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RESUMO
O género Trachycephalus atualmente contém 18 espécies de pererecas e notabiliza-se por
abrigar representantes com e sem co-ossificacdo dermal craniana e por ser o grupo natural de
Lophyohylini de distribuicdo mais ampla, ocorrendo desde o México, América Central e Sul a
leste dos Andes, até o norte da Argentina e leste do Brasil. O grupo possui diversas questfes a
serem resolvidas com relacdo a sua sistematica, e seu monofiletismo € baseado apenas em
evidéncias moleculares. Tendo em vista a escassez de estudos relacionados a sua miologia, bem
como a importancia desta para a inferéncia filogenética, o presente trabalho teve como objetivo
descrever a anatomia muscular e sua variagdo para 0 @énero Trachycephalus e,
subsequentemente, apresentar uma analise cladistica para esse género, seguindo uma
abordagem de evidéncia total. O conjunto de dados para a inferéncia filogenética final incluiu
sequéncias de sete genes mitocondriais e quatro nucleares e 127 caracteres fenotipicos para 16
das 18 espécies de Trachycephalus. Os resultados corroboraram a monofilia de
Trachycephalus, sendo seu saco vocal conspicuo uma sinapomorfia, com uma reversdo em T.
hadroceps. A partir da hipotese de relacionamento obtida, o0 nome Trachycephalus spilommus
foi revalidado e o atribuido a populacbes mexicanas de T. "vermiculatus”. Além disso,
discutimos a evolugdo de uma série de caracteres. Verificou-se que 0s sacos vocais laterais
estdo associados a reproducdo em pocgas, enquanto 0s sacos vocais reduzidos e menos
conspicuos estdo associados a reproducao nos fitotelmos. Também descobrimos que a fragmose
¢ a condicdo plesiomorfica e associada a espécies com cabeca hiperossificada que usam
bromélias como reflgios. Uma reversdo teria ocorrido nas espécies restantes, juntamente com
uma reducdo na hiperosificacdo do cranio. Por fim, observamos que os musculos extensores
distais do pé atingem seu desenvolvimento maximo entre em Phyllodytes, sugerindo uma
possivel associacdo entre reducdo da SVL e aumento no desenvolvimento desses musculos.
Contribui-se, assim, para uma compreensdo mais detalhada da histéria evolutiva do género

Trachycephalus, bem como da tribo Lophyohylini como um todo.

Palavras-chave: Anatomia comparada, Analise cladisitca, Miologia, Trachycephalus,

Lophyohylini.
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ABSTRACT
The genus Trachycephalus currently contains 18 species of treefrogs and is notable for
harbouring representatives with and without cranial dermal co-ossification and for being the
most widely distributed natural group of Lophyohylini, occurring from Mexico, Central and
South America to the east of the Andes, to the north of Argentina and eastern Brazil. The group
has several issues to be resolved regarding its systematics, and its monophyly is based solely
on molecular evidence. In view of the scarcity of studies related to its myology, as well as its
importance for phylogenetic inference, the present study aimed to describe the muscular
anatomy and its variation for the genus Trachycephalus and, subsequently, to present a cladistic
analysis for that genus following a total evidence approach. The final dataset for phylogenetic
inference included sequences of seven mitochondrial and four nuclear genes and 127
phenotypic characters for 16 of the 18 species of Trachycephalus. The results corroborated the
monophyly of Trachycephalus, with its conspicuous vocal sacs being a synapomorphy,
occurring a reversal in T. hadroceps. From the relationship hypothesis obtained, the name
Trachycephalus spilommus was resurrected and attributed to Mexican populations of T.
"vermiculatus". Furthermore, we discussed the evolution of a series of characters. Paired lateral
vocal sacs were found to be associated with reproduction in ponds, while reduced and less
conspicuous vocal sacs are associated with reproduction in phytotelms. We also found that
phragmosis is the plesiomorphic condition and associated with species with a hyperossified
head that use bromeliads as refuges. A reversal would have occurred in the remaining species,
along with a reduction in skull hyperosification. Finally, we observed that the distal extensor
muscles of the foot reach their maximum development among lophyohylines in Phyllodytes,
suggesting a possible association between reduction in SVL and increase in the development
of these muscles. Thus, this study contributes to a more detailed understanding of the
evolutionary history of the genus Trachycephalus, as well as of the tribe Lophyohylini as a

whole.

