A. marmorata A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X X X

14 |CFBH-t 14597 A. marmorata A. marmorata Ilha Grande RJ X X X X

16 |CFBH-t 463 CFBH 6396 A. marmorata A. marmorata Picinguaba, Ubatuba SP X X X

20 |CFBH-t 1965 CFBH 9212 A. sp.J A. marmorata Cubatfio, COPEBAS SP X X X X

25 |CFBH-t 3854 A. sp.J A. marmorata Itanhanhém SP X X X X

28 |CFBH-t 3215 A. marmorata A. marmorata Santa Isabel, reserva Ibirapitanga SP X X X X

36 |CFBH-t 7953 A. marmorata A. marmorata Santa Isabel SP X X X X

38 |CFBH-t 8001 A. marmorata A. marmorata Santa Isabel SP X X X X

39 |CFBH-t 8026 A. marmorata A. marmorata Santa Isabel SP X X X X

42 |CFBH-t 11595 CFBH 23957 A. marmorata A. marmorata Caieras SP X X X X

44 |CFBH-t 11563 CFBH 23923 A. sp.J A. marmorata Santos SP X X X X

48 |CFBH-t 633 A. sp.J A. marmorata Ilha de Alcatrazes SP X X X X

49 |CFBH-t 3892 CFBH 12305 A. sp.J A. marmorata Cubatdo SP X X X

50 |CFBH-t 3908 A. sp.J A. marmorata Séo Bernado do Campo SP X X X X

51 |CFBH-t 3918 CFBH 12236 A. sp.J A. marmorata Biritiba Mirim SP X X X X

60 |BB BB A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes SP X X X X

79 |CTRU 55 A. marmorata A. marmorata Ilha de Itacuruca, Praia de 4guas Lindas, Mangaratiba RJ X X X X

97 |CTRU 56 A. marmorata A. marmorata Ilha de Itacuruga, Praia de &guas Lindas, Mangaratiba RJ X X X X

99 |[CTRU 57 A. marmorata A. marmorata Itaguai, Represa de Itigussu RJ X X X X X
101{CTRU130 A. marmorata A. marmorata Ilha Grande, Estrada para Dois Rios, Angra dos Reis RJ X X X X
118|MNRJ 47474 MNRJ 47474 A sp. A A. marmorata Macaé, REBIO Unido RJ X X X X
120|MNRJ 53755 MNRJ 53755 A. sp. K A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X X

131|MNRJ 74640 MNRJ 74640 A. sp. K A. marmorata Rio Claro, Lidice RJ X X X X
132|MNRJ 73063 MNRJ 73063 A. marmorata A. marmorata Marica, Espraiado RJ X X X
143|CFBH-t 4310 CFBH 11355 A. sp.J A. marmorata Cubatdo SP X X X X
148(CFBH-t 5291 CFBH 15953 A. sp.J A. marmorata Santos SP X X X X
152|CFBH-t 5520 CFBH 11542 A. sp.J A. marmorata Cubatio, COPEBAS SP X X X X




Apéndice 2 (continuacdo). Namero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢des analisadas e

fragmentos amplificados.

CA Tecido Testemunho |[Espécie candidata Espécie Vocalizagéo Localidade Estado [CytB|CO1|RAG|POMC|16S
157|CFBH-t 6063 CFBH 15434 A. marmorata A. marmorata Ilha Bela, llha de S&o Sebastiéo SP X X X X
177|CFBH-t 7422 CFBH 17477 A. marmorata A. marmorata Ilha Bela, llha de S&o Sebastido SP X X X X
184|CFBH-t 8006 A. marmorata A. marmorata Santa Isabel, Fazenda PilGes SP X X X
186|CFBH-t 8702 CFBH 20218 A. sp.J A. marmorata Ilha das Couves, Municipio de S&o Sebastido SP X X X

189|CFBH-t 8729 CFBH 12884 A. sp.J A. marmorata Ilha das Couves |1, Municipio de Ubatuba SP X X X X
191|CFBH-t 8870 CFBH 12864 A. marmorata A. marmorata Ilha dos porcos pequena, Municipio de Ubatuba SP X X

193|CFBH-t 8952 CFBH 19969 A. sp. K A. marmorata Ubatuba, Instituto Agrondmico SP X X X X
195|CFBH-t 8965 CFBH 20222 A. sp.J A. marmorata Ilha das Couves, Municipio de Sdo Sebastido SP X X X X X
225|citog. 17.10 CFBH 11512 A. marmorata A. marmorata Santa Branca SP X X X X
228|citog. A735 CFBH 11532 A. marmorata A. marmorata Santa Branca SP X X X X
230|citog. A751 CFBH 11533 A. marmorata A. marmorata Santa Branca SP X X X X
232|citog. A752 CFBH 11534 A. marmorata A. marmorata Santa Branca SP X X X X
234|citog. A753 CFBH 11535 A. marmorata A. marmorata Santa Branca SP X X X X
237|citog. A756 CFBH 11536 A. marmorata A. marmorata Santa Branca SP X X X X

239 [nada consta livro tombo |[CFBH 17137 A. sp.J A. marmorata Ilha de Alcatrazes SP X X X X

241 |nada consta livro tombo |CFBH 17140 A. sp.J A. marmorata Ilha de Alcatrazes SP X X X X

242 [nada consta livro tombo |[CFBH 17138 A. sp.J A. marmorata Ilha de Alcatrazes SP X X X X
243|nada consta livro tombo |CFBH 17139 A. sp.J A. marmorata Ilha de Alcatrazes SP X X X X X
246 [nada consta livro tombo |[CFBH 17141 A. sp.J A. marmorata Ilha de Alcatrazes SP X X X X X
248|nada consta livro tombo |CFBH 17142 A. sp.J A. marmorata Ilha de Alcatrazes SP X X X X X
250[nada consta livro tombo |[CFBH 17143 A. sp.J A. marmorata Ilha de Alcatrazes SP X X X X X
253|MZUSP field 1547 A. sp.J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X

257 |MZUSP field 1549 A. sp.J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X
259[MZUSP field 1550 A. sp.J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X
260[MZUSP field 1568 A. sp.J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X X
290|UFMG-t 677 UFMG 2708 A. sp.J A. marmorata X Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X
291|UFMG-t 682 UFMG 2709 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X

292 |peca 06 UFMG 9353 A. sp. K A. marmorata Itatiaia - Pousada Chalés Terra Nova RJ X X X X

300 [peca 07 UFMG 9354 A. sp. K A. marmorata Itatiaia - Pousada Chalés Terra Nova RJ X X X X
311|UFMG-t 1734 UFMG 9470 A. sp.J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X
312|UFMG-t 1735 UFMG 9471 A. sp.J A. marmorata X Paranapiacaba SP X X X X
315|UFMG-t 2177 UFMG 10296 A. marmorata A. marmorata X Petrépolis RJ X X X X

316 |UFMG-t 2178 UFMG 10297 A. marmorata A. marmorata X Petropolis RJ X X X X X
317|UFMG-t 2179 UFMG 10298 A. marmorata A. marmorata X Guapimirim - PARNASO RJ X X X X
318|UFMG-t 2181 UFMG 10300 A. marmorata A. marmorata X Guapimirim - PARNASO RJ X X X X
319|UFMG-t 2183 UFMG 10302 A. marmorata A. marmorata X Guapimirim - PARNASO RJ X X X X X
320|UFMG-t 2185 UFMG 10304 A. marmorata A. marmorata X Guapimirim - PARNASO RJ X X X X

328 [peca 10 A. sp. K A. marmorata Itatiaia - Pousada Chalés Terra Nova RJ X X X X
332|CFBH-t 14289 CFBH 27850 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X X
333|CFBH-t 14288 CFBH 27849 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X X
340|CFBH-t 14287 CFBH 27848 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X X




Apéndice 2 (continuacdo). Namero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢des analisadas e

fragmentos amplificados.

CA Tecido Testemunho |[Espécie candidata Espécie Vocalizagéo Localidade Estado [CytB|CO1|RAG|POMC|16S
342|MZUSP field 1568 MZUSP field 1568 [A. sp. J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X
344|CFBH-t 14292 A. sp. K A. marmorata Rio Claro, Parque Estadual do Cunhambebe RJ X X X X
345|CFBH-t 14286 CFBH 27847 A. marmorata A. marmorata Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X X
347|CFBHt 16460 CFBH 32813 A. marmorata A. marmorata Ubatuba SP X X

349|CFBHt 462 CFBH 6395 A. marmorata A. marmorata Picinguaba, Ubatuba SP X X X

355|CFBHt 6278 CFBH 15494 A. marmorata A. marmorata llha Bela SP X X X X X
356 |CFBHt 16463 CFBH 32816 A. sp.J A. marmorata Itanhanhém SP X X X X
359|CFBHt 16461 CFBH 32815 A. marmorata A. marmorata Picinguaba, Ubatuba SP X X X
362|BB 296 BB 296 A. sp.J A. marmorata X Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X X
364 |CFBHt 8730 CFBH 12886 A. sp.J A. marmorata Ilha das Couves SP X X X X
366 |CFBHt 6047 CFBH 15416 A. marmorata A. marmorata llha Bela SP X X X X X
370|CFBHt 16462 CFBH 32814 A. marmorata A. marmorata Picinguaba, Ubatuba SP X X X
374|CFBHt 8896 CFBH 19975 A. marmorata A. marmorata Ubatuba SP X

376|BB 321 BB 321 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X
378|BB 292 BB 292 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X
380|MZUSPfield 1547 MZUSPfield 1547 |A. sp.J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X
382 |CFBHt 7399 CFBH 17451 A. marmorata A. marmorata llha Bela SP X X

384|CFBHt 14296 A. marmorata A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X X X

386 |CFBHt 14297 A. marmorata A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X X X
388 |CFBHt 14305 A. marmorata A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X X X X
390 |CFBHt 14302 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X

392 |CFBHt 14303 BB 282 A. sp.J A. marmorata X Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X

396 |CFBHt 14290 LAF34 A. marmorata A. marmorata X Guapimirim - PARNASO RJ X X X X
398|CFBHt 14285 CFBH 27846 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X X

402 |CFBHt 14291 A. marmorata A. marmorata Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X X X
406 |CFBHt 14306 CCT 35 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X

409|CFBHt 14314 CCT 31 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X

411|CFBHt 14300 BB272 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X

413|CFBHt 14307 CCT 25 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro, PN Tijuca RJ X X X X
414|CFBHt 14575 BB 276 A. sp.J A. marmorata X Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X

417|CFBHt 14301 MZUSP field 1579 |A. sp. J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X X
421|Davor Davor A. marmorata A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X X X
422|CFBHt 16464 CFBH 32818 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X

425|BB 319 BB 319 A. sp.J A. marmorata X Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X
429|BB 315 BB 315 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X
432|CFBHt 14293 A. marmorata A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X X
434|CFBHt 14294 A. marmorata A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X X X

436 |CFBHt 14295 A. marmorata A. marmorata Cachoeiras de Macacu RJ X X

437|BB 311 BB 311 A. sp.J A. marmorata X Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X X X
439|CFBHt 8970 CFBH 19968 A. sp. K A. marmorata Ubatuba SP X X X X
443|CFBHt 6120 CFBH 15443 A. marmorata A. marmorata llha Bela SP X X X X




Apéndice 2 (continuacdo). Namero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢des analisadas e

fragmentos amplificados.

CA Tecido Testemunho |[Espécie candidata Espécie Vocalizagéo Localidade Estado [CytB|CO1|RAG|POMC|16S
445|MZUSPfield 1549 MZUSPfield 1549 [A. sp.J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X X
448 |CFBHt 6289 CFBH 15500 A. marmorata A. marmorata llha Bela SP X X X

450|CFBHt 6450 CFBH 15542 A. marmorata A. marmorata Ilha Bela SP X X X X X
452 |CFBHt 6101 CFBH 15409 A. marmorata A. marmorata llha Bela SP X X X X
454|CFBHt 6288 CFBH 15497 A. marmorata A. marmorata llha Bela SP X X X X
455|CFBHT 16459 CFBH 32811 A. sp.J A. marmorata Itanhanhém SP X X X X X
456 |CFBHt 16466 CFBH 32820 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X
458|CFBHt 16465 CFBH 32819 A. sp.J A. marmorata Mogi das Cruzes, Parque das Neblinas SP X X X
459|MZUSPfield 1550 MZUSPfield 1550 [A. sp.J A. marmorata Paranapiacaba SP X X X X
465|PPGT 529 CFBH 35983 A. sp. K A. marmorata X Muriaé MG X X X X X
469|CFBHt 5853 A. marmorata A. marmorata Biritiba Mirim SP X X X X
475|CFBHt 16981 CFBH 34411 A. marmorata A. marmorata X Maricé RJ X X X X
479|CFBHt 8938 A. sp. K A. marmorata Ubatuba SP X X X X
481|CFBHt 8967 CFBH 20219 A. sp.J A. marmorata Sao Sebastido SP X X X X
485|CFBHt 16961 CFBH 34391 A. marmorata A. marmorata X Marica RJ X X X X

487 |CFBHt 16969 CFBH 34402 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro RJ X X X X
491|PPGT 493 PPGT 493 A. sp. K A. marmorata X Ubatuba, praia vermelha SP X X X X
495|PPGT 487 PPGT 487 A. sp. K A. marmorata X Sao Luiz do Paraitinga SP X X X X X
496 |CFBHt 16974 CFBH 34404 A. marmorata A. marmorata X Rio de Janeiro RJ X X X X X
502|PPGT 491 PPGT 491 A. sp. K A. marmorata X Séo Luiz do Paraitinga SP X X X X

506 [PPGT 488 PPGT 488 A. sp. K A. marmorata X Séo Luiz do Paraitinga SP X X X X
510(PPGT 489 PPGT 489 A. sp. K A. marmorata X Ubatuba SP X X X

513|UFMG-T 2706 UFMG 13285 A. sp. K A. marmorata X ITATIAIA RJ X X X X
514|CFBHt 16981 CFBH 34411 A. marmorata A. marmorata X rio de janeiro RJ X X X X

516 [PPGT 490 PPGT 490 A. sp. K A. marmorata Séo Luiz do Paraitinga SP X X X X
520|CFBHt 16979 CFBH 34409 A. marmorata A. marmorata X rio de janeiro RJ X X X X X
521 |UFMGt 2711 UFMG 13290 A. sp. K A. marmorata X ITATIAIA RJ X X X X
524|PPGT 496 PPGT 496 A. sp. K A. marmorata Ubatuba SP X X X X
527|UFMGt 2708 UFMG 13287 A. sp. K A. marmorata X Itatiaia RJ X X X

528 CFBH 36131 A. marmorata A. marmorata X Nazaré Paulista SP X X X X X
530|PPGT 492 PPGT 492 A. sp. K A. marmorata X Ubatuba, praia vermelha SP X X X X X
534|PPGT 497 PPGT 497 A. sp. K A. marmorata X Ubatuba SP X X X X

537 |UFMGt 2710 UFMG 13289 A. sp. K A. marmorata X Itatiaia RJ X X X X X
541|CFBHt 16963 CFBH 34389 A. marmorata A. marmorata X Marica RJ X X X X X
543|UFMGt 2705 UFMG 13284 A. sp. K A. marmorata X Itatiaia RJ X X X X

545 |UFMGt 2709 UFMG 13288 A. sp. K A. marmorata X Itatiaia RJ X X X X

548 |UFMGt 2707 UFMG 13286 A. sp. K A. marmorata Itatiaia RJ X X X

550 UFMGt 2712 UFMG 13291 A. sp. K A. marmorata X Itatiaia RJ X X X X X
553 CFBH 36132 A. marmorata A. marmorata X Nazaré Paulista SP X X X X

556 CFBH 36130 A. marmorata A. marmorata X Nazaré Paulista SP X X X X X
54 |CFBH-t 8163 CFBH 18170 A. nana A. nana Blumenau PR X X X X




Apéndice 2 (continuacdo). Namero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢des analisadas e
fragmentos amplificados.

CA Tecido Testemunho |[Espécie candidata Espécie Vocalizagéo Localidade Estado [CytB|CO1|RAG|POMC|16S
139|CFBH-t 3251 A. nana A. nana S&o Bento do Sul SC X X X
221|CFBH-t 13134 CFBH 27478 A. nana A. nana Guaramirim, Estrada entre Guaramirim e Jaragua do Sul SC X X X X
223|CFBH-t 13135 CFBH 27479 A. nana A. nana Guaramirim, Estrada entre Guaramirim e Jaragué do Sul SC X X X X
308|UFMG-t 1624 UFMG 8969 A. nana A. nana Séo Francisco do Sul SC X X X X
323|UFMG-t 2239 UFMG 10188 A. nana A. nana X S&o Bento do Sul SC X X X X X
334|UFMG-t 2276 UFMG 10279 A. nana A. nana X S&o Francisco do Sul - Vila da Gloria SC X X X X X
335|UFMG-t 2277 UFMG 10280 A. nana A. nana X Séo Francisco do Sul - Vila da Gléria SC X X X X X
360|CFBHt 13136 CFBH 27480 A. nana A. nana Guaramirim SC X X X

367|CFBHt 13137 CFBH 27481 A. nana A. nana Guaramirim SC X X X X
373|CFBHt 13138 CFBH 27482 A. nana A. nana Guaramirim SC X X X X X
555 imago A. thomei A. nana Guaramirim SC X X X X

29 |CFBH-t 4243 CFBH 13478 A. sp. S A. sp. "canto curto” Guapiara SP X X X X

30 |CFBH-t 7331 CFBH 17957 A. sp. S A. sp. "canto curto" Pariquera SP X X X X

31 |CFBH-t 7333 CFBH 17959 A. sp. S A. sp. "canto curto"” Iguape SP X X X X

47 |CFBH-t 12590 CFBH 23221 A. sp. S A. sp. "canto curto" X Guaratuba PR X X X X

56 |CFBH-t 10643 CFBH 22332 A. sp. S A. sp. "canto curto"” Pariquera-Agu, Parque Estadual Campina Encantado SP X X X X

58 |CFBH 12681 CFBH 26872 A. sp. S A. sp. "canto curto" Ribeirdo Grande, Fazenda Intermontes SP X X X X

68 |CFBH-t 10262 CFBH 21318 A. sp. S A. sp. "canto curto” X Guaruva, fazenda Creminacio, Serra do Araraquara PR X X X

70 |CFBH-t 10262 CFBH 21318 A. sp. S A. sp. "canto curto" X Guaruva, fazenda Creminacio, Serra do Araraquara PR X X X X
147|CFBH-t 5243 CFBH 15841 A. sp. S A. sp. "canto curto” Iguape SP X X X X
154|CFBH-t 5875 A. sp. S A. sp. "canto curto" Peruibe, E.E. Jureia Itatins SP X X X X
159(CFBH-t 6953 CFBH 17005 A. sp. S A. sp. "canto curto” Pariquera Agu SP X X X X
163[CFBH-t 6975 CFBH 17028 A. sp. S A. sp. "canto curto” Iguape SP X X X X
168|CFBH-t 6995 CFBH 17053 A. sp. S A. sp. “canto curto" Ilha de Cananéia SP X X X X
170{CFBH-t 7058 CFBH 17116 A. sp. S A. sp. "canto curto” Iguape SP X X X X
205|CFBH-t 10606 CFBH 22333 A. sp. S A. sp. "canto curto” Iguape SP X X X X
207|CFBH-t 10618 CFBH 22354 A. sp. S A. sp. "canto curto” Iguape SP X X X X
218|CFBH-t 12681 CFBH 26872 A. sp. S A. sp. "canto curto" Ribeirdo Grande, Fazenda Intermontes SP X X X X

346 |Canedo 040 Canedo 040 A. sp. S A. sp. "canto curto" Iguape SP X X X X
354|CFBHt 10632 CFBH 22468 A. sp. S A. sp. "canto curto” Ilha de Cananéia SP X X X X
372|CFBHt 10602 CFBH 22327 A. sp. S A. sp. "canto curto” Ilha de Cananéia SP X X X X
377|Canedo 033 Canedo 033 A.sp. S A. sp. "canto curto"” Iguape SP X X X X
379|Canedo 032 Canedo 032 A. sp. S A. sp. "canto curto” Iguape SP X X X X
389|CFBHt 8693 CFBH 19140 A. sp. S A. sp. "canto curto" lguape SP X X X X X
399|CFBHt 10633 CFBH 22469 A. sp. S A. sp. "canto curto"” Ilha de Cananéia SP X X X X
401|CFBHt 7149 CFBH 17796 A. sp. S A. sp. "canto curto" Ilha de Cananéia SP X X X X
410|CFBHt 12590 CFBH 23221 A. sp. S A. sp. "canto curto"” X Guaratuba PR X X
415|CFBHt 10678 CFBH 19604 A. sp. S A. sp. "canto curto" Ilha de Cananéia SP X X X X
444|CFBHt 7332 CFBH 17958 A. sp. S A. sp. "canto curto"” Pariquera-Agu SP X X X

449|CFBHt 12921 CFBH 27148 A. sp. S A. sp. "canto curto" X Ribeirdo Grande SP X X X X X
457|CFBHt 16467 CFBH 32821 A sp. S A. sp. "canto curto" Peruibe SP X X X X




Apéndice 2 (continuacdo). Namero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢des analisadas e

fragmentos amplificados.