Keywords: Comparative anatomy, Cladistic analysis, Myology, Trachycephalus,

Lophyohylini.
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INTRODUCAO

A familia Hylidae, a maior da Ordem Anura, € composta por individuos conhecidos
popularmente como “pererecas”. Os hilideos apresentam uma grande variedade de tamanhos e
geralmente possuem discos adesivos em suas falanges terminais que podem auxiliar na
escalada, visto que estes animais geralmente habitam em arvores (Vitt & Caldwell, 2013).
Atualmente, essa familia é constituida por 724 espécies distribuidas pelo continente Americano,
regido Australo-Papuana, regides temperadas da Eurasia e extremo Norte da Africa e no
arquipélago japonés (Frost, 2020). Na classificacdo atual, Hylidae esta subdividida em sete
tribos (Faivovich et al., 2018; Frost, 2020): Cophomantini, Dendropsophini, Hylini,
Lophyohylini, Pseudini, Scinaxini e Sphaenorhynchini. Adicionalmente, o nome “Hyla”
imitator (Barbour & Dunn, 1921) ¢ o Unico taxon classificado como incertae sedis.

Dentre as tribos de Hylidae, as espécies de Lophyohylini se destacam pela grande
diversidade de estados de caracteres relacionados a variacdo das formas Gsseas e grau de
ossificacdo craniana, mesmo em uma curta distancia filogenética (ver Faivovich et al., 2005
para revisdo). Os espécimes de Lophyohylini possuem distribuicdo endémica na regido
neotropical e estdo alocados em 10 géneros (Frost, 2020; Blotto et al, in press), sendo estes
Corythomantis Boulenger, 1896, Dryaderces Jungfer, Faivovich, Padial, Castroviejo-Fisher,
Lyra, Berneck, Iglesias, Kok, MacCulloch, Rodrigues, Verdade, Torres-Gastello, Chaparro,
Valdujo, Reichle, Moravec, Gvozdik, Gagliardi-Urrutia, Ernst, De la Riva, Means, Lima,
Sefaris, Wheeler, & Haddad, 2013, Itapotihyla Faivovich, Haddad, Garcia, Frost, Campbell, &
Wheeler, 2005, Nyctimantis Boulenger, 1882, Osteocephalus Steindachner, 1862, Osteopilus
Fitzinger, 1843, Phyllodytes Wagler, 1830, Phytotriades Jowers, Downieb, & Cohen, 2009,
Tepuihyla Ayarzagiiena, Sefaris, & Gorzula, 1993 e Trachycephalus Tschudi, 1838.

O género Trachycephalus notabiliza-se por abrigar espécies com e sem co-ossificacao
dermal craniana e por ser o grupo natural de Lophyohylini de distribuicdo mais ampla,
ocorrendo desde o México, América Central e Sul a leste dos Andes, até o norte da Argentina
e leste do Brasil (Frost, 2020). Seus representantes sdo principalmente arb6reos ou estdo
associadas a corpos de agua, podendo ser encontrados em florestas tropicais e subtropicais,
savanas e restingas (IUCN, 2017). Atualmente, somam-se 18 taxons contidos neste género,
discriminados a seguir (Frost, 2020; Blotto et al., in press): Trachycephalus "vermiculatus™
(Cope, 1877), T. atlas Bokermann, 1966, T. coriaceus (Peters, 1867), T. cunauaru Gordo,
Toledo, Suérez, Kawashita-Ribeiro, Avila, Morais, & Nunes, 2013, T. dibernardoi Kwet &
Solé, 2008, T. hadroceps (Duellman & Hoogmoed, 1992), T. helioi Nunes, Suarez, Gordo, &

12



Pombal, 2013, T. imitatrix (Miranda-Ribeiro, 1926), T. jordani (Stejneger & Test, 1891), T.
lepidus (Pombal, Haddad, & Cruz, 2003), T. macrotis (Eersson, 1945), T. mambaiensis Cintra,
Silva, Silva, Garcia, & Zaher, 2009, T. mesophaeus (Hensel, 1867), T. nigromaculatus Tschudi,
1838, T. quadrangulum (Boulenger, 1882), T. resinifictrix (Goeldi, 1907), T. typhonius
(Linnaeus, 1758) e T. venezolanus (Mertens, 1950).