CA Tecido Testemunho |[Espécie candidata Espécie Vocalizagéo Localidade Estado [CytB|CO1|RAG|POMC|16S
470|CFBHt 4245 CFBH 13479 A. sp. S A. sp. "canto curto” Guapiara SP X X X X X
489|PPGT 462 PPGT 462 A. sp. S A. sp. "canto curto” X Miracatu SP X X X X
493|PPGT 464 PPGT 464 A. sp. S A. sp. "canto curto” X Miracatu SP X X X X
498|PPGT 474 PPGT 474 A. sp. S A. sp. "canto curto” X Iguape SP X X X X
500|PPGT 475 PPGT 475 A. sp. S A. sp. "canto curto" X Miracatu SP X X X X
504|PPGT 476 PPGT 476 A. sp. S A. sp. "canto curto” X Iguape SP X X X

508[PPGT 477 PPGT 477 A.sp. S A. sp. "canto curto” X Iguape SP X X X X X
518|PPGT 480 PPGT 480 A. sp. S A. sp. "canto curto" Iguape SP X X X X X
522|CV 199 CV 199 A. sp. S A. sp. "canto curto" X Miracatu SP X X

526 [PPGT 472 PPGT 472 A. sp. S A. sp. "canto curto"” X Miracatu SP X X X X
532|CV 202 CV 202 A. sp. S A. sp. "canto curto" X Iguape SP X X X X X
538[PPGT 463 PPGT 463 A. sp. S A. sp. "canto curto” X Miracatu SP X X X X X
546 |PPGT 479 PPGT 479 A. sp. S A. sp. "canto curto" X Iguape SP X X X X X
552 |CFBHt 35915 CFBH 35917 A. sp. S A. sp. "canto curto"” Ilha do Cardoso SP X X X X X
302 |UFMG-t 854 UFMG 7066 A.sp.R A. sp. "catarinense" X Séo Bonifacio - Gruta Sdo José SC X X X X
303|UFMG-t 863 UFMG 7080 A. sp. R A. sp. "catarinense" X florianépolis - Pogdo SC X X X X

307 [UFMG-t 974 UFMG 7111 A.sp.R A. sp. "catarinense" X florianépolis - Pogdo SC X X X X X
24 |CFBH-t 7321 CFBH 17943 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X

55 |CFBH-t 10592 CFBH 22324 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha Comprida SP X X X X
145|CFBH-t 5225 CFBH 15837 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X
161|CFBH-t 6959 CFBH 17011 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Iguape SP X | X | X X

164 |CFBH-t 6990 CFBH 17047 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Iguape SP X X X X

166 |CFBH-t 6992 CFBH 17049 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Iguape SP X | X X X
173|CFBH-t 7266 CFBH 17888 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha do Cardoso SP X X X X
175|CFBH-t 7282 CFBH 17904 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X X

202 |CFBH-t 10601 CFBH 22326 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X
209|CFBH-t 10673 CFBH 19595 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha do Cardoso SP X X X X
211|CFBH-t 10675 CFBH 19597 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Iguape SP X X X

350 |CFBHt 10630 CFBH 22466 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X X

358 |CFBHt 8631 CFBH 19075 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X

361|CFBHt 7281 CFBH 17903 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X
365|CFBHt 10613 CFBH 22348 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X
369|CFBHt 10612 CFBH 22347 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X X
375|CFBHt 8680 CFBH 19126 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X X X
383|CFBHt 8632 CFBH 19076 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X X
385|CFBHt 8682 CFBH 19128 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X X

387 |CFBHt 8692 CFBH 19139 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Iguape SP X X X X
391|CFBHt 9725 CFBH 19977 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X

393|CFBHt 10627 CFBH 22363 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha do Cardoso SP X X X X

395 |CFBHt 10628 CFBH 22364 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha do Cardoso SP X X X X

397 |CFBHt 10673 CFBH 19595 A. sp.O A. sp. "sambaqui” Ilha do Cardoso SP X X X X




Apéndice 2 (continuacdo). Namero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢des analisadas e

fragmentos amplificados.

CA Tecido Testemunho |[Espécie candidata Espécie Vocalizagéo Localidade Estado [CytB|CO1|RAG|POMC|16S
403|CFBHt 8641 CFBH 19085 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X
405|CFBHt 5238 CFBH 15839 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X

408|CFBHt 10631 CFBH 22467 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X
412 |CFBHt 7282 CFBH 17904 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X X
416|CFBHt 8681 CFBH 19127 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X X
423|CFBHt 7266 CFBH 17888 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha do Cardoso SP X X X

426 |CFBHt 7241 CFBH 17765 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha do Cardoso SP X X X X X
428|CFBHt 7260 CFBH 17870 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha do Cardoso SP X X X X
431|CFBHt 8457 CFBH 18893 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha Comprida SP X X X X X
433|CFBHt 8459 CFBH 18895 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X X
435|CFBHt 8568 CFBH 19002 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X X
440|CFBHt 5239 CFBH 15838 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha de Cananéia SP X X X

446 |CFBHt 8536 CFBH 18972 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Ilha de Cananéia SP X X X X X
451|CFBHt 7222 CFBH 17746 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Ilha do Cardoso SP X X X X
453|CFBHt 16458 CFBH 32861 A. sp. O A. sp. "sambaqui" Itanhanhém SP X X X

472|CFBHt 12585 CFBH 23216 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Guaruva PR X X X X
486|CFBH 35777 CFBH 35777 A. sp. O A. sp. "sambaqui" X Iguape SP X X X X X
488|PPGT 473 CFBH 35851 A. sp. O A. sp. "sambaqui” Miracatu SP X X X X
490|CV 201 CFBH 35828 A. sp. O A. sp. "sambaqui" X Miracatu SP X | X | X X X
494|- CFBH 35778 A. sp. O A. sp. "sambaqui” X Iguape SP X X X X X
497|CFBH 35779 CFBH 35779 A. sp. O A. sp. "sambaqui" X Iguape SP X | X | X X X
536 |CFBHt 16435 CFBH 32327 A. sp. O A. sp. "sambaqui” X Itanhém SP X X X X X
3 [CFBH-t 9050 CFBH 19469 A. thomei A. thomei Linhares ES X X X

22 |BB 161 BB 161 A. thomei A. thomei X Mogi das Cruzes SP X X X X

26 |BB 162 BB 162 A. thomei A. thomei X Mogi das Cruzes SP X X X X

32 |CFBH-t 7465 A. thomei A. thomei Cardeal Mota MG X X

34 |CFBH-t 7497 A. thomei A. thomei Varginha MG X X X

35 |CFBH-t 7518 A. thomei A. thomei Paraguacu MG X X X

52 |CFBH-t 9058 CFBH 18061 A. thomei A. thomei Linhares ES X | X | X X

53 |CFBH-t 9062 CFBH 18066 A. thomei A. thomei Linhares ES X X X X

75 |CTRU 22 A. thomei A. thomei Rio das Ostras, Fazenda das Gargas RJ X X X X

77 |CTRU 23 A. thomei A. thomei Rio das Ostras, Fazenda das Garcas, RJ X X X X
116|MNRJ 47473 MNRJ 47473 A. thomei A. thomei Macaé, REBIO Unido RJ X | X X X X
179|CFBH-t 7517 A. thomei A. thomei Paraguacu MG X X X X
180|CFBH-t 7529 A. thomei A. thomei Cardeal Mota MG X X X X
182|CFBH-t 7530 A. thomei A. thomei Varginha MG X

196 |CFBH-t 9066 CFBH 18070 A. thomei A. thomei Linhares, Povoagdo, Plantagdo de Cacau ES X X X X
198|CFBH-t 10573 CFBH 22295 A. thomei A. thomei Mimoso do Sul ES X X X X
227|citog. 56.2 CFBH 11531 A. thomei A. thomei Santa Branca SP X X X X X
286 |UFMG-t 111 UFMG-A 3999 A. thomei A. thomei Santa Barbara MG X X X X
304|UFMG-t 919 UFMG 3745 A. thomei A. thomei Varginha MG X X X X X




Apéndice 2 (continuacdo). Namero de extracdo (CA), tecidos senquenciados, material examinado, VVocaliza¢des analisadas e

fragmentos amplificados.

CA Tecido Testemunho [Espécie candidata Espécie Vocalizagdo Localidade Estado [CytB|CO1|RAG|POMC|16S
309[UFMG-t 1732 UFMG 9468 A. thomei A. thomei Mogi das Cruzes - Parque municipal Leon Feffer SP X X X X
321|UFMG-t 2189 UFMG 10305 A. thomei A. thomei Santana do Riacho PARNA Cip6 MG X X X X
322|UFMG-t 2190 UFMG 10306 A. thomei A. thomei Santana do Riacho PARNA Cip6 MG X X X X

326 [peca 08 UFMG 9354 A. thomei A. thomei X Itatiaia - E. Ferrovidria Campo Belo RJ X X X X
327|peca 09 UFMG 9355 A. thomei A. thomei X Itatiaia - E. Ferroviaria Campo Belo RJ X X X X
341|UFGM-t 2288 UFMG 9422 A. thomei A. thomei X Santana do Riacho PARNA Cip6 MG X X X X
343|CFBH-t 14618 CFBH 29532 A. thomei A. thomei X Botucatu - Fazenda do William SP X X X X X
348 |CFBHt 15759 CFBH 32101 A. sp. M A. thomei X Camacan BA X X X
357|CFBHt 15801 CFBH 32074 A. sp. L A. thomei X Igrapitina BA X [ X[ X

363|CFBHt 15797 CFBH 32070 A.sp. L A. thomei Igrapilna BA X X X
371|CFBHt 15815 CFBH 32102 A. sp. M A. thomei X Camacan BA X | X X
418|CFBHt 15800 CFBH 32073 A.sp. L A. thomei X Igrapilna BA X X X X
424|CFBHt 15799 CFBH 32072 A. sp. L A. thomei Igrapitina BA X [ X[ X X
427|CFBHt 15796 CFBH 32069 A. sp. L A. thomei X Igrapitna BA X X X X
430|CFBHt 15803 CFBH 32076 A. sp. L A. thomei Igrapitina BA X | X X
438|CFBHt 15802 CFBH 32075 A. sp. L A. thomei Igrapitina BA X X X X
447|CFBHt 15798 CFBH 32071 A. sp. L A. thomei X Igrapilina BA X [ X[ X X

466 |CFBHt 15919 A. thomei A. thomei Monte Mor SP X X

468 |CFBHt 7450 A. thomei A. thomei Varginha MG X X X X
474|CFBHt 16982 CFBH 34413 A. thomei A. thomei X Itatiaia RJ X X | X X
480|CFBHt 17725 CFBH 34958 A. thomei A. thomei campinas SP X X X X
492|CFBHt 17766 CFBH 35748 A. thomei A. thomei Campinas SP X X X

501 |CFBHt 7477 A. thomei A. thomei Varginha MG X X X X

503 |CFBHt 7456 A. thomei A. thomei Paraguagu MG X X X

505 [CFBHt 15855 A. thomei A. thomei X Itatiaia RJ X X X X X
507|CFBHt 15854 A. thomei A. thomei Itatiaia RJ X X X X
511|CFBHt 16984 CFBH 34414 A. thomei A. thomei X Itatiaia RJ X X X X
515|CFBHt 17888 CFBH 35875 A. thomei A. thomei Campinas SP X X X X
517|CFBHt 17887 CFBH 35874 A. thomei A. thomei Campinas SP X X

554 girino A. thomei A. thomei Itatiaia RJ X X X X

558 |CFBHt 15920 A. thomei A. thomei Monte Mor SP X X

43 |CFBH-t 10240 CFBH 21301 A. sp.N Morretes PR X [ X[ X X

65 |CFBH-t 10240 CFBH 21301 A. sp. N Morretes, S80 Jodo da Graciosa PR X X X X

72 |CFBH-t 10241 CFBH 21302 A. sp. N Morretes, Sdo Jodo da Graciosa PR X X X X
351|BB 23 CFBH 23182 A. sp.N Morretes PR X | X

353|BB 24 CFBH 23183 A. sp.N Itupava PR X [ X[ X X
478 |CFBHt 17366 CFBH 34435 A. sp.N Quatro Barras PR X | X X
484|CFBHt 17367 CFBH 34436 A. sp. N Quatro Barras SP X X X X X




APENDICE 3

Capitulo 1

Delimitacédo especifica dos clados Thomei e Marmorata do género Adenomera Steindachner,

1867 (Anura, Leptodactylidae)

LISTA DE SINAPOMORFIAS MOLECULARES

Numero ddos nés da avore consenso strito, nome do clado correspondente e sinapomorfias

moleculares



Apéndice 3a. Arvore consenso strito. N(imeros nos ramos correspondem ao niimeros dos clados

Clado Andreae
| Clado Lutzi

Clado Heyeri

! ; L - -
+ L Clado Hylaedactyla + Martinezi

+ + J = Clado Thomei

Clado Marmorata Sul

Clado Mata Atlantica

Clado Marmorata

{ Cigse Clado Marmorata Norte




Clado Andreae
Clado Lutzi
Clado Heyeri

Clado Hylaedactyla

Clado Thomei

Clado Marmorata Sul

Clado Marmorata

Clado Marmorata

Clado Marmorata Norte

N r404— AspMMTR16429
711%8644—4037 ASpMMD2568
77104{'145* 371 Cama
712 "135— 348_Cama
r402— AspL2 mtr21951
~ r401— AspL MTR20994
721# 75541 50— 438 1qra
720 [178— 418 Igra
'719‘{ 139— 357 _Igra
a 4[7534[198*447 Iagra
184— 427_1Igra

469

40— 198_Mimo
N r418— Atholb M RJ60463
7 6451752 266 Stapar
584 {4177 Athola MTR17686
‘583

258— 52 Linh
82‘{ 416— Athola CFBH9053
581{ i

87— 3 Lin
5804[5794(266* 53 Linh
39— 196 _Linh
77 RioOst -

423— Athod4 CTU22
7934‘:292775 RioOst
129— 341 Cipo
“466 '562‘{ 98— 309 Mogi
561“[560{1107 322 Cipo
33— 180_CarMo
708‘[1317 343_Botu
8664{:4207 Atho3a DT2891

200 709 419— Atho3a_CY239
234— 492 _Camp
7644‘ =

r224— 480 Camp
7631315— 466 _momor
558 244— 501 _Var
7674[7664(422:Atho3c CFBH7450
'214— 468 Var
31— 179 Para
557 555{ r93= 304 Var
'668‘{ rl27— 34 Var
—704{789{421; Atho3b CFBH7456
556 246— 503 _Para
282— 554 Ttati N
T114— 326 _Itati
'684“{,685{248:505 Itati
115— 327 Itati
253— 511 Itati
770{2197474 Itati
604 {57722775}3@
a 74— 26 Mogi
6021552 57 mogi

606

“605

N6 452 - Clado Marmorata

Adenomera sp. M

Adenomera sp. L

Adenomera thomei



452

451

—_—

Clado Andreae
Clado Lutzi
Clado Heyeri

Clado Hylaedactyla

Clado Thomei

Clado Marmorata Sul

482

481

Clado Marmorata

Clado Marmorata

Clado Marmorata Norte

— Clado Hylaedactyla

N6 469 - Clado Thomei

[409— AspR2 TRPD9 -
665«{ 408— AspR1 MTR18496

'5@4{ 9 SB
6 “{567{%:307 Flor

92— 303_Flor

cga—113— 325 SBesul

6827112— 324_sSBesul
683 11— AaraBEMLG0609
1 — RaraMCP11241
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Apéndice 3b. Numero dos nos da &rvore consenso strito e 0 nome do clado correspondente

No # Clado

4 Adenomera sp. A (=A. marmorata**)
446 | Adenomera marmorata *
447 | Adenomera marmorata* + A. sp. J (=A. marmorata**)
448 | Adenomera marmorata* + A. sp. J + A. sp. K (=A. marmorata**)
449 | Adenomera marmorata**
450 | Marmorata Norte
451 | Marmorata
452 | Mata Atlantica
468 | Adenomera thomei *
469 | Adenomera thomei**
477 | Adenomera engelsi
478 | Adenomera nana + A. engelsi
479 | Adenomera bokermanni + A. nana + A. engelsi
480 | Adenomerasp. N + A. bokermanni + A. nana + A. engelsi
481 | Adenomera sp. “sambaqui” + A. sp. N + A. bokermanni + A. nana + A. engelsi
482 | Marmorata Sul
498 | Adenomera sp. K (=A. marmorata*¥*)
504 | Adenomera ajurauna
505 | Adenomera ajurauna + A. sp. “canto curto”
508 | Adenomera nana
512 | Adenomera sp. J (=A. marmorata**)
519 | Adenomera sp. “sambaqui”
529 | Adenomera sp. “canto curto”
665 | Adenomera sp. “catarinense”
666 | Adenomera araucaria + A. sp. “catarinense”
683 | Adenomera araucaria
689 | Adenomera bokermanni
711 | Adenomera sp. M (= A. thomei*¥*)
712 | Adenomera sp. L + A. sp. M (= A. thomei**)
714 | Adenomera sp. N
721 | Adenomera sp. L (= A. thomei**)




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada nd da arvore consenso (continua).

No # |Posicdo | Fragmento | Transformacdo| N6 # |Posicdo |Fragmento | Transformacéo
4 99 12s/16S A-->G 4 1770 12s/16S A-->G
4 115 12s/16S T->C 4 1796 12s/16S A->C
4 137 12s/16S T->C 4 1817 12s/16S A-->G
4 139 12s/16S T->C 4 1851 12s/16S C->T
4 140 12s/16S A-->C 4 1979 12s/16S T->C
4 236 12s/16S A-->G 4 2040 12s/16S A-->G
4 278 12s/16S C->T 4 2057 12s/16S G-->A
4 678 12s/16S T->C 4 2073 12s/16S A-->G
4 684 12s/16S C->T 4 2124 12s/16S G-->A
4 725 12s/16S G-->A 4 2187 12s/16S C->A
4 754 12s/16S C->T 4 2193 12s/16S A->G
4 786 12s/16S T->A 4 2219 12s/16S T->C
4 841 12s/16S C->T 4 2226 12s/16S C->G
4 852 12s/16S T->C 4 2242 12s/16S A-->G
4 909 12s/16S A-->G 4 2270 12s/16S A-->G
4 911 12s/16S T->C 4 2296 12s/16S G-->A
4 912 12s/16S A-->G 4 2304 12s/16S T->C
4 1000 12s/16S C->T 4 2308 12s/16S C->T
4 1021 125/16S C-->G 4 2310 12s/16S T->A
4 1037 12s/16S T->C 4 2321 12s/16S C->T
4 1040 12s/16S T-->C 4 2366 12s/16S T->C
4 1041 12s/16S T->C 4 2378 12s/16S A-->G
4 1056 12s/16S T->C 4 214 Col T->C
4 1078 12s/16S A-->G 4 238 Col C-->A
4 1094 12s/16S C-->T 4 250 Col C->G
4 1097 12s/16S A->T 4 271 Col C->T
4 1098 12s/16S T-->C 4 286 Col G-->A
4 1099 12s/16S T-->C 4 307 Col T->G
4 1107 12s/16S T-->C 4 313 Col A-->G
4 1124 12s/16S T-->C 4 367 Col T->C
4 1159 12s/16S A-->T 4 397 Col G->A
4 1167 12s/16S G->A 4 415 Col T->A
4 1202 12s/16S T-->C 4 422 Col G->A
4 1210 12s/16S T->C 4 476 Col C->T
4 1441 12s/16S A-->G 4 481 Col T->C
4 1443 12s/16S A-->G 4 493 Col T->C
4 1475 12s/16S C->T 4 502 Col G->T
4 1489 12s/16S T->C 4 532 Col C->T
4 1490 12s/16S C->T 4 541 Col C->T
4 1498 12s/16S T->C 4 553 Col T->C
4 1511 12s/16S G->A 4 574 Col T->C
4 1534 12s/16S C->T 4 586 COl T->C
4 1538 12s/16S A-->C 4 625 Col T->C
4 1548 12s/16S T->C 4 48 CYTB A-->C
4 1552 12s/16S A-->G 4 151 CYTB T->C
4 1595 12s/16S T->C 4 160 CYTB C->T
4 1618 12s/16S T->C 4 172 CYTB T->C
4 1728 12s/16S C->T 4 184 CYTB A-->G
4 1768 12s/16S C->T 4 202 CYTB T->C




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada nd da arvore consenso (continua).