A primeira proposta de relacionamento filogenético entre os taxons outrora chamados
como “pererecas-de-capacete” foi feita por Trueb (1970). A época, Trachycephalus incluia os
taxons T. atlas, T. jordani, T. nigromaculatus, T. marmoratus Duméril & Dibron, 1841 (=
Osteopilus septentrionalis) e T. siemersi (Mertens, 1937) (= Argenteohyla siemersi), enquanto
Phrynohyas Fitzinger, 1843, incluia P. venulosa (Laurenti, 1768), P. ingens Duellman, 1956,
P. latifasciata Duellman, 1956, P. hebes (Cope, 1862), P. modesta Taylor & Smith, 1945 e P.
zonata (Spix, 1824). A autora concluiu que, dentre o clado dos hilideos com sacos vocais
laterais pareados, Trachycephalus e Osteocephalus formavam um grupo monofilético que se
distinguia de Phrynohyas por apresentarem o desenvolvimento de co-ossifica¢do craniana.

Recentemente, ao desenvolver a mais representativa analise filogenética até aquele
momento, Faivovich et al. (2005) sinonimizaram Phrynohyas a Trachycephalus para evitar a
parafilia deste ultimo, com base em uma filogenia de caracteres moleculares. Assim,
Trachycephalus passou a ser diagnosticado por 37 transformacGes de proteinas nucleares e
ribossomais, com uma possivel sinapomorfia morfoldgica sendo a presenca de sacos vocais
pareados que se projetam em angulo posterior a mandibula quando inflado (Faivovich et al.,
2005). Neste contexto, Smith et al. (2007) mapearam o0s caracteres cranianos considerados por
Trueb (1970) em um cladograma também resultante da anélise de dados moleculares e
propuseram que estes representariam homoplasias com forte sinal filogenético. As hipdteses de
relacionamento resultantes das analises de Wiens et al. (2010) e Pyron & Wiens (2011) também
concordam com o que foi proposto por Faivovich et al. (2005), haja visto o0 uso de muitas das
sequéncias produzidas originalmente neste trabalho. Da mesma forma, Trachycephalus foi
recuperado como monofilético nos estudos moleculares de Pyron (2014), Ron et al. (2016),
Duellman et al. (2016) e Jetz & Pyron (2018). Além disso, Blotto et al. (in press) recuperou
Trachycephalus parafilético em relagdo a Aparasphenodon venezolanus. Para remediar essa
situacdo, eles transferiram A. venezolanus para Trachycephalus e observaram que o primeiro
também apresentava sacos vocais laterais pareados, destacando esse caractere como uma

sinapomorfia putativa desse género.

13



Dentre as fontes de dados fenotipicos disponiveis para analises filogenéticas, destaca-
se o sistema muscular esquelético devido a sua utilidade (Diogo et al., 2012). Por exemplo,
Diogo (2004), ao comparar a contribuicdo relativa de caracteres miologicos e osteoldgicos na
reconstrucdo filogenética, demonstrou que, apesar de as estruturas osteologicas apresentarem
mais variagdo, os caracteres mioldgicos providenciam uma maior proporcdo de caracteres
informativos para a resolucédo de filogenias.

Em anfibios, o sistema musculoesquelético pode ser dividido em trés unidades
convenientes: o cranio, estrutura composta formada pelo esplancnocranio, condrocranio e
dermatocranio, e o aparato hiobranquial; o componente axial; e, por fim, o sistema
musculoesquelético apendicular (Duellman & Trueb, 1994). O cranio e o aparato hiobranquial
formam uma unidade arquitetural complexa e inclui o sistema mecanico que permite a
ventilacdo assim como a captura, manipulacéo e ingestdo do alimento, além da vocaliza¢do em
anuros (Duellman & Trueb, 1994). O sistema axial prové suporte longitudinal rigido, mas
flexivel, para a cabeca, as visceras e o sistema apendicular que, por sua vez, é responsavel pela
movimentacao, tendo os membros anteriores a funcdo primaria de elevar e estabilizar o corpo,
além de controlar o movimento e a velocidade, enquanto os membros posteriores fornecem a
forca para a locomocdo (Duellman & Trueb, 1994).