NO #| Posicdo | Fragmento | Transformacao | N6 #| Posicdo | Fragmento | Transformacéo
4 211 CYTB C->T 447 | 1149 12s/16S T->C
4 235 CYTB C->T 447 | 1233 12s/16S A-->G
4 334 CYTB A-->G 447 | 1560 12s/16S A->T
4 343 CYTB T->G 447 | 1767 12s/16S C->T
4 346 CYTB C->T 447 | 2271 12s/16S C->T
4 352 CYTB G-->A 447 | 2315 12s/16S C->T
4 365 CYTB A-->T 447 | 205 Col T->C
4 424 CYTB G-->C 447 | 277 COl A-->G
4 442 CYTB T->C 447 | 337 COl A-->G
4 448 CYTB T->C 447 | 496 COl T->C
4 520 CYTB C->T 447 | 517 COl T->C
4 547 CYTB C->T 447 | 643 COol T->C
4 556 CYTB A-->G 447 | 274 CYTB A-->G
4 574 CYTB C->T 447 | 319 CYTB T->C
4 590 CYTB G-->A 447 | 376 CYTB C->T
4 595 CYTB C->T 448 | 182 12s/16S C->T
4 603 CYTB A-->T 448 | 435 12s/16S A-->G
4 623 CYTB G-->A 448 | 523 12s/16S A-->G
4 359 RAG C-->T 448 | 738 12s/16S G->C
4 600 RAG G->T 448 | 752 12s/16S A-->C
4 829 RAG T-->C 448 | 760 12s/16S A-->G

446 | 141 12s/16S T->A 448 | 989 12s/16S T-->A

446 | 336 12s/16S A->T 448 | 1048 12s/16S C->T

446 | 687 12s/16S T-->C 448 | 1123 12s/16S C->T

446 | 1330 12s/16S T-->C 448 | 1332 12s/16S A-->T

446 | 1332 12s/16S T-->C 448 | 1368 12s/16S A-->C

446 | 1373 12s/16S T->C 448 | 1442 12s/16S C->T

446 | 1454 12s/16S T->C 448 | 1473 12s/16S T->C

446 | 1471 12s/16S C-->A 448 | 1557 12s/16S T-->A

446 | 1663 12s/16S A-->C 448 | 1646 12s/16S T-->A

446 | 1670 12s/16S T->C 448 | 1687 12s/16S AC->T

446 | 1699 12s/16S A-->C 448 | 1839 12s/16S A-->C

446 | 247 CoOl T-->C 448 | 1951 12s/16S T->C

446 | 256 COl C->T 448 | 2187 12s/16S T->C

446 | 340 COlI A-->C 448 | 2188 12s/16S T-->A

446 | 445 Col C->T 448 | 2198 12s/16S T->C

446 | 497 Col T->C 448 | 2306 12s/16S C->T

446 | 601 COl T->C 448 | 2322 12s/16S T->C

446 42 CYTB A-->G 448 | 2330 12s/16S T->C

446 49 CYTB A-->G 448 | 2466 12s/16S A-->G

446 | 196 CYTB T->C 448 | 361 Col T->C

446 | 214 CYTB A-->G 448 | 427 COl C->T

446 | 391 CYTB T->C 448 | 433 Col C->T

446 | 475 CYTB C->T 448 | 445 COl A->C

446 | 619 CYTB A-->G 448 | 514 COl T->C

447 | 388 12s/16S C->T 448 | 595 COl T->C

447 | 777 12s/16S C->A 448 | 610 COl T->A

447 | 907 12s/16S C->T 448 | 154 CYTB C->A

447 | 942 12s/16S T->C 448 | 269 CYTB A-->G




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada nd da arvore consenso (continua).

NO #| Posicdo | Fragmento | Transformacao | N6 #| Posicdo | Fragmento | Transformacéo
448 | 277 CYTB T->C 450 | 148 COl T->C
448 | 599 CYTB T->A 450 | 214 COl A->T
448 | 261 RAG C->T 450 | 316 COl T->C
449 | 163 12s/16S T->C 450 [ 319 COl T->C
449 | 197 12s/16S C->A 450 | 418 COl T->C
449 | 331 12s/16S C->T 450 [ 502 COl T->G
449 | 378 12s/16S T->C 450 [ 529 Col A-->G
449 | 854 12s/16S T->C 450 [ 535 COl A-->G
449 | 877 12s/16S T->C 450 39 CYTB A-->G
449 | 1016 12s/16S T->C 450 | 292 CYTB A-->T
449 | 1054 12s/16S T->C 450 | 449 CYTB C->T
449 | 1065 12s/16S T->C 450 | 1105 RAG C->T
449 | 1111 12s/16S A-->G 451 | 107 12s/16S C->A
449 | 1454 12s/16S C->T 451 | 336 12s/16S T->A
449 | 1461 12s/16S T->C 451 | 761 12s/16S T->C
449 | 1524 12s/16S T->C 451 | 972 12s/16S A->C
449 | 1548 12s/16S A-->T 451 | 1089 12s/16S A-->T
449 | 1552 12s/16S G-->A 451 | 1122 12s/16S A-->G
449 | 1701 12s/16S T-->C 451 | 1226 12s/16S G-->A
449 | 1752 12s/16S T->C 451 | 1238 12s/16S C->T
449 | 1841 12s/16S T->C 451 | 1268 12s/16S T-->A
449 | 2040 12s/16S G-->A 451 | 1642 12s/16S C->T
449 | 125 COl T-->C 451 | 1644 12s/16S C->T
449 | 196 COlI T->C 451 | 1646 12s/16S C->T
449 | 229 COl G->A 451 | 2160 12s/16S T->A
449 | 307 COlI C->T 451 | 301 COI C->T
449 | 340 COlI C->A 451 54 CYTB A->T
449 | 397 COlI A-->G 451 | 646 CYTB T->A
449 | 466 COlI T-->C 452 | 137 12s/16S A-->T
449 | 175 CYTB T-->C 452 | 142 12s/16S T->A
449 | 196 CYTB C->T 452 | 182 12s/16S T-->C
449 | 211 CYTB T-->C 452 | 311 12s/16S C->A
449 | 295 CYTB T-->C 452 | 324 12s/16S A->C
449 | 643 CYTB A-->C 452 | 341 12s/16S A-->G
449 3 POMC T-->C 452 | 385 12s/16S A->C
449 | 151 POMC C->T 452 | 437 12s/16S T->C
449 | 503 POMC A-->C 452 | 474 12s/16S A-->G
449 | 589 POMC C-->G 452 | AT7 12s/16S C-->A
449 | 397 RAG C->A 452 | 615 12s/16S T->C
450 | 324 12s/16S C->T 452 | 655 12s/16S A->C
450 | 697 12s/16S T->C 452 | 719 12s/16S A->T
450 | 729 12s/16S A-->G 452 | 748 12s/16S T->C
450 | 777 12s/16S T-->C 452 | 759 12s/16S A-->G
450 | 1032 12s/16S C->T 452 | 770 12s/16S G->A
450 | 1066 12s/16S T->C 452 | 784 12s/16S C->T
450 | 1643 12s/16S C->T 452 | 886 12s/16S C->T
450 | 1799 12s/16S T->C 452 | 887 12s/16S T->C
450 | 2237 12s/16S A-->G 452 | 919 12s/16S C->A
450 | 142 CoOl A-->G 452 | 1000 12s/16S T->C




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada nd da arvore consenso (continua).

No # |Posicdo | Fragmento | Transformacdo | N6 #| Posicdo | Fragmento | Transformacéo
452 1016 12s/16S A-->T 452 | 277 CYTB A-->T
452 1021 12s/16S A-->C 452 | 433 CYTB T->A
452 1043 12s/16S C->T 452 | 436 CYTB A-->T
452 1069 12s/16S A-->C 452 | 451 CYTB T->A
452 1076 12s/16S A-->C 452 | 454 CYTB A->C
452 1221 12s/16S A-->T 452 | 538 CYTB A->C
452 1288 12s/16S A-->C 452 | 649 CYTB C->T
452 1310 12s/16S G-->A 452 | 650 CYTB C->A
452 1321 12s/16S C->T 452 | 662 CYTB G-->T
452 1375 12s/16S C->T 452 91 POMC C->T
452 1382 12s/16S G-->A 452 94 POMC G->A
452 1401 12s/16S C->T 452 | 118 POMC T->G
452 1432 12s/16S T->C 452 | 439 POMC A->C
452 1442 12s/16S A-->C 452 | 478 POMC C->T
452 1443 12s/16S C->A 452 | 545 POMC G-->A
452 1451 12s/16S T->G 452 | 290 RAG T->A
452 1460 12s/16S T->A 452 | 338 RAG A-->G
452 1472 12s/16S A-->T 452 | 377 RAG A-->C
452 1481 12s/16S T->A 452 | 407 RAG T->C
452 1519 12s/16S C->A 452 | 530 RAG C->A
452 1548 12s/16S C-->A 452 | 544 RAG G->T
452 1552 12s/16S T-->G 452 | 557 RAG T->C
452 1554 12s/16S T->A 452 | 653 RAG G-->T
452 1644 12s/16S A-->C 452 | 659 RAG T-->C
452 1667 12s/16S A-->C 452 | 756 RAG G->A
452 1727 12s/16S A-->CT 452 | 847 RAG C-->A
452 1729 12s/16S G-->A 452 | 867 RAG G->A
452 1730 12s/16S A-->C 452 | 911 RAG T->A
452 1763 12s/16S A->T 452 | 912 RAG G->T
452 1816 12s/16S T-->A 452 | 1128 RAG A->C
452 1838 12s/16S A-->C 452 | 1182 RAG G->A
452 1840 12s/16S T->C 452 | 1242 RAG G->A
452 1843 12s/16S T-->A 452 | 1251 RAG C->T
452 2067 12s/16S G-->A 452 | 1276 RAG C-->A
452 2169 12s/16S A-->T 452 | 1277 RAG A-->G
452 2175 12s/16S A-->C 452 | 1290 RAG A-->G
452 2183 12s/16S T->C 452 | 1374 RAG G->A
452 2270 12s/16S G-->A 452 | 1389 RAG T->A
452 247 Col T->C 468 | 385 COl G->A
452 289 COl C->A 468 | 502 Col G->A
452 335 COl C->T 468 | 505 COl C-->T
452 424 COl A-->C 468 | 643 COl T->C
452 448 Col A->T 468 30 CYTB G->A
452 502 COl A-->T 468 42 CYTB A-->G
452 565 COl C->A 468 | 325 CYTB C->T
452 598 COl A-->T 468 | 328 CYTB A-->G
452 39 CYTB G-->A 468 | 394 CYTB C->T
452 212 CYTB C->A 468 | 424 CYTB G->A
452 230 CYTB A-->C 468 | 472 CYTB C->T




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada nd da arvore consenso (continua).

NO #| Posicdo | Fragmento | Transformacao | N6 #| Posicdo | Fragmento | Transformacéo
468 | 616 CYTB C->T 477 | 307 COl T->A
468 | 644 CYTB G-->A 477 | 439 COl G->C
468 | 649 CYTB T->C 477 | 548 COl A-->G
469 | 2060 12s/16S C->T 477 | 646 COl A-->G
469 | 2073 12s/16S A-->G 477 | 280 CYTB C->T
469 | 2184 12s/16S C->T 477 | 292 CYTB T->C
469 | 2194 12s/16S C->T 477 | 415 CYTB A-->G
469 | 2202 12s/16S C->T 477 | 421 CYTB G-->A
469 | 2211 12s/16S G-->A 478 | 2229 12s/16S G-->A
469 | 2227 12s/16S C->A 478 | 238 COl C->T
469 | 2228 12s/16S T->C 478 | 280 COl A-->G
469 | 2244 12s/16S T->A 478 | 335 COol T->C
469 | 2270 12s/16S A-->G 478 | 352 COl A-->T
469 | 2271 12s/16S C->T 478 | 424 COl T->A
469 | 2337 12s/16S C->T 478 | 230 CYTB C->T
469 | 2346 12s/16S G-->A 478 | 386 RAG G->A
469 | 2350 12s/16S C->T 479 | 740 RAG C->G
469 | 2372 12s/16S T->C 480 | 241 Col T->C
469 | 202 COl C->T 480 [ 280 Col A-->G
469 | 238 COl C->T 480 | 388 COol A-->G
469 | 269 COlI G->A 480 | 391 COI A-->G
469 | 400 COlI G->A 480 | 442 COol A-->G
469 | 538 COl A-->G 480 | 493 Col T->C
469 | 544 COl C-->T 480 | 527 COol T->C
469 | 607 COl C-->T 480 | 655 Col T->C
469 | 637 COl C-->T 480 | 187 CYTB A-->G
469 12 CYTB C-->T 480 | 274 CYTB G->A
469 45 CYTB C-->T 480 | 293 CYTB G->A
469 48 CYTB A-->C 480 | 301 CYTB C->T
469 | 124 CYTB T-->C 480 | 478 CYTB T->C
469 | 151 CYTB T-->C 480 | 514 CYTB C->T
469 | 220 CYTB C-->T 480 [ 550 CYTB A-->G
469 | 232 CYTB A-->G 480 | 637 CYTB C->T
469 | 238 CYTB T->C 480 | 647 CYTB G->A
469 | 259 CYTB A-->G 480 | 661 CYTB T->C
469 | 346 CYTB C->T 481 | 2160 12s/16S A->T
469 | 448 CYTB T-->C 481 | 2168 12s/16S A-->G
469 | 501 CYTB T->C 481 | 2185 12s/16S C-->A
469 | 505 CYTB T->C 481 | 2197 12s/16S C-->T
469 | 523 CYTB C->T 481 | 2199 12s/16S T->C
469 | 526 CYTB C->T 481 | 2277 12s/16S A->C
469 | 625 CYTB C->T 481 | 121 COl A-->G
469 | 637 CYTB C->T 481 | 145 Col G->A
469 | 164 RAG C->T 481 | 172 COl T->C
469 | 224 RAG G->A 481 | 295 COl T->C
469 | 485 RAG G-->A 481 | 298 COl A-->G
469 | 568 RAG T->C 481 | 376 COl A->T
A77 | 2433 12s/16S A-->G 481 | 562 COl A-->G
477 | 247 CoOl C->T 481 | 598 COl T->C




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada né da arvore consenso (continua).

NO #| Posicdo | Fragmento | Transformacao | N6 #| Posicdo | Fragmento | Transformacéo
481 | 640 COl T->C 504 | 436 CYTB T->C
481 9 CYTB A-->T 504 | 472 CYTB C->T
481 18 CYTB T->C 504 | 506 CYTB A-->G
481 66 CYTB A-->G 504 | 508 CYTB A-->G
481 85 CYTB A-->G 504 | 529 CYTB C->T
481 | 130 CYTB T->C 504 | 591 CYTB C->T
481 | 136 CYTB C->T 505 | 247 Col T->C
481 | 142 CYTB C->T 505 | 268 COl T->A
481 | 163 CYTB T->C 505 | 337 COl A-->G
481 | 232 CYTB A-->G 505 | 439 COl A-->G
481 | 247 CYTB C->T 505 | 445 COl C->T
481 | 256 CYTB A-->G 505 | 601 COol T->A
481 | 271 CYTB T->C 505 | 613 COl T->C
481 | 292 CYTB T->A 505 30 CYTB G-->T
481 | 370 CYTB C->T 505 | 154 CYTB A-->G
481 | 571 CYTB A-->G 505 | 187 CYTB A->C
481 | 551 RAG A-->G 505 | 269 CYTB G->A
482 | 587 RAG A-->T 505 | 298 CYTB A-->G
498 | 2185 12s/16S C->T 505 | 310 CYTB T->C
498 | 118 COl C->T 505 | 313 CYTB C->T
498 | 127 COl A-->T 505 | 346 CYTB C->T
498 | 163 COlI C->T 505 | 406 CYTB A-->G
498 | 319 CYTB T->C 505 | 460 CYTB C->T
498 | 331 CYTB A-->G 505 | 478 CYTB T->C
498 | 337 CYTB A->G 505 | 481 CYTB C->T
498 | 397 CYTB C->T 505 | 502 CYTB C->T
498 | 574 CYTB C->T 505 | 562 CYTB C->T
504 | 301 COlI T-->C 505 | 567 RAG G->C
504 | 307 COlI T->C 508 | 556 CYTB A-->G
504 | 331 COl A-->G 512 | 286 COl A-->G
504 | 379 Col A-->G 512 | 274 CYTB A-->G
504 | 382 CoOl A-->T 512 | 638 CYTB G->A
504 | 421 CoOl C-->T 519 | 358 COI T->C
504 | 463 Col C->T 519 | 475 Col T->C
504 | 466 COl C->T 519 | 499 COlI A-->G
504 | 490 Col C->T 519 | 277 CYTB T->C
504 | 553 COlI T-->C 519 | 340 CYTB A-->G
504 | 580 COl A-->G 519 | 361 CYTB T->C
504 | 610 Col A-->G 519 | 388 CYTB A-->C
504 | 48 CYTB A-->C 519 | 475 CYTB T->C
504 | 130 CYTB T->C 519 | 487 CYTB C->T
504 | 151 CYTB T->C 519 | 589 CYTB C->T
504 | 237 CYTB A-->T 529 | 208 Col C->T
504 | 253 CYTB T->C 529 | 232 COl C->T
504 | 256 CYTB A-->G 529 | 244 COl A-->G
504 | 259 CYTB A-->G 529 | 304 COl C->T
504 | 286 CYTB C->T 529 | 337 COl G->A
504 | 316 CYTB A->T 529 | 433 COl T->C
504 | 331 CYTB A-->G 529 | 538 COl A-->G




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada nd da arvore consenso (continua).

NO #| Posicdo | Fragmento | Transformacao | N6 #| Posicdo | Fragmento | Transformacéo
529 | 577 COl G-->A 683 | 316 CYTB A-->G
529 | 608 COl C->T 683 | 518 POMC T->A
529 | 154 CYTB A-->G 689 | 268 COl A-->G
529 | 199 CYTB C->T 689 | 412 COl A-->G
529 | 211 CYTB C->T 689 48 CYTB A-->G
529 | 217 CYTB T->C 689 | 352 CYTB G-->A
529 | 316 CYTB A-->G 689 | 565 CYTB A-->G
529 | 319 CYTB C->T 711 | 413 12s/16S A->T
529 | 331 CYTB A-->G 711 | 722 12s/16S G-->A
529 | 388 CYTB A-->C 711 | 763 12s/16S T->A
529 | 430 CYTB C->T 711 | 1106 12s/16S C->T
529 | 502 CYTB C->T 711 | 1158 12s/16S T->A
529 | 505 CYTB T->C 711 | 1164 12s/16S A->T
529 | 601 CYTB A-->T 711 | 1462 12s/16S A->T
529 | 589 RAG G-->C 711 | 1566 12s/16S C->T
665 | 626 COl T->C 711 | 1641 12s/16S A->T
665 | 274 CYTB A-->G 711 | 1646 12s/16S T->A
665 | 331 CYTB A-->G 711 | 1733 12s/16S C->T
665 | 506 CYTB A->G 711 | 1735 12s/16S T->C
665 | 659 CYTB T->C 711 | 1736 12s/16S C->T
666 | 275 COl T-->C 711 | 1737 12s/16S T->C
666 | 376 COl T->C 711 | 1794 12s/16S A->C
666 | 601 COl T->A 711 | 1814 12s/16S T->A
666 | 640 COl T-->C 711 | 1843 12s/16S T->A
666 49 CYTB A->G 711 | 2168 12s/16S A->T
666 57 CYTB C-->T 711 | 2183 12s/16S T->A
666 | 220 CYTB T-->C 711 | 2186 12s/16S C-->A
666 | 307 CYTB T-->C 711 | 2301 12s/16S T->C
666 | 316 CYTB A-->C 711 | 2306 12s/16S T->A
666 | 337 CYTB A-->G 711 | 142 COl A-->G
666 | 374 CYTB C->T 711 | 187 COol T->C
666 | 394 CYTB T-->C 711 | 460 Col A->T
666 | 401 CYTB G->A 711 | 565 COI C->A
666 | 442 CYTB T->C 711 | 583 COl A->C
666 | 460 CYTB C->T 711 | 598 COlI A->T
666 | 478 CYTB T->C 711 | 622 Col A->T
666 | 499 CYTB T->C 711 | 634 Col A->C
666 | 520 CYTB C->T 711 69 CYTB C->T
666 | 589 CYTB C->T 711 | 100 CYTB C-->T
666 | 592 CYTB C->T 711 | 124 CYTB T->A
666 | 644 CYTB G-->A 711 | 241 CYTB C-->G
666 | 217 POMC A-->T 711 | 370 CYTB C->T
666 | 226 POMC C->A 711 | 400 CYTB A->T
666 | 257 POMC A-->T 711 | 556 CYTB A->C
666 | 409 POMC T->C 711 | 640 CYTB C->A
666 | 538 POMC T->C 711 3 POMC T->C
666 | 553 POMC G-->A 711 4 POMC A->C
666 | 571 POMC T->C 711 | 128 POMC A->C
683 | 269 CoOl G-->A 711 | 136 POMC C->T




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada nd da arvore consenso (continua).