Um caractere distinto nos anuros é a presenca dos sacos vocais nos machos da maioria
das espécies (Tyler, 1971). O saco vocal é uma associacdo de trés estruturas diferentes. Ha o
revestimento interno do saco, uma mucosa que Sse origina como uma evaginacdo do assoalho
bucal, formando um diverticulo que se comunica com a cavidade bucal através de uma ou duas
pequenas aberturas (fendas vocais) laterais a lingua. A musculatura submandibular que envolve
a mucosa ventralmente e posteriormente com os muasculos mm. intermandibularis e
interhyoideus, e dorsalmente com mm. geniohyoidei e m. sternohyoideus; e o saco gular, uma
modificacdo da pele que é pregueada ou forma bolsas laterais em algumas espécies (Tyler,
1971; Elias-Costa et al., 2017).

Nos anuros, a musculatura em geral é adaptada para o seu modo saltatério de locomocéao
(Duellman & Trueb, 1994) e o conhecimento mais aprofundado de sua anatomia iniciou-se com
os trabalhos de Dugés (1834), Ecker (1889) e Gaupp (1896) que realizaram descrices
anatdmicas detalhadas de poucas especies, principalmente do género Rana Linnaeus, 1758.
Além dos estudos de Grobbelaar (1924), sobre a anatomia de Xenopus laevis, e Trewavas

(1933), acerca da variacdo do hidideo e da laringe e sua musculatura associada, 0s artigos
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seguintes a estudarem a miologia de anuros se deram a partir da segunda metade do século XX
(Ritland, 1955; Dunlap, 1960; Liem, 1970; Tyler, 1971, 1972; Andersen, 1978).

Destacam-se também as importantes contribuicdes de Davies & Burton (1982) e Burton
(1983) acerca da miologia de Rheobatrachus silus Liem, 1973 e Phrynomantis stictogaster
Zweifel, 1973 (= Callulops stictogaster), respectivamente. Mais recentemente, Faivovich
(2002) utilizou alguns caracteres da musculatura dos pés em um estudo cladistico do género
Scinax (Hylidae), Burton (2004) realizou um estudo aprofundado da musculatura dos pés de
Hylidae (que entdo incluia Hemiphractidae), também realizando uma analise cladistica
combinando os caracteres obtidos com os utilizados por Duellman (2001). Em sua monografia
sobre as relacdes filogenéticas em Hylidae, Faivovich et al. (2005) incluiram os caracteres
mioldgicos de Burton (2004) como o Unico conjunto de caracteres morfoldgicos em sua analise.
De semelhante modo, o seminal trabalho acerca da “Arvore da Vida dos Anfibios” (Frost et al.,
2006), os Unicos dados fenotipicos implementados foram os de Haas (2003), que incluiam
grande nimero de caracteres mioldgicos de larvas e adultos de anuros. Além disso, diversos
estudos também utilizaram caracteres miol6gicos como parte da base de dados fenotipicos para
analises filogenéticas (e.g. Grant et al., 2006; Gonzalez-Duran et al., 2017). Outros exploraram
a variacdo de um conjunto restrito de caracteres mioldgicos contexto filogenético amplo, como
Blotto et al. (2017), com caracteres mioldgicos dos pés de Odontophrynidae, Targino et al.
(2019), com caracteres dos sacos vocais de Microhylidae, e Elias-Costa & Faivovich (2019,
com caracteres dos sacos vocais de Ranidae.