NO #| Posicdo | Fragmento | Transformacao | N6 #| Posicdo | Fragmento | Transformacéo
711 | 181 POMC C->T 712 | 1767 12s/16S C->T
711 | 196 POMC C->T 712 | 1778 12s/16S T->C
711 | 208 POMC T->C 712 | 1837 12s/16S T->A
711 | 406 POMC T->C 712 | 1868 12s/16S A->T
711 | 442 POMC G-->A 712 | 1889 12s/16S A-->G
711 | 449 POMC A-->C 712 | 1908 12s/16S T->C
711 | 493 POMC T->C 712 | 1947 12s/16S A->T
711 | 547 POMC T->C 712 | 1979 12s/16S C->T
711 | 365 RAG C->T 712 | 1980 12s/16S T->A
711 | 371 RAG A-->G 712 | 1981 12s/16S G-->A
711 | 437 RAG A-->T 712 | 2060 12s/16S C->T
711 | 593 RAG C->T 712 | 2082 12s/16S T->C
711 | 639 RAG C->T 712 | 2201 12s/16S A->C
712 31 12s/16S A-->G 712 | 2222 12s/16S T->A
712 | 182 12s/16S T->C 712 | 2227 12s/16S C->T
712 | 298 12s/16S T->A 712 | 2312 12s/16S G->A
712 | 335 12s/16S T->A 712 | 2334 12s/16S C->T
712 | 436 12s/16S C->T 712 | 2358 12s/16S C->T
712 | 442 12s/16S A->C 712 | 454 Col C->T
712 | 475 12s/16S G-->A 712 | 511 COol C->T
712 | 667 12s/16S T->A 712 | 523 COI A->T
712 | 833 12s/16S T-->C 712 | 532 COol C->T
712 | 906 12s/16S C->T 712 | 568 Col T->A
712 | 978 12s/16S T-->C 712 7 CYTB C->T
712 | 1031 12s/16S C-->A 712 15 CYTB A->C
712 | 1039 12s/16S A-->G 712 21 CYTB T->C
712 | 1072 12s/16S C->T 712 30 CYTB G-->A
712 | 1078 12s/16S T-->A 712 57 CYTB C->T
712 | 1091 12s/16S A->T 712 | 149 CYTB A->T
712 | 1092 12s/16S A-->T 712 | 292 CYTB A->T
712 | 1093 12s/16S C->T 712 | 374 CYTB C->T
712 | 1097 12s/16S T-->C 712 | 400 CYTB A->C
712 | 1158 12s/16S T-->A 712 | 404 CYTB C->T
712 | 1232 12s/16S A-->T 712 | 439 CYTB C->T
712 | 1311 12s/16S C->T 712 | 629 CYTB C->T
712 | 1323 12s/16S A-->G 712 | 631 CYTB C-->A
712 | 1373 12s/16S T->C 712 | 634 CYTB A->T
712 | 1400 12s/16S G-->A 712 91 POMC C->T
712 | 1444 12s/16S C->T 712 | 169 POMC C-->A
712 | 1476 12s/16S C->T 712 | 260 POMC A-->G
712 | 1486 12s/16S G-->A 712 | 268 POMC C-->A
712 | 1550 12s/16S A-->T 712 | 442 POMC G->A
712 | 1614 12s/16S A-->T 712 | 463 POMC T->C
712 | 1626 12s/16S A-->C 712 | 464 POMC G->A
712 | 1630 12s/16S T->C 712 | 466 POMC A-->G
712 | 1662 12s/16S A-->T 712 | 508 POMC C->A
712 | 1677 12s/16S A-->C 712 | 528 POMC G->A
712 | 1690 12s/16S T->A 712 | 546 POMC G->A
712 | 1729 12s/16S G-->A 712 | 549 POMC G->A




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformac6es) moleculares de cada nd da arvore consenso (continua).

NO #| Posicdo | Fragmento | Transformacao | N6 #| Posicdo | Fragmento | Transformacéo
712 | 553 POMC G-->A 714 | 1841 12s/16S T->C
712 6 RAG T->C 714 | 1950 12s/16S A->C
712 | 188 RAG A-->G 714 | 2066 12s/16S G-->A
712 | 212 RAG T->G 714 | 2169 12s/16S A-->G
712 | 236 RAG C->T 714 | 2187 12s/16S T->A
712 | 300 RAG C->A 714 | 2221 12s/16S T->A
712 | 338 RAG A-->G 714 | 2244 12s/16S T->A
712 | 368 RAG G-->A 714 | 2312 12s/16S G-->A
712 | 428 RAG G-->A 714 | 247 COl T->C
712 | 494 RAG C->G 714 | 346 COl C->A
712 | 537 RAG A-->G 714 | 359 COl C->T
712 | 545 RAG A-->T 714 | 391 COol A-->G
712 | 566 RAG G-->A 714 | 487 COl C->T
712 | 602 RAG G-->C 714 | 523 COl A->T
712 | 605 RAG T->C 714 | 610 Col T->C
712 | 644 RAG T->C 714 | 36 CYTB A-->G
712 | 695 RAG G-->A 714 | 154 CYTB C->A
712 | 699 RAG C->A 714 | 246 CYTB A-->T
712 | 826 RAG T->C 714 | 292 CYTB A-->T
712 | 912 RAG G-->A 714 | 313 CYTB T->A
712 | 1114 RAG A-->C 714 | 388 CYTB A->C
712 | 1118 RAG G-->C 714 | 403 CYTB A->C
712 | 1245 RAG C->T 714 | 451 CYTB T->C
712 | 1251 RAG C->T 714 | 202 POMC T-->C
712 | 1278 RAG A->G 714 | 278 POMC A-->G
712 | 1416 RAG C->T 714 | 415 POMC G-->A
714 | 298 12s/16S T->A 714 | 458 POMC T->C
714 | 327 12s/16S C->A 714 | 263 RAG C->T
714 | 335 12s/16S T-->G 714 | 321 RAG C-->T
714 | 669 12s/16S T-->A 714 | 359 RAG C->T
714 | 797 12s/16S C->A 714 | 372 RAG T->A
714 | 819 12s/16S C->A 714 | 374 RAG C-->T
714 | 884 12s/16S A-->G 714 | 375 RAG A-->G
714 | 977 12s/16S A-->G 714 | 464 RAG C->T
714 | 992 12s/16S C->T 714 | 517 RAG C-->A
714 | 1018 12s/16S A-->G 714 | 551 RAG A-->G
714 | 1040 12s/16S T->C 714 | 602 RAG G->C
714 | 1066 12s/16S T->C 714 | 656 RAG C-->A
714 | 1076 12s/16S A-->T 714 | 677 RAG A-->G
714 | 1164 12s/16S A-->C 714 | 695 RAG G->C
714 | 1165 12s/16S A-->T 714 | 753 RAG A->T
714 | 1271 12s/16S T->C 714 | 838 RAG T->C
714 | 1311 12s/16S C->T 714 | 931 RAG A->C
714 | 1400 12s/16S G-->A 714 | 972 RAG T->C
714 | 1538 12s/16S A-->G 714 | 1142 RAG C->T
714 | 1550 12s/16S A-->T 714 | 1145 RAG T->C
714 | 1626 12s/16S G->T 714 | 1167 RAG G->A
714 | 1663 12s/16S A-->C 714 | 1212 RAG T->C
714 | 1688 12s/16S AC->T 714 | 1245 RAG C->T




Apéndice 3b. Sinapomorfias (transformag6es) moleculares de cada nd da arvore consenso.

NO #| Posicao |Fragmento | Transformacéo
714 1246 RAG A-->G
714 | 1320 RAG A->G
714 1389 RAG T->C
721 107 12s/16S C-->T
721 344 12s/16S T->C
721 497 12s/16S T->C
721 502 12s/16S AT ->C
721 665 12s/16S T->C
721 773 12s/16S T->C
721 787 12s/16S A->G
721 806 12s/16S T->C
721 | 1624 12s/16S A->T
721 | 1647 12s/16S T->C
721 | 1649 12s/16S T-->A
721 1906 12s/16S C->T
721 1947 12s/16S A-->T
721 | 2196 12s/16S A->C
721 316 Col T-->C
721 355 Col T-->A
721 439 Col T-->C
721 442 Col A->C
721 586 COl T->A
721 637 COl A-->G
721 36 CYTB G->A
721 163 CYTB A-->G
721 349 CYTB A->G
721 364 CYTB T->C
721 449 CYTB C->T
721 583 CYTB C->G
721 628 CYTB T->C
721 661 CYTB T->C
721 202 POMC C->T




APENDICE 4

CAPITULO 2

Evolucdo fenotipica no género Adenomera Steindachner, 1867 com

comentarios acerca da subfamilia Leptodactylinae

MATERIAL EXAMINADO



Apéndice 4. Material Examinado.

Adenomera ajuaruna: BB 283, 291, 459, 460, CFBH 28189, 28191, 28193, 16548, 16793,
19349, 25850, 26839, 9123, 9128, CV 200, UFMG 2874, 9473, 9474.

Adenomera andreae: CFBH 1902, 1903, 16661, 16672, 16673, 16674, 16675, 20755, 20756,
20758, 30650, 37566, 37567.

Adenomera araucaria: UFMG 10189, 10190, 20266, 20267.

Adenomera bokermanni: CFBH 23216, 23217, 23219, UFMG 10269, 10270, 10289, 10290,
10291.

Adenomera diptyx: CFBH 5055, 5056, 5057, 5058, 5059, 5060, 5061, 5062, 5063, 8836.

Adenomera engelsi: CFBH 18197, 20266, 20267, 22775, 22775, 22775, MNRJ 72224,
72537, 72544, UFMG, 10288, 6966, 6967, 6969, 6970, 7001, 7002, 7017, 7065, 7106, 7107.

Adenomera hylaedactyla: CFBH 4935, 4936, 28243, 28338, 28368, 28469, 28527.

Adenomera marmorata: BB s/n, 272, 276, 282, 292, 296, 311, 315, 319, 321, CCT, 25, 31,
35, CFBH 6395, 6396, 9212, 11355, 11512, 11532, 11533, 11534, 11535, 11536, 11542,
12236, 12305, 12864, 12884, 12886, 15402, 15409, 15416, 15434, 15443, 15494, 15497,
15500, 15542, 15953, 17137, 17138, 17139, 17140, 17141, 17142, 17143, 17451, 17477,
19968, 19969, 19975, 20218, 20219, 20222, 23923, 23957, 27844, 27845, 27846, 27846,
27847, 27847, 27847, 27848, 27848, 27848, 27849, 27849, 27849, 27850, 27850, 27850,
32811, 32813, 32814, 32815, 32816, 32818, 32819, 32820, 34389, 34391, 34401, 34402,
34402, 34403, 34404, 34404, 34406, 34409, 34411, 34411, 35983, 36130, 36131, 36132,
MNRJ 47474, 53755, 73063, 74640, PPGT 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 496, 497,
UFMG 2708, 2709, 9353, 9354, 9470, 9471, 10296, 10297, 10298, 10300, 10302, 10304,
13284, 13285, 13286, 13287, 13288, 13289, 13290, 13291.

Adenomera martinezi: CFBH 10262, 10308, 27059.

Adenomera nana: CFBH 18170, 27478, 27479, 27480, 27481, 27482, UFMG 8969, 10188,
10279, 10280.



Adenomera saci: CFBH 10262, 10308, 27059, 28261, 28897.
Adenomera sp. N: CFBH 21301, 21302, 23182, 23183, 34435, 34436.

Adenomera sp. n. "canto curto™: Canedo 32, 33, 40, CFBH 21318, 21318, 22327, 22332,
22333, 22354, 22468, 22469, 23221, 23221, 26872, 26872, 27148, 32821, 35917, 13478,
13479, 15841, 17005, 17028, 17053, 17116, 17796, 17957, 17958, 17959, 19140, 19604, CV
199, 202, PPGT 462, 463, 464, 472, 474, 475, 476, 477, 479, 480.

Adenomera sp. n. "catarinense™: UFMG 7111, 7066, 7080.

Adenomera sp. n. "sambaqui™: CFBH 15837, 15838, 15839, 17011, 17047, 17049, 17746,
17765, 17870, 17888, 17888, 17903, 17904, 17904, 17943, 18893, 18895, 18972, 19002,
19075, 19076, 19085, 19126, 19127, 19128, 19139, 19595, 19595, 19597, 19977, 22324,
22326, 22347, 22348, 22363, 22364, 22466, 22467, 23216, 32327, 32861, 35777, 35778,
35779, 35828, 35851.

Adenomera thomei: BB 161, 162, CFBH 6, 11531, 11531, 18057, 18058, 18059, 18060,
18061, 18061, 18062, 18063, 18064, 18065, 18066, 18066, 18067, 18068, 18069, 18070,
18070, 19469, 22295, 22295, 29532, 29532, 32069, 32069, 32070, 32070, 32071, 32071,
32072, 32072, 32073, 32073, 32074, 32074, 32075, 32075, 32076, 32076, 32101, 32101,
32102, 32102, 34413, 34413, 34414, 34414, 34958, 35748, 35748, 35874, 35874, 35875,
35875, 37836, 37837, 37838, 37839, 37840, 37841, 38085, MNRJ 47473, UFMG 3745,
9354, 9355, 9422, 9468, 10305, 10306.,

Edalorhina perezi: CFBH 19814, 20380, 35204.
Engystomops petersi: CFBH 906, 907, 4922, 5119, 5120, 5121, 5122,

Eupemphix nattereri: CFBH 31415, 31899, 31900, 31902, 31903, 31906, 36048, 36049,
36362, 36364.

Hydrolaetare dantasi: CFBH 3814, 3815.
Hydrolaetare schmidti: CFBH 20320.
Lepidobatrachus asper: MNRJ 39936, MZUSP 94595, 94811.

Lepidobatrachus llanensis: MZUSP 74336, 74347.



Leptodactylus albilabris: MNRJ 80255.

Leptodactylus bufonius: CFBH 30491, 30492, 30493, 30494, 30498.

Leptodactylus caatingae: CFBH 21003, 22072, 22073, 22074, 27674, 27678.
Leptodactylus camaquara: CFBH 800, 6520.

Leptodactylus chaquensis: CFBH 3302, 18377, 29707.

Leptodactylus cunicularius: CFBH 182, 782, 6238, 6239, 6240, 10217, 10218, 24370, 30897.

Leptodactylus cupreus: CFBH 23632, 23650, 26359, 26360, 26430, 32113, 32114, MNRJ
80224.

Leptodactylus discodactylus: MZUSP 9810, 24814, 24816, 24824, 51574, 51575, 54189,
54190, 54191, 83283.

Leptodactylus elenae: CFBH 222, 4327, 5296, 8835, 9490.

Leptodactylus flavopictus: CFBH 1733, 2321, 4700, 4710, 4711, 4712, 4714.,
Leptodactylus furnarius: CFBH 783, 6508, 7273, 16217, 20055, 28774, 30867.
Leptodactylus fuscus: CFBH 3884, 3885, 6438, 16982, 26431, 26442, 27830, 28412.
Leptodactylus gracilis: CFBH 3788, 3791, 3792, 3793, 10326, 23730, 23731, 30342, 30346.
Leptodactylus joyli: CFBH 6514, 7277, 11546, 22289, 24246, 24454,

Leptodactylus knudseni: CFBH 500, 532, 20693, 20744, 20745.

Leptodactylus labirinthycus: CFBH 28, 3655, 3767, 4585, 4923, 11499, 20988, 28009,
28911.

Leptodactylus latinasus: CFBH 153, 29991.

Leptodactylus latrans: CFBH 12044, 16992, 25615, 27776, 32117, 32135, 32137.
Leptodactylus longirostris: CFBH 4224.

Leptodactylus macrosternum: CFBH 30078, 30190, 30194, 31117, 31118, 31293.

Leptodactylus marambaiae: MNRJ 19950, 40743, 40744, 40745, 40746.



Leptodactylus melanonotus: CFBH 28939.

Leptodactylus mystaceus: CFBH 16103, 17242, 18672, 26124, 31957, 31959.
Leptodactylus mystacinus: CFBH 999, 5540, 9535, 9790, 9795, 18386.

Leptodactylus natalensis: CFBH 11327, 16254, 23405, 26566, 27073, 27793.
Leptodactylus notoaktites: CFBH 1736, 6342, 11282, 25611, 26815, 26816, 26817.
Leptodactylus paraensis: CFBH 1323.

Leptodactylus pentadactylus: CFBH 20729, 21846.

Leptodactylus petersi: CFBH 14424, 19194, 20989, 20990, 20992, 20993, 21005, 259309.
Leptodactylus plaumanni: CFBH 3858, 9380, 9952, 23852, 30364.

Leptodactylus podicipinus: CFBH 13306, 17172, 19987, 23374, 25941, 28373, 29214,
31917.

Leptodactylus pustulatus: CFBH 19901, 20972, 25977, 25980, 25980, 26029, 28391, 28450.
Leptodactylus rhodomystax: CFBH 1886, 5115, 5116, 5576, 30651.

Leptodactylus rhodonotus: CFBH 4913.

Leptodactylus sertanejo: CFBH 5792, 20558, 28930, 28946.

Leptodactylus spixi: CFBH 4110, 25154, 25499, 26301, 26362, 26363, 40556.
Leptodactylus syphax: CFBH 28410, MNRJ 20201, 20189, 20187, 55333.

Leptodactylus troglodytes: CFBH 16446, 19515, 20552, 23767, 27651, 27737, 27738,
27740.

Leptodactylus vastus: CFBH 18527, 18528, 18531, 19895, 20999.
Leptodactylus viridis: CFBH 29505, 29506, 29513, MNRJ 29605, 46862, 60072.
Lithodites lineatus: CFBH 514, 528, 529, 20087, 20651.

Paratelmatobius cardosoi: CFBH 862, 863, 864, 865, 2896, 3262, 3268, 3269, 12006, 12007,
28975.



Paratelmatobius gaigeae: CFBH 7156, 23892, 23893, 27851, 36069, 36070, 36079, 36936.
Paratelmatobius lutzi: CFBH 866.

Paratelmatobius poecilogaster: CFBH 3253, 3254, 6266, 12004, 12005, 12198, 28959,
28960, 28983.

Physalaemus atlanticus: CFBH 1504, 2108, 3208, 3211, 3215, 3216, 3219, 3221.
Physalaemus cuvieri: CFBH 3738, 16170, 23121, 23122, 28909.

Physalaemus gracilis: CFBH 1458, 12034, 14059, 23732, 23733, 23734.

Pleurodema alium: CFBH 10201.

Pleurodema diplorister: CFBH 422, 425, 14026, 20543, 21327, 23770, 23773, 24331.
Pseudopaludicola falcipes: CFBH 26347, 26348, 26349, 26350.

Pseudopaludicola mystacalis: CFBH 115, 149, 150, 647, 3476, 3550, 7286.

Rupirana cardosoi: CFBH 6665, 6666, 6667, 6668, 6669, MNRJ 30334, 79430, 79431.

Scythrophrys sawayae: CFBH 6068, 6069, 6070, 9369, 9370, 9371, 36428, MNRJ 75150,
75151, 75152, 75153, 74491.

Vitreorana uranoscopa: CFBH 857, 5913, 11076, 21131, 22527, 29023.