Com relacdo a Trachycephalus, uma possivel sinapomorfia morfolégica para este
género pode ser a presencga de sacos vocais pareados (Faivovich et al., 2005). Entretanto,
estudos recentes tém notado que este termo nada diz acerca da estrutura interna dos sacos em
si, resultado na possibilidade de que uma grande quantidade de variacdo neste caractere tenha
sido negligenciada (Elias-Costa et al., 2017; Elias-Costa & Faivovich, 2019). A monografia de
Duellman (1956), acerca de Phrynohyas, e o trabalho de Tyler (1971) apresentam as Unicas
descri¢des mioldgicas disponiveis dos sacos vocais de Trachycephalus, baseada no exame de
espécimes machos de Phrynohyas spilomma (= 7. “vermiculatus”) (Duellman, 1956) e
Trachycephalus jordani e T. nigromaculatus (Tyler, 1971).

Assim sendo, para avaliar a contribui¢cdo da miologia comparada de Trachycephalus nas
relacOes filogenéticas da tribo Lophyohylini, a presente dissertacdo foi dividida em dois
capitulos. No capitulo 1 n6s apresentamos a descricdo da miologia de T. typhonius e, entéo,

estudamos a variacdo deste sistema para o género Trachycephalus, oferecendo comparacGes
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com outros grupos de Lophyohylini. No capitulo 2, nos partimos destes dados relativos a
anatomia muscular e definimos séries de transformacdo. Por conseguinte, esses caracteres
foram combinados aos de osteologia, biologia reprodutiva, morfologia larval e moleculares
(DNA mitocondrial e nuclear), a fim de se realizar a analise cladistica de Trachycephalus sob
0 paradigma de evidéncia total. Com isso, tivemos por objetivos testar o monofiletismo de
Trachycephalus e as relagdes entre as espécies do género. A partir da hipotese filogenética
resultante, nds discutimos a evolucdo de caracteres de interesse como: 0S sacos vocais e sua
relacdo com o sitio de reproducéo; hiperossificacdo do cranio e comportamento de fragmose; e
0s musculos extensores distais do pé. Dessa forma, os resultados obtidos nesta dissertagdo
contribuem para uma compreensdo mais detalhada da anatomia e da histdria evolutiva da tribo

Lophyohylini.

16



CONCLUSOES
A descricdo da anatomia muscular de Trachycephalus typhonius € apresentada pela
primeira vez. A partir da variagao deste sistema em Trachycephalus e no grupo externo,
foi possivel definir 59 séries de transformacéo (caracteres), incluidos em uma anélise
cladistica de evidéncia total;
A hipétese filogenética resultante corroborou o monofiletismo de Trachycephalus, com
alto valor de suporte;
A andlise filogenética mostrou que Trachycephalus apresenta duas sinapomorfias
morfologicas relacionadas aos sacos vocais laterais e pareados: o m. interhyoideus e a
mucosa dos sacos vocais que exibem extenso desenvolvimento lateral, ultrapassando a
dobra p6s-timpanica (caracteres 5.3 e 7.3);
A andlise filogenética mostrou que ha uma reversdo nestes caracteres em
Trachycephalus hadroceps;
A analise filogenética subsidiou a revalidacdo de um taxon: Trachycephalus spilommus;
Com base na hipotese filogenética, foi possivel estudar a evolugdo dos sacos vocais e
sua relacdo com o sitio de reproducdo, de modo que sacos vocais laterais e pareados
estdo associados a reproducdo em pogas, enquanto sacos vocais reduzidos e menos
conspicuos estdo associados a reproducdo em fitotelmos;
Com base na hipotese filogenética, foi possivel estudar a evolucao da hiperossificacéo
craniana e sua relacdo com o comportamento de fragmose em Trachycephalus,
propondo-se um cenario mais parcimonioso com relacdo a hipdteses anteriores, no qual
a fragmose é a condicédo plesiomorfica e associada a espécies com cabeca hiperossifica
e que utilizam bromélias como refugios. Uma reversdo teria ocorrido nas especies
restantes, juntamente com a reducdo da hiperossificacdo do cranio;
Com base na hipétese filogenética, foi possivel estudar a evolucdo dos musculos
extensores distais dos pés, de forma que estes atingem seu desenvolvimento maximo
observado em Phyllodytes, sugerindo-se uma possivel associacdo entre reducdo no

comprimento rostro-cloacal e aumento no desenvolvimento destes musculos.
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